T.C.
TRAKYA UNIVERSITESI

FEN BILIMLERI ENSTITUSU

MERCIMEK (Lens culinaris Medik.) CESITLERININ DNA BARKODLAMA
METODU iLE TANIMLANMASI

METIN BURAK TATLISES

YUKSEK LiSANS TEZi

BiYOTEKNOLOJi VE GENETIiK ANABILiM DALI

Tez Damismani: DOC. DR. SEMRA HASANCEBI

EDIRNE-2020



METIN BURAK TATLISES ’in hazirladig1 “MERCIMEK (Lens culinaris Medik.)
CESITLERININ DNA BARKODLAMA METODU iLE TANIMLANMASI” baslikli
bu tez, tarafimizca okunmus, kapsam ve niteligi agisindan Biyoteknoloji ve Genetik
Anabilim Dalinda bir Yiiksek Lisans Tezi olarak kabul edilmistir.

Jiiri Uyeleri: Imza

Dog. Dr. Semra HASANCEBI

Dr. Ogr. Uyesi Necmi BESER

Prof. Dr. Yelda OZDEN CIFTCI

Tez Savunma Tarihi: 17/08/2020

Bu tezin Yiiksek Lisans/Doktora tezi olarak gerekli sartlari sagladigini onaylarim.

Imza
Dog. Dr. Semra HASANCEBI

Tez Danismani

Trakya Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii onay1

Fen Bilimleri Enstitiisit Mudiri



T.U.FEN BiLIMLERI ENSTITUSU
BIiYOTEKNOLOJi VE GENETIK YUKSEK LiSANS PROGRAMI
DOGRULUK BEYANI

Trakya Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, tez yazim kurallarina uygun olarak
hazirladigim bu tez caligmasinda, tim verilerin bilimsel ve akademik kurallar
cercevesinde elde edildigini, kullanilan verilerde tahrifat yapilmadigini, tezin akademik
ve etik kurallara uygun olarak yazildigini, kullanilan tiim literatiir bilgilerinin bilimsel
normlara uygun bir sekilde kaynak gosterilerek ilgili tezde yer aldigini ve bu tezin tamami
ya da herhangi bir béliimiiniin daha onceden Trakya Universitesi ya da farkli bir
tiniversitede tez calismasi olarak sunulmadigini beyan ederim.

17/08/2020
Metin Burak TATLISES

Imza



Yiiksek Lisans Tezi

Mercimek (Lens culinaris Medik.) Cesitlerinin DNA Barkodlama Metodu ile

Tanimlanmas1
Trakya Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoteknoloji ve Genetik Anabilim Dali

OZET

Bu ¢aligma; Tiirkiye’de iiretim iznine sahip mercimek ¢esitlerini DNA barkodlar1
ile tamimlamak amaciyla yapilmistir. Calismada 34 adet Tiirkiye ve 1 adet Kanada
menseli ¢esit kullanilmistir. Barkod geni olarak “CBOL (The Barcode of Life Data) Bitki
Grubu” tarafindan 6nerilen rbcL, matK ve trnH-psbA kloroplast genleri se¢ilmistir. 3
lokus da evrensel primerler kullanilarak PCR ile basarili bir sekilde cogaltilmistir. Ancak
PCR iirlinlerinin dizilenmesinde sorun yasanmistir. Dizileme sorunlarinin muhtemel
sebepleri Ongoriilerek alternatif yontemler uygulanmistir. Uygulanan ydntemler
sonucunda trnH-psbA lokusu %100 basari ile dizilenmistir. Basar1 oran1 matK lokusu i¢in
%75, rbcL lokusunda ise dizileme sorunlari ¢oziilememistir. trnH-psbA ve matK
lokusundan elde edilen dizi bilgileri “Mega X” programinda “ClustalW alignment”
metodu ile hizalanmis ve “UPGMA” metoduna gore filogenetik aga¢ olusturulmustur.
rbcL lokusuna ait verilerin yetersiz olmasi sebebiyle filogenetik analizlere dahil
edilmemistir. Cesitlerden elde edilen diziler kirmizi ve yesil taneli olmak iizere iki grupta

incelenmis toplamda cesitleri tanimlayici 18 haplotip elde edilmistir.
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Master’s Thesis

Identification of Lentil (Lens culinaris Medik.) Cultivars by DNA Barcoding Method
Trakya University, Institute of Natural Sciences

Department of Biotechnology and Genetics

ABSTRACT

This study was conducted in order to identify lentil varieties with DNA barcodes
that have permission to be produced in Turkey. 34 varieties originating from Turkey and
1 species originating from Canada were used in the study. The rbcL, matK and trnH-psbA
chloroplast genes proposed by the “CBOL (the Barcode of life data) Plant group” were
selected as the barcode gene. 3 loci have also been successfully replicated with PCR using
universal primers. However, there has been trouble sequencing of PCR products.
Alternative methods were applied in anticipation of possible causes of sequencing
problems. The trnH-psbA locus was sequenced with 100% success as a result of the
methods applied. The success rate is 75% for the matK locus and the sequencing problems
for the rbcL locus have not been solved. The sequence information from the trnH-psbA
and matK locus is aligned with the “ClustalW alignment” method in the “Mega X”
program and the phylogenetic tree is formed according to the “UPGMA” method. It was
not included in phylogenetic analyses due to insufficient data on loci rbcL. The sequences
obtained from the cultivars were examined in two groups as red and green grains. A total

of 18 haplotypes were obtained to describe the cultivars.
Year : 2020
Number of Pages 1111
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BOLUM 1

GIRIS

Ulkemizde ve diinyada tohumculuk sektorii hizla gelismektedir. Siirekli artmakta
olan diinya niifusunu doyurma zorunlulugu kaliteli ve verimi yiliksek yeni bitki
cesitlerinin gelistirilmesini kac¢inilmaz yapmaktadir. Bu durum gida olarak kullanilan
bitki tiirlerinde, piyasada satilmak tizere gelistirilen ticari gesitlerin sayisinin hizla
artmasina neden olmustur. Sofralarimizda 6nemli yere sahip olan ve igerdigi yiiksek
bitkisel protein oraniyla 6nemli bir gida maddesi olan mercimek (Lens culinaris Medik.)
de 1slah programlar1 ile siirekli gelistirilen bitki tiirlerinden birisidir. Ulkemizin
mercimegin gen merkezi olmasi ve onemli ekilis alanlarina sahip olmasi nedeniyle
piyasada ¢ok sayida farkli mercimek cesidi bulunmaktadir. Fazla sayida ¢esidin olmasi

tohumluk safiyeti problemlerini ve gesit kirliligini beraberinde getirmektedir.

Geleneksel olarak bitkisel biyogesitliligin tanimlanmasi, yaprak sekli ve
biiylikliigi, cicek rengi, biiyiime aligkanligi gibi belirli sayida 6zelligin gorsel, fiziksel ve
kimyasal olarak degerlendirilmesine dayanir. Molekiiler tekniklerin gelismesi ile
organizmalarin incelenmesi, tanimlanmasit ve smiflandirmasinda farkli bir donem
baslamistir. Gliniimiizde molekiiler markirlar, sadece bitkilerde degil tiim organizmalarda
tamimlama ve kimliklendirme igin yaygin olarak kullanilan gii¢lii araclardir. Ozellikle
cevresel kosullara bagli olmaksizin herhangi bir dokusu, gelisim evresi i¢in uygulanabilir
olmalari, ¢ok az materyal gerektirmeleri ve teorik olarak genomun her noktasini temsil
etmeleri nedeniyle diger markirlara (morfolojik ve biyokimyasal) goére daha

avantajlidirlar ve tercih edilmektedirler (Tingey ve del Tufo, 1993).

Biyogesitliligin - tanimlanmasma yonelik ¢alismalara bakildiginda, DNA

barkodlama c¢alismalar1 hizla artarak bugiine kadar gerceklestirilen en genis kapsamli



girisim halini almigtir. Genomun kiiciik bir boliimiiniin analizi yoluyla canlilarin ayirt
edilebilmesine izin veren mikrogenomik tanimlama sistemleri, biyolojik c¢esitliligin
teshisine son derece umut verici bir yaklasim sunmaktadir (Hebert vd., 2003a). DNA
barkodlama olarak adlandirilan bu teknoloji hizli, dogru ve uygun bir sekilde tiirlerin

belirlenmesini amaglamaktadir (Miller, 2007).

DNA barkodlarinin hedefinde tiim canlilarin tanimlanabilmesi, yeni tiirlerin
kesfedilebilmesi, tiirler arasindaki evrimsel iliskinin daha dogru ortaya konmasi gibi
nedenler olsa da giinimiizde farkli alanlarda birgok amaca hizmet etmektedir. DNA
barkodlari, 1slahgilardan veya yetistiricilerden sofralarimiza kadar herhangi bir yiyecegin
izlenebilirligini, biiylik dl¢lide iyilestirmek amacina uygun bir molekiiler teknolojidir
(Barcaccia, 2015). Bu teknoloji gida giivenligini ve kalitesini korumak amaciyla rutin
analizlerde kullanilir. Mercimek ¢esitlerinin dogru tanimlanmasi, gida kalitesi, giivenligi,
Ozglinligii ve saghgi igin, ayrica tretici ile endiistri arasinda kaliteli ¢esitlerin dogru

fiyatlandirilmasi agisindan 6nemlidir (Bosmali, 2012).

Ulkemizde bugiine kadar yapilan calismalarda tescil edilmis mercimek
cesitlerinin genetik akrabalik diizeyleri belirlenmis, mercimege spesifik molekiiler
markirlar gelistirilmis ancak ¢esitleri tanimlayacak ayirici markirlarin belirlenmesine dair
bir caligma yapilmamistir. Yine iilkemizde barkodlama g¢alismalar1 bir ¢ok birkide
yiriitiilmekle birlikte, mercimek bitkisine ait bir barkodlama galigsmasi yapilmamistir. Bu
tez caligmasi kapsaminda iiretim iznine sahip 35 adet mercimek c¢esidinin DNA
barkodlama yontemiyle tanimlanmasi ve elde edilen verilerin ireticiyi, tiiketiciyi ve
endiistriyi yapilabilecek sahtekarliklara karst1 korumak, ayrica gida kalitesini ve
giivenligini saglamak amaciyla “DNA barkodlama” yontemini bir arag olarak kullanmay1

hedeflemistir.



BOLUM 2

GENEL BIiLGILER

1.1 Mercimek (Lens culinaris Medik.)

Mercimek (Lens culinaris Medik.), tek yillik, diploid (2n=2x=14) ve kendine
doéllenen bir baklagil bitkisidir. Alman botanik¢i ve fizik¢i olan Medikus tarafindan
1787°de “Lens culinaris” olarak adlandirilmistir (Cubero, 1981; Sehirali, 1988; Hanelt,
2001). Tarim kadar eski bir gegmise sahip bu bitki bugday, arpa, bezelye ve keten ile
birlikte yetistirilmistir (Helbaek, 1963). Yunanistan’in Franchthi magarasinda bulunan
kalintilar milattan 11.000 yil 6ncesine dayanmakta olup bilinen en eski kalintilardir
(Zohary, 1972; Hansen ve Renfrew, 1978). Hacilar koytlinde bulunan mercimek kalintilari
ise milattan 5800-5000 y1l 6ncesine dayanmakta olup tilkemiz sinirlar igerisinde en eski
mercimek kalintilaridir (Van Zeist ve Bottema, 1971; Helbaek, 1970).

Alem : Plantae

Sube : Magnoliophyta
Smf : Magnolliopsida
Takmm : Fabales
Familya : Fabaceae
Cins : Lens

Tiir : Lens culinaris Medik.

Sekil 1.1 Lens culinaris Medik. ve taksanomisi (Anonim, 2012)



Mercimek yemeklik tane baklagiller igerisinde igerdigi yiiksek protein orant
nedeniyle insan beslenmesinde 6nemli bir yere sahiptir. Ulkemizde kirmizi ve yesil olmak
tizere iki tip mercimek yetistirilmektedir. Giiney Dogu Anadolu Boélgesi iilkemiz kirmizi
mercimek ekim alaninin yaklasik %80°ni, liretimin ise %77°lik kismini karsilamakta ve
kislik olarak ekilmektedir. Yesil mercimek ise ¢ogunlukla Orta Anadolu ve I¢ Anadolu
ve Karadeniz bolgesi arasindaki yerlerde yazlik olarak ekilmektedir (Tiirkiye Ticaret
Sanayi Deniz Ticaret Odalar1 ve Ticaret Borsalar1 Birligi, 1993). Ekilis alanlar1 yillara
gore dalgalanma gostermekle birlikte yemeklik tane baklagiller ekim alaninin %27’sini
kirmizi mercimek, %6’sm1 da yesil mercimek olusturmaktadir (TUIK, 2019). Ulkemizin
2017 y1l1 mercimek iiretim miktar1 355.000 tondur (TUIK, 2019).

Mercimek dis ticaretinde 1994 yilina kadar ihracat yapan iilkemiz, bu yildan
itibaren tiretimdeki istikrarsizlik ve diger nedenlerden dolay1r hem dis alim hem de dis
satim yapan iilke konumuna gelmistir. Ozellikle yesil mercimekte 1999 yilma
gelindiginde ekim alanlarindaki %65°lik azalma ile birlikte dis satimda iilkemiz pazar
pay1r Kanada’ya kaptirilmistir. Gilinlimiizde Diinyada mercimek {retiminin %50’sini
Kanada tiretirken, Hindistan yaklasik %16’sin1 ve Tiirkiye diinya mercimek ihracatindan

%5-6 pay almaktadir.

Diinya mercimek tretiminde Kanada agirlikli bir paya sahiptir. 2016 yili
mercimek tretiminin %50’s1 bu {ilke tarafindan gergeklestirilmistir. 1972 yilina kadar
mercimek iiretimi olmayan Kanada’nin geldigi nokta dikkat ¢ekicidir (TMMOB, 2018).
2017 yilinda yapilan mercimek ithalatinin %70 Kanada’dan yapilmakla birlikte toplamda
371.426 ton mercimek ithal edilmistir (TUIK, 2017). Bununla birlikte Diinya mercimek
tiretimi siralamasinda iilkemiz 3. Sirada yer almaktadir (TMMOB, 2018).

Ulkemizde tescil edilmis 28 mercimek ¢esidi ile birlikte 7 adet de {iretim iznine
sahip mercimek ¢esidi bulunmaktadir (TTSM, 2018). Bu gesitlerin yani sira yabani tiirler
ve koOy cesitleri olarak adlandirabilecegimiz tescil edilmemis cesitlerle birlikte var olan
cesit sayisi artmaktadir. Bahsedilen biitin mercimek c¢esitlerinin verim ve kalite
potansiyelleri birbirinden farklilik gostermektedir. Dolayisiyla hem 1slah ¢alismalarinda
ebeveyn secerken hem iiretim de talep edilen, toprak/iklim kosullarma uygun cesit
kullanominda ve hem de ticarette hile/hatalar1 minimize etmek igin cesitlerin

kimliklendirilebilmesi son derece Onemlidir. Boylece safiyeti yiiksek tohumluk



tiretiminden trilinlerin islenmesi, pazarlamasi ve ticaretine kadar her asamada iiriin
kalitesinin kontrolii de s6z konusu olabilmektedir. Cesitleri tanimlamada ve genotipler
arasindaki genetik c¢esitliligin belirlenmesinde ilk 6nce morfolojik markirlar kullanilmais,
ancak bu markirlarin azlig1 ve kisitlar1 daha sonra biyokimyasal markirlar1 ve molekiiler
markirlart  dogurmustur  (Scarano vd., 2002). Molekiller markorler, bitki
populasyonundaki genetik cesitlilikleri veya o populasyon igindeki bitki genotipleri
arasindaki genetik yakinlik veya uzakligin tespitinde %100‘e yakin giivenilirlikle
kullanilabilmektedir. Bundan dolayr molekiiler DNA markoérleri bitki sistematiginde,
islahinda ve gen kaynaklarmin degerlendirilmesinde etkin olarak kullanilmaktadir
(Giilsen ve Mutlu, 2005). Giiniimiizde ise artik universal DNA barkodlari ile canlilarin

kimlilendirilmesinden s6z edilmekte ve bu kapsamda bir¢cok calisma yiiriitiilmektedir

(Boldsystems, 2020).

1.1 DNA Barkodlama: Tiirlerin Tammmlamasi i¢in Genetik Tabanh Bir Aractir

Molekiiler genetik ve genomik teknolojilerindeki geligsmeler, tiirlerin kolay ve
giivenilir bir sekilde tanimlanmasma yardimeci olacak bircok dizi verisi ortaya
koymaktadir. Ancak tiim tiirlerin evrensel tek veya birka¢ genom bolgesi karsilastirilarak
yapilabilmesi daha saglikli bir taksonomi ve kimliklendirme ortaya koyacagindan bu
yondeki ¢alismalar yogun olarak yiiriitiilmektedir. Bu amagla arastirmacilar genomda
spesifik bolgeleri hedefleyip bu bolgelere ait kisa DNA dizilerini, DNA barkodu olarak
kullanmak iizere test etmektedirler. DNA barkodlari, herhangi bir biyolojik tiirde,
tanimlamada kullanilabilecek gen ici ve genler arasi standart hedef bolgelerini temsil
eden o tliriin genomunun bir pargasidir. DNA barkodlama hem niikleer, hem kloroplast
hem de mitokondriyal genomlardan bilgilerin ¢ogaltilmasini, dizilenmesini ve
sorgulanmasini igerir. Barkodlama bilinmeyen bir 6rnekten elde edilen barkod bolgesine
ait dizi bilgisini referans veri tabaninda bulunan ve daha énceden tanimlanmis 6rneklerin
bilinen barkodlar ile karsilastirmaya ve tanimlamay1 kolaylastirma amacina dayanir.
Tiirlerin morfolojik karakterlerine gore tanimlamanin miimkiin olmadigr durumlarda
yiiksek oranda korunmus genlerin DNA dizileri bu sorunu ¢ozecek nitelikte
olabilmektedir. DNA barkodlama benzer fenotipe sahip tiirlerin ayirt edilmesinde ve

olgunlagsmamis ya da tanimlanamaz haldeki 6rnekleri tanimlamasina da yardimci olur.



DNA barkodlar1 hem spesifik hem de sistematik bilgileri tasir. DNA barkodlar tiirlerin
tanimlanmasinda nispeten hatasiz ve hizli bir yontemdir ve her tiir i¢in molekiiler

tanimlayici olarak islev gorebilir (Daravath vd., 2018).

1.2.1 DNA Barkodlarn

Giliniimiizde DNA dizileme ve bilgisayar teknolojilerindeki gelismeler, evrimsel
ve genetik iliskileri daha iyi anlayabilmemiz konusunda DNA dizilerini 6nemli bir bilgi
kaynag1 haline getirmistir (Hajibabaei vd., 2007). “DNA barkodlama” 2003 yilinda
tirlerin tanimlanmasi i¢in genomun standartlastirilmis bir bolgesinden kisa bir gen
dizisinin kullanilmasi olarak onerilmistir ve Lepidoptera takiminda, mitokondriyal gen
olan sitokrom c oksidaz alt iinite I (cox1) barkod olarak kullanilmistir. (Hebert vd., 2003a,
Hebert vd. 2003b). Bu calismadan kisa siire sonra kuslar (Hebert vd., 2004), baliklar
(Ward vd., 2005) ve sivrisinekler (Cywinska vd., 2006) gibi diger canlilarda cox1 geni
barkod olarak kullanilmistir ve tiirlerin tanimlanmasinda yiiksek basar1 elde edildigi iddia
edilmistir. Mitokondriyal gen cox1 igerisinde yer alan yaklasik 600 bg’lik kisa DNA dizisi
bircok hayvan i¢in pratik, standart ve tiir seviyesinde ayirict barkod olarak kabul
edilmistir. Ancak cox1 ‘in bitkilerde ve mantarlarda diisiik mutasyon oranindan dolay1
barkod olarak kullanilamamasi, barkod olarak kullanilabilecek yeni bolgelerin

arastirtlmasina sebep olmustur. (Bakker vd., 2000, Cho vd., 2004, Parkinson vd., 2005)

Bir takim aday gen bolgeleri, bitkiler i¢in olas1 barkod bdlgeleri olarak onerildi
(Kress vd., 2005, Chase vd., 2007, Kress vd., 2007, Sass vd., 2007) ancak 2009 yilina
kadar higbir bitki taksonomi toplulugu tarafindan evrensel olarak kabul edilmedi (Kress
ve Erickson, 2008). 2008 yilinda CBOL (The Consortium for the Barcode of Life)
tarafindan bitkiler i¢in uygun barkodun seg¢ilmesi i¢in biiyiikk bir c¢alisma
gerceklestirilmistir.  Plastid  boélgelerinin - ilk  incelemelerinde  barkod olarak
kullanilabilecek 7 bolge gbze ¢arpmustir. 4 kodlayici olan bu bolgelerin (matK, rbcL,
rpoB ve rpoCl), 3’ii kodlayici olmayan bolgelerdir (atpF—atpH, trnH—psbA, ve psbK-
psbl). Farkli arastirma gruplart bitki barkodu olarak bahsedilen 7 lokusun farkli
kombinasyonlarini 6nerdiler, ancak herhangi bir fikir birligi ortaya ¢ikmamistir. (CBOL,
2009)



CBOL (The Consortium for the Barcode of Life) tarafindan 7 barkod aday1 bolge
907 o6rnekte taranmistir. Topluluk icin ideal bir barkod bolgesinin tek bir primer ¢ifti ile
cogaltilabilmesi, ¢ift yonlii dizilenebilmesi ve tiirler arasinda maksimum seviyede ayrim
yapabilmesi gereklidir. Bu 6zellikler g6z 6niine alinarak yapilan analizlerde rpoB, rpoCl1,
atpF—atpH ve psbK—psbl bolgeleri arastirmacilar tarafindan basarisiz olarak kabul
edilmistir. Kalan 3 lokus (matK, rbcL ve trnH-psbA) tek tek incelendiginde
arastirmacilarin beklentilerini karsilamistir ancak istenilen 3 kriteri miikemmel olarak
karsilamamustir. Arastirmacilar trnH-psbA lokusundaki dizileme problemlerinden, rbcl
lokusunun geri kazaniminin yiiksek olmasi ve matK lokusunun ayrim giiciiniin yiiksek
olmasi sebebiyle rbcl ve matk lokuslarini standart bitki DNA barkodu olarak énermistir.
(CBOL, 2009) rbcL+matK kombinasyonunun tanimlama etkinligi  diger
kombinasyonlardan biraz daha yiiksek olsa da evrensel bir barkodun asil hedefi olan tiim
bitkiler ig¢in standart bir barkod olma yoniinde basarisizdir (Fazekas vd., 2009;
Hollingsworth vd., 2011).

Kress vd. (2005), yaptiklar1 calismada tiir ici ayrimda en basarili barkod
bolgesinin trnH-psbA oldugunu gostermistir. Kress ve Ericson (2007) yaptiklari
caligmada rbcL+trnH-psbA plastid barkod kombinasyonunun tiir seviyesindeki ayrim
giiciniin yaklasik %95 oldugunu bildirmis ve bu ikili kombinasyonu bitki barkod

caligmalari i¢in Onermistirler.

Niiklear genomda yer alan ITS bdlgeleri CBOL tarafindan plastid barkodlarini
destekleyici olarak kullanilmasini 6nermistir (CBOL, 2009). Diisiik taksonomik
seviyelerde plastid bolgelerine gore ITS bolgesinin daha fazla ayirt edici olmasi, bunun
bir bitki barkodu olarak onerilmesine yol agmistir. (Stoeckle, 2003; Kress ve ark., 2005;
Sass ve ark., 2007).

1.2.1.1 matK

Maturase K geni (matK), trnK genini iginde iki ekson arasina yerlesmis yaklasik
1500 bp uzunlugunda bir kloroplast genidir (Sekil 1.2). matK barkod bolgesi ise matK
geninin merkezinde yaklasik 800-900 bg¢ ‘lik kismidir. matK, yiiksek evrim oranina,

uygun uzunluga ve belirgin tiirler aras1 farkliliga sahiptir (Min ve Hickey, 2007; Selvaraj



vd., 2008). matK en hizli gelisen plastid kodlama bdlgelerinden biridir ve siirekli olarak

kapali tohumlu tiirleri arasinda yiiksek diizeyde ayrimcilik gostermistir.

CBOL Bitki Calisma Grubu tarafindan yapilan ¢alismada, tek bir matK primer
cifti kullanilarak test edilen kapali tohumlu orneklerinin %901 basarili bir sekilde
amplifiye edilmis ve dizilenmisken, agik tohumlularda %83 ve 6zellikle kriptogamlarda
ise %10 basar1 saglanabilmistir (CBOL, 2009). Fazekas vd. (2008) matK barkodunu
kullanarak 32 cinsten 92 tiiriin tanimlanmasina ¢alismis, ancak sadece %56 'lik bir basar1
oranina ulasmigtir. Bu bulgular matK barkod bélgesinin tek basina uygun bir evrensel

barkod olmadigini gostermektedir (Li vd., 2015).

matKF Vt-1110-matK-F Vt-1516-matK-R
s — «—

matK gene (~1.5 kb)

matKR
| €= |

trnK 5'-exon trnK gene trnK 3'-exon

Sekil 1.2 matK barkod bolgesi (Phoolcharoen vd., 2013)

1.2.2.2 rbcL

rbcL geni, kloroplast genomunda (cpDNA) en iyi karakterize edilmis gendir
(Sekil 1.3). Bitkiler arasinda iyi korunmustur. National Center for Biotechnology
Information (NCBI) veri tabaninda bulunan 50000'den fazla dizi ile filogenetik
arastirmalarda yaygin olarak kullanilmaktadir. 476 amino asitden olusan RuBisCo
enziminin biiyiik alt iinitesini kodlar, 1428 b¢ uzunlugundadir ve intron igermez. En
yiiksek dizi varyasyonu 300 bg ile 1200 bg arasindadir. Diger kloroplast barkod lokuslari
ile karsilagtirildiginda mutasyon frekansi diistiktiir. rbcL dizisi yavas evrimlesir ve bu
lokus ¢igekli bitkilerde plastid genleri arasinda en diisiik ¢esitlilige sahiptir (Kress vd.,
2005). Disiik ayrim giicii sebebiyle tiir seviyesindeki ayrim i¢in uygun degildir (Fazekas
et al., 2008; Lahaye vd., 2008; CBOL, 2009; Gao vd., 2010). Bu sinirlamalara ragmen
rbcL barkod lokusu olarak degerlendirildiginde ¢ogu kara bitkisinde amplifikasyonun,



sekanslama ve hizalamanin kolay olmasi, yiiksek sayida erisilebilir veriye sahip olmast,
aile ve cins seviyesindeki bitkiler icin iyi bir potansiyele sahiptir. Bu o6zelliklerine
dayanilarak rbcL hala iyi bir bitki barkodu aday1 olarak onerilmektedir (Blaxter, 2004;
CBOL, 2009; Hollingsworth et al., 2011).

Dong vd. (2014) yaptiklar1 ¢alismada 3’ uca daha yakin bolgedeki varyasyonun
(rbcLb) daha yiiksek oldugu gosterilmistir. Her iki bolgenin de ayrim giiclinii belirmeye
dontik bazi ¢alismalar yapilmis ancak bitki tiirliine gore degistigi gozlenmistir (Dong vd.
2014). rbcL tek basma barkod lokusunun istenen Ozelliklerini karsilamasa da gesitli
plastid ve niiclear lokuslarla kombine edildiginde dogru ayrim yapabilecegi kabul
edilmektedir. (Newmaster vd., 2006; Chase vd., 2007; Kress ve Erickson, 2007; CBOL,

2009; Group vd., 2009).
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Sekil 1.3 rbcL barkod bolgesi (Dong vd. 2014)
1.2.2.3 trnH-psbA

trnH-psbA su anda en yaygin kullanilan plastid barkodudur (Li, 2015). Kloroplast
genomunda, histidin tRNA geni ile photosytem Il genleri arasinda yer alan non-coding
intergenik ara dizisidir (Sekil 1.4). Her iki lokusta da yiiksek oranda korunmus kodlama
dizilerinin varligi, evrensel primerlerin tasarimini miimkiin kilar (Shaw vd., 2005). Shaw
vd. (2007) yaptig1 ¢alismada tek bir primer ¢ifti ile neredeyse tim kapali tohumlu
bitkilerde trnH-psbA lokusunu basariyla ¢ogaltilmistir. Kodlayici olmayan intergenik
bolgeler yliksek oranda dizi farklilig1 gosterir ve bu bolgelerin insersiyon/delesyon orant
yiiksektir (Kress ve Erickson, 2007). Bu 6zellikler sayesinde trnH-psbA lokusu tiirlerin
ayriminda 6nemli bir yere sahiptir (Kress ve Erickson, 2007; Shaw vd., 2007). Ancak



yiiksek kaliteli ¢ift yonlii diziler elde etme problemleri bu lokus i¢in en Onemli
problemdir. Baz: tiirlerde dizileme sorunlari, taksona 6zgii dahili dizileme primerleri
kullanmadan ¢oziilmemistir (Group vd., 2009). CBOL Bitki Calisma Grubu (2009)
tarafindan incelenen veri kiimesinde trnH—psbA 'nin ortalama DNA uzunlugu 418 bp
(IQR 296-500 bp) civarindadir. Bu uzunluk hedeflenen DNA barkod lokusu igin uygun
bir boyuttur. Ancak bazi monokot (Chase vd., 2007) ve kozalakli agaglarda (Group vd.
2009) yapilan ¢alismalarda trnH-psbA 'nin uzunlugu 1.000 bg'yi bulmustur.

trnH-psbA-R trnH-psbA-F
e -

psbA gene trnH gene

psbA- trnH intergenic spacer

Sekil 1.4 trnH-psbA barkod bolgesi (Phoolcharoen vd., 2013)

1.2.2.4 ITS (Internal Transcribed Spacers - Transkribe Edilen internal Ara
Bolgeler)

ITS bolgesi (Sekil 1.5) tiir seviyesinde giiclii bir filogenetik markirdir ve tiirler
arasinda yiiksek seviyede ¢esitlilik gosterir (Alvarez ve Wendel, 2003). Ozellikle plastid
barkodlarinda diisiik ¢Oziiniirlik gosteren parazitik bitkilerde barkod olarak
onerilmektedir. Cin Arastirma Grubu, dogrudan siralama miimkiin oldugunda, ITS
bolgesinin plastid barkodlardan daha yiiksek ayrim giicii nedeniyle ¢ekirdek barkodlara
dahil edilmesi gerektigini savunmustur (China Plant BOL Group, 2011).

ITS bolgesinin énemli yapan ¢ekirdek genomunda bir¢ok kopyaya sahip olmasi
ve bu nedenle eski herbaryum 6rneklerinden bile bu bolgenin PCR ile kolay bir sekilde
cogaltilabilmesi, hazir olan evrensel primerler ve bunlarin farkli kombinasyonlari ile
cogaltilabilmeleri (White vd., 1990), PCR ile ¢cogaltilan bolgeye ait iiriin boyutunun DNA
dizileme islemi i¢in oldukg¢a uygun uzunlukta olmasi (700b¢’den daha kisa) ve cogu
zaman tek yonlii DNA dizilemesinin yeterli olmasi, niikleotid dizi degisikliklerini i¢eren
(ITS1 ve ITS2) ve icermeyen (5.8S) bolgelerin birlikte bulundurmasi, plastid DNA

barkod bolgelerine gore tiirler arasi ayirt edebilme giiciiniin daha fazla olmasi (Kress vd.,
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2005) gosterilebilir (Hiirkan, 2017). Ancak amplifikasyon ve dizilemedeki sinirlamalar
bu bolgenin ideal barkod olmasina engeldir (Hollingsworth vd., 2011).

IGS IGS

BFT oA ST LA AR
—l777 77777 700-900 bp //////AHT—54

ITS1

Sekil 1.5 ITS barkod bolgesi (Shaw vd., 2002)

1.2.2 Gidalarin Tanimlanmasinda DNA Barkodlari

DNA barkodlar1 o6zellikle pismis, islenmis ya da tiitsiilenmis gidalarin
tanimlanmasi, dogrulanmasi1 ve gilivenliginin degerlendirilmesinde kullanilir. Bu
molekiiler uygulama belirli gida iriinlerinin kokenini tespit etmemizi saglar (Galimberti
vd., 2013). DNA barkodlar1 diger karakterizasyon yontemlerinin basarisiz oldugu
durumlarda tanimlama amaciyla kullanilabilir. DNA barkodlarinin tiirlere spesifik olmasi
sebebiyle tek ya da karisik gida iriinlerine uygulanabilir. Bu sayede, bu uygulama
gidalarin yanlig etiketlenmesi ve isteyerek ya da istemeyerek yapilan ticari hata ve hileleri

tespit etmek amaciyla da kullanilabilmektedir.

Newmaster vd. (2013), tiiketicileri saglik risklerinden korumak amaciyla bitkisel
gida irilinlerinin igeriklerini arastirmistir. Test edilen 44 oOrnekten 30'unun karigik
oldugunu ve bu iriinleri lireten 12 sirketten sadece 2 'sinin iriinlerinin saf oldugunu

ortaya koymustur.

Wong ve Hanner (2008) Kuzey Amerika'daki deniz {iriinlerinin %25'inin yanlis

etiketlendigini DNA barkodlama yontemiyle tespit etmislerdir.

Vassou vd. (2015), norolojik bozukluklarin tedavisinde kullanilan Sida cordifolia

'nin tanimlanmasi i¢in ticari orneklerinden 13 iirlinli toplamistir. Yapilan barkodlama
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caligmasindan sonra markette satilan Orneklerin Sida cordifolia 'ya ait olmadig

bulunmustur.

Bir arastirma grubu, ticari baharatlarin izlenebilirligi ve takip edilebilirligi
amacityla DNA barkodlarina dayali bir sistem kurmayi hedeflemistir. Arastirmacilar
Lamiaceae familyasina ait 6 ana baharat cinsini (Mentha, Ocimum, Origanum, Salvia,
Thymus ve Rosmarinus) endiistriyel tedarik zincirinin  farkli  evrelerinde
orneklendirmislerdir ve 4 barkod lokusunu (rpoB, matK, rbcL ve trnH-psbA) test
etmislerdir. Elde edilen ilk sonug¢ 6rneklere uygulanan endiistriyel islemlerin (kurutma,
ufalama) DNA izolasyonuna, PCR c¢ogaltimina ve dizilemenin basari oranina etki
etmedigi dolayisiyla DNA barkodlama yoluyla analiz yapilabilmesiydi. Temel barkod
olan matK ve rbcL lokusuna ait veriler 6rnekleri cins seviyesinde basarili bir sekilde
tanimlamistir ancak tiir seviyesinde bir basar1 gostermemistir. Ancak kodlayici olmayan
trnH-psbA lokusu analiz edilen 6rnekleri tiir seviyesinde tanimlamay1 basarmistir (De

Mattia vd., 2011).

Sunulan tez ¢aligmasinda, 35 mercimek ¢esidi, 3 DNA barkod lokusu (trnH-psbA,
matK ve rbcL) agisindan analiz edilmistir. Sofralarimizda 6nemli yere sahip olan ve igerdigi
bitkisel protein oraniyla 6nemli bir gida maddesi olan Mercimek (Lens culinaris Medik.)
siirekli yeni cesitler gelistirilen bitki tiirlerinden birisidir. Ulkemizin mercimegin gen
merkezi olmas1 ve onemli ekilis alanlarina sahip olmasi nedeniyle piyasada ¢ok sayida
farkli mercimek ¢esidi bulunmaktadir. Bu durum tohum safiyeti problemlerini ve cesit
kirliligini beraberinde getirmekte, iiretici ve tiiketicinin magduriyetini doguran haksiz
rekabet  vakalarni  ortaya  ¢ikmaktadir. Bu  tip  durumlarda  ¢esitlerin
tanimlanmasi/kimliklendirilmesi i¢in morfolojik/fiziksel 6zelliklere dayali markirlardan
daha etkin araclara gereksinim duyulmaktadir. Sunulan tez ¢aligmasinda, buradan yola
cikarak {iilkemizde tescilli ve iiretim izinli mercimek c¢esitlerinin gilincel molekiiler

yontemlerle tanimlanmasi ve kimliklendirilmesini hedeflemistir.
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BOLUM 3

MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

Tez calismasit kapsaminda Tohumluk Tescil ve Sertifikasyon Midirliga
tarafindan yayrmlanan Tescilli Cesitler ve Uretim izinli Cesitler (TTSM, 2018) listesinde
yer alan mercimek ¢esitlerinden 34 ve 1 adet Kanada menseli ¢esit eklenerek toplamda

35 adet ¢esit calismada materyal olarak kullanilmistir.

Calismada kullanilan ¢esitlerin listesi Cizelge 3.1 ‘de verilmistir.

Cizelge 3.1 Calismada kullanilan mercimek cesitleri

Cesit No. | Cesit Ad1 Temin edildigi Kurum

1 Ciftei Tarla Bitkileri Merkez Ars. Ens. Miid.

2 Ozbek Tarla Bitkileri Merkez Ars. Ens. Miid.

3 Kafkas Tarla Bitkileri Merkez Ars. Ens. Miid.

4 Firat 87 GAP Uluslararas1 Tarimsal Ars. Ve Egitim Merk. Miid.
5 Sakar Dicle Universitesi Ziraat Fakiiltesi

6 Seyran 96 GAP Uluslararast Tarimsal Ara. Ve Egitim Merk. Miid.
7 Evirgen Mersin Ticaret Borsasi Toh. Ars. San. ve Tic. A.S.

8 Tigris GAP Uluslararas1 Tarimsal Ars. Ve Egitim Merk. Miid.
9 Cagil GAP Uluslararas1 Tarimsal Ars. Ve Egitim Merk. Miid.
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10

Altintoprak

GAP Uluslararas1 Tarimsal Ars. Ve Egitim Merk. Miid.

11 Meyveci 2001 | Tarla Bitkileri Merkez Ars. Ens. Miid.

12 Sultan-1 Gegit Kugsag1 Tarimsal Ars. Ens. Miid.

13 Ankara Yesili | Tarla Bitkileri Merkez Ars. Ens. Miid.

14 Yusufhan Tarla Bitkileri Merkez Ars. Ens. Miid.

15 Ceren Tarla Bitkileri Merkez Ars. Ens. Miid.

16 Bozok Tarla Bitkileri Merkez Ars. Ens. Miid.

17 Glimrah Tarla Bitkileri Merkez Ars. Ens. Miid.

18 Karagiil Tarla Bitkileri Merkez Ars. Ens. Miid.

19 Yerli Kirmizi Tarla Bitkileri Merkez Ars. Ens. Miid.

20 Sazak Gecit Kusagi Tarimsal Ars. Ens. Miid.

21 Kay1 Gegit Kusag1 Tarimsal Ars. Ens. Miid.

22 Kishik Yesil Tarla Bitkileri Merkez Ars. Ens. Miid.

23 Ipek Tarim Isletmeleri Genel Miidiirliigii

24 Orhas 2019 Orhas I¢ ve D1s Tic. Ltd. Sti.

25 Sanlibey GAP Tarimsal Arastirma Enstitiisii Miid.

26 Atacan GAP Tarimsal Arastirma Enstitlisii Miid.

97 Ahsen (S)tlig.;unlar Turizm Tarim Enerji Uretim Tic. Pazarlama Ltd.

28 Yazlik Yesil Tarla Bitkileri Merkez Ars. Ens. Miid.

29 Emre 20 Gegit Kusagt Tarimsal Ars. Ens. Miid.

30 Mansur Ol‘gunlar Turizm Tarmm Enerji Uretim Tic. Pazarlama Ltd.
Sti.

31 gilzaaé\;[)e reimek Reis Tarimsal Uriinler Sanayi ve Ticaret A.S.

32 Sahan gtlfunlar Turizm Tarmm Enerji Uretim Tic. Pazarlama Ltd.

33 Eva 2017 Orhas I¢ ve D1s Tic. Ltd. Sti.

34 Tragen 301 Tragen Genetik Paz. Ltd. Sti.

35 Yiirekli Teknobiltar Tarim San. Tic. A.S.
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3.2 Yontem

3.2.1 Bitki Materyalinin Cimlendirilmesi

Temin edilen 35 mercimek ¢esidinin tohumlari bardaklarda ¢imlendirilmistir. Her
bardaga 8-10 adet tohum diisecek sekilde elle ekilen tohumlar, oda sicakliginda
bliylimeye birakilmistir. 3 haftalik biiyiime siirecinin ardindan yeterli biiytikliige ulasan
bitkilerden yaklasik 100-150 mg taze yaprak ornekleri tiiplere alinmistir. Tiipler DNA

izolasyonuna kadar -20 °C ‘de saklanmustir.
3.2.2 gDNA lzolasyonu

Tiiplere alinan yaprak dokulara bir adet 3 mm metal bilye eklenmis ve tiipler
s1v1 azot ile muamele edilmistir. Dokular bilye ve doku pargalayict (RETSCH MM400)
yardimiyla toz haline getirilmistir. Toz haline getirilen dokulardan gDNA izolasyonu i¢in
Doyle ve Doyle ‘un (1990) 6nerdigi modifiye edilmis 2X CTAB metodu kullanilmisgtir.
Metod adimlar takip edilerek uygulanmistir;

1) Yaprak dokusu bulunan tiiplere 10mg PVP eklenmistir.

2) Orneklerin iizerine 1sitilmis (65°C) ve tiiplere eklenmeden 6nce %0,2 B-
mercaptoethanol ilave edilen, %2 CTAB soliisyonundan [(2.0% (w/v) CTAB): 20 mM
sodyum EDTA (pH: 8.0), 100 mM Tris-HCI (pH: 8.0), 1.4 M NaCl ve 2.0% (w/v) CTAB
(cetyltrimethylammonium bromide)] 750uL eklenmistir.

3) 65°C’de 25 dakika inkiibe edilmistir.

4) Oda sicakligina sogutulan orneklere 750uL fenol:kloroform:izoamilalkol
(25:24:1) ilave edilerek 15-20 defa ters-diiz edilmistir.

5) Ornekler 13000 RPM ’de oda sicakliginda 15 dakika santrifiij edilmistir.
6) Olusan tist faz 1,5mL’lik tiiplere alinmis ve 750uL kloroform ilave edilmistir.
7) Ornekler 13000 RPM *de oda sicakliginda 15 dakika santrifiij edilmistir.

8) Olusan tist faz tekrardan 1,5 mL’lik tiiplere alinarak, alinan hacmin 0,5 kat1 5SM

NaCl ve 2 kat1 -20 °C’de sogutulmus %99 etanol ilave edilerek ters-diiz edilmistir.
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9) DNA pelletleri 13,000 RPM ’de 10 dakika santrifiij edilerek ¢oktiiriildiikten

sonra %75 lik etanol ile yikama asamasi gergeklestirilmistir.

10) 10 dakika santrifiij edildikten sonra etanol uzaklastirilarak pelletlerin oda

sicakliginda kurumasi saglanmstir.

11) Kurutulmus pelletler 100 pL TE (10 mM Tris-HCI ve 1 mM EDTA, pH: 8.0)

tamponu i¢inde ¢oziindiiriilmiistiir.

12) Ornekler, iizerlerine 2-3 uL RNAse eklenip 37 °C de 15 dakika inkiibe edilmis

ardindan 65 °C de 10 dakika bekletilerek enzim inaktivasyonu saglanmistir.

Omnekler, konsantrasyon ve kalite tayininin ardindan kisa siireli kullanimlar i¢in

+4 °C de uzun siireli kullanimlar i¢in ise -20 °C de muhafaza edilmistir.

3.2.3 DNA Konsantrasyon ve Kalite Tayini

DNA konsantrasyonlar1 spektrofotometre (OPTIZEN NanoQ) ile dlciilmiis ve
sonuglar ng/pL cinsinden tespit edilmistir. Her 6rnegin OD260/0D280 oranina bakilarak
protein kontaminasyonu degerlendirilmis ve uygun saflikta olduklar1 gozlenmistir.
DNA’larin kalitesini belirlemek amaciyla her 6rnek yaklasik 1000ng olacak sekilde 3 pL
6X yiikleme boyasi ile karistirilmistir. Ornekler %0,8 konsantrasyonlu ve %3 Etidyum
Bromiir (EtBr) igeren agaroz jelde, 90 Volt’ta 30 dakika yiiriitilmistiir. Elektroforez
sonunda agaroz jeldeki gDNA’lar UV 1sik altinda goriintiilenmis ve sonuglar

kaydedilmistir.

3.2.4 Barkod Lokuslarmin Cogaltilmasi

Literatiir caligmalar1 dogrultusunda kloroplast genomunda yer alan rbcL, matK ve
trnH-psbA genleri bu ¢alismada barkod bdolgeleri olarak kullanilmistir. Bu genlere 6zgii
barkod bdélgelerinin ¢ogaltiminda kullanilan evrensel primerler Cizelge 3.2 ‘de
verilmistir. Barkod boélgelerinin ¢ogaltimi i¢in gergeklestirilen PCR bilesimi Cizelge 3.3

‘e gore hazirlanmistir. Uygulanan PCR adimlart ise Cizelge 3.4 ‘de verilmistir.
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Cizelge 3.2 Caligmada kullanilan barkod bolgeleri, primerler, diziler ve referanslari

Lokus Primer Adi Dizi5'-3' Kaynak
psbA3_f GTT ATG CAT GAA CGT AAT GCT C | Sang vd. (1997)
trnH-psbA CGC GCATGG TGG ATT CAC AAT |Tateve
trnHf_05r .
CcC Simpson (2003)
H-0SbA *trnH-psbA.F  |ACT GCC TTG ATC CACTTG GC Hamilton,
rnH-ps
*trnH-psbA.R  |CGA AGC TCC ATC TAC AAATGG  |(1999)
® matK2.1F CCTATCCATCTG GAAATCTTA G |Kress ve
ma
matK_5R GTT CTA GCA CAA GAA AGT CG Erickson (2007)
CCCRTY CATCTGGAAATCTTG Fazekas vd.
*matK472F
GTTC (2008)
GCT RTR ATA ATG AGA AAG ATT
matK *matK1248R Yuvd., (2011)
TCT GC
*matK- Ki-Joong Kim,
AAT ATC CAA ATACCA AAT CC )
1FKIM.R unpublish
ATG TCA CCA CAA ACA GAG ACT
rbcLa-F
AAA GC
rbcL
CTT CTG CTA CAAATA AGA ATC
rbcLa r
GAT CTC Kress ve
ATG TCA CCA CAA ACA GAG ACT | Erickson (2007)
*rbcL-a.F
AAA GC
rbcL
CTT CTG CTA CAA ATA AGA ATC
*rbcL-a.R

GAT CTC

*HPLC yontemi ile saflastirilmig primerler

Cizelge 3.3 PCR isleminde kullanilan reaksiyon bilesenleri

Bilesen Konsantrasyon Final Konsantrasyon
Master Mix 2X 1X
F Primer 10 uM 0,5 uM
R Primer 10 uM 0,5 uM
gDNA 30 ng/uL 60 ng
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H20 - -

Toplam Hacim: 20 pL

Cizelge 3.4 Barkod lokuslarinin ¢ogaltimi i¢in uygulanan PCR adimlari

Sicakhik Siire Dongii sayis1
94°C 5dk 1
94°C 45 sn

50-55°C 45 sn 35
72°C 1 dk
72°C 10dk 1

Gergeklestirilen PCR sonrasinda elde edilen iirlinler agaroz jel elektroforezi ile
ayrilarak goriintillenmistir. %1,5’luk Agaroz jel 0,5X TBE (Tris-Borat-EDTA) ile
hazirlanmig tizerine 3 pL (EtBr) eklenmistir. PCR dirlinlerinin iizerine 6X yiikleme
boyasindan 3 pL eklenmis ve karistirilarak 15 puL hacimde agaroz jele yiiklenmistir.
Bantlarin biiyiikliiklerini belirlemek amaciyla 100bp Ladder kullanilmistir. Jele ytliklenen
ornekler 100 Volt’ta 60 dakika stire ile yiirtitiilmiistiir.

3.2.4 Barkod Lokuslarina ait DNA Fragmentlerinin Saflastiriimasi

Agaroz jelde ayrilan trnH-psbA, matK ve rbcL barkod lokuslarina ait DNA
fragmentleri UV 151k altinda goriintiilenmistir. Beklenen biiytikliikteki bantlar (trnH-psbA
350bg, matK 1000 bg ve rbcL 650 bg) jelden kesilerek temiz tiiplere aktarilmis ve
GeneJET Gel Extraction kit (Thermo Scientific) kullanilarak temizlenmistir. Saflagtirma

adimlar1 asagidaki sekilde uygulanmistir.

1) Agaroz jelde beklenen bantlart igeren kisim bistiiri yardimiyla ince olacak
sekilde kesilip steril eppendorf tiiplere aktarilmistir. Her bireye ait bantlar
kesilirken bistiiri %70 etanol ile temizlenmistir.

2) Kesilen jellerin agirligi hassas terazi yardimiyla belirlenmis, dlciilen agirlik

kadar hacim “Binding Buffer” eklenmistir.
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3) Ornekler 60 °C’de 10 dakika inkiibe edilmistir.

4) Elde edilen karigim saflagtirmak {izere kolonlara aktarilmistir.

5) Kolonlar 13000 RPM ’de 1 dakika santrifiij edilmistir.

6) Tiiplerde toplanan sivi kisim uzaklastirilarak, kolonlara 100 puL “Binding
Buffer” eklenmistir.

7) Kolonlar 13000 RPM ’de 1 dakika santrifiij edilmistir.

8) Tiiplerde toplanan kisim uzaklastirilarak, kolonlara 700 pL “Wash Buffer”
eklenmistir.

9) Kolonlar 13000 RPM ’de 1 dakika santrifiij edilmistir.

10) Tiiplerde toplanan kisim uzaklastirilarak, Wash Buffer ‘i tamamiyle
uzaklastirilmas1 amaciyla kolonlar 13000 RPM °de 1 dakika santrifiij
edilmistir.

11) Kolonlar yeni 1,5mL °‘lik tiiplere aktarilarak tizerine 50 uL “Elution Buffer”
eklenmistir.

12) Kolonlar 13000 RPM ’de 1 dakika santrifiij edilmistir.

13) Kolonlar uzaklastirilarak saflastirlan PCR driinleri daha dizileme

analizlerinde kullanilmak {izere 4 °C ‘de saklanmuistir.

Saflagtirllan PCR iirlinlerinin DNA konsantrasyonlar1 spektrofotometre
(OPTIZEN NanoQ) yardimiyla belirlenmistir. Saflastirilan PCR iirtinlerinin safliklar
kapiler elektroforezde analiz edilmistir. Sekans analizleri Trakya Universitesi Teknoloji
Arastirma ve Gelistirme Uygulama ve Arastirma Merkezi (TUTAGEM) tarafindan
gergeklestirilmistir.

3.2.4.1 Saflastirllan DNA Fragmentlerinin Kapiler Elektroforezde Analizi

PCR ile ¢ogaltilan ve jelden kesilerek dizilenmek {lizere saflastirlan barkod
lokuslarma ait DNA fragmenteleri, safliklarin1 kontrol etmek {izere, kapiler elektroforez
(AATI Fragment Analyzer) cihazina yiiklenmistir. Saflagtirllan PCR iriinleri, 1/5
oraninda dilution buffer ile sulandirilarak 96’1 plate’lere yerlestirilmistir. Her bir

kuyucukta yer alan PCR iiriiniine ait DNA fragmentleri 80 dakika boyunca 9,0 kV elektrik
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akimi uygulanarak elektroforez islemi ile birbirlerinden ayrilmistir. Elektroforez

isleminin sonuglar1 cihaza 6zgii ProSize programi ile analiz edilmistir.

3.2.5 matK Lokusunun Klonlanmasi

matK lokusunun dizilenmesi c¢alismalarinda sorunlar yasanmis ve ¢éziim i¢in
TUTAGEM ‘nin daha tecriibeleri kapsaminda dizileme basarisin1 arttirmak tizere
dizilenecek DNA fragmentinin klonlanmasina karar verilmistir. Tez ¢alismasi
kapsaminda dizilenen 3 lokus igerisinde en uzun olan matK lokusu (~1000 bg)

klonlanmuistir.
3.2.5.1 Ligasyon

Ligasyon islemi i¢in pJET1.2/Blunt (Thermo Fisher) vektorii kullanilmistir.
matk472F / matK-1FKIM.R primer ¢ifti ile ¢ogaltilan matK lokusuna ait PCR {iriinleri
agaroz jelden kesilip, temizlenmistir. Saflastirilan DNA fragmentlerinin uglarinin kiit
hale gelmesi i¢in DNA blunting enzimi ile muamele edilmistir. Blunting reaksiyonu 18
pL hacimde hazirlanmis, reaksiyon karisimina 1X reaksiyon buffer, 100 ng matk DNA
fragmenti, steril saf su ve 1 U DNA blunting enzim ilave edilmis ve reaksiyon karigimi
oda sicakliginda (22-25° C) 5 dakika inkiibe edilmistir. Daha sonra karigima 1 pL
pJET1.2/Blunt vektor (50 ng/puL) ve 1 pL T4 DNA ligaz enzimi eklenmis ve iyice
karistirllmistir. Hazirlanan reaksiyon karistimi oda sicakliginda 5 dakika inkiibe

edilmistir.
3.2.5.2 Transformasyon

Transformasyon igin, bir giin dnceden steril kosullar altinda 5 mL LB sivi
besiyerine stok Escherichia coli DH5a susu kiiltiiriinden 100 pL eklenmis ve 37°C, 150
RPM ’de gece boyu inkiibasyona birakilmistir. Ertesi sabah, steril kosullarda 50 mL taze
LB s1v1 besiyerine gece boyu ¢cogalan bakteri kiiltiirlerinden 1 mL ekim yapilmis ve 37°C
180 RPM ’de 4-5 saat inkiibasyona birakilmislardir. Siire sonunda ¢ogalan bakteriler
CaCl> Heat Shock metodu (Chang vd., 2017) ile kompetan hale getirilmis ve

transformasyonda kullanilmistir. Transformasyonda asagidaki adimlar takip edilmistir:
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1) Cogaltilan bakteriler 2 mL ‘lik tliplere aktarilmistir.

2) 4°C, 5000 RPM ‘de 8 dakika santrifiij edilmistir.

3) Ust s1v1 atilmis, hiicrelerin iizerine 800 pL soguk 50 mM CaCl; eklenmistir.

4) Hiicreler resiispanse edilerek 20 dakika buzda inkiibe edilmistir.

5) Siire sonunda hiicreler 4°C, 5000 RPM ‘de 8 dakika santrifiij edilmistir.

6) Ust siv1 atilmis, ¢oken hiicrelerin iizerine 120 pL soguk 100 mM CaCl;
eklenmistir.

7) Hiicreler resiispanse edilip kompetan hale getirilmistir.

8) Kompetan hiicrelerin iizerine ligasyon {drilinlerinden 5 pL eklenip
karigtirilmistir.

9) Pozitif kontrol amaciyla kompetan hiicre bulunan tiiplerden birine CloneJET
PCR Cloning Kit (Thermo Fisher) igerisinde yer alan “Control PCR”
fragmenti ile hazirlamis ligasyon iiriiniinden 5 pL. eklenip karistirilmistir.

10) Negatif kontrol amaciyla ise kompetan hiicre bulunan tiiplerden birine hi¢bir
ligasyon iiriinii eklenmemistir.

11) Hiicreler iyice karistirilmis ve 30 dakika buzda inkiibe edilmistir.

12) Siire sonunda hiicreler 42°C ‘de 1 dakika 1s1 sokuna maruz birakilmistir ve
ardindan hiicreler buza alinmstir.

13) Hiicrelerin tizerine 1 mL 2X LB besiyeri eklenmis ve 37°C, 125 RPM ‘de 1
saat inkiibe edilmistir.

14) Hiicreler 5000 RPM “de 5 dakika santrifiij edilmistir.

15) Tiiplerde yaklasik 50 puL besiyeri kalacak sekilde tist siv1 atilmstir.

16) Hiicreler kalan 50 pL besiyerinde restispanse edilmistir.

17) Bakteriler 50 mg/mL ampisilin igeren kat1 LB besiyerlerine ekilmis ve 37°C

‘de gece boyu inkiibasyona birakilmistir.

3.2.5.3 Transformantlarin Kontrolii (Koloni PCR)

Gece boyunca kati LB besiyerinde ¢ogalan kolonilerden 3’er adet segilerek

matk472F / matK-1FKIM.R primer ¢ifti ile koloni PCR yapilmustir. Cizelge 3.3 ‘e gore

hazirlanan PCR karisimina kalip DNA yerine olasi transformant kolonilerden steril

kiirdan ile alinan bakteriler eklenmistir. Koloni PCR Cizelge 3.4 ‘de yer alan kosullarda

gerceklestirilmistir. Siire sonunda koloni PCR driinleri %1,5 ‘luk agaroz jelde
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elektroforez yapilarak goriintiilenmistir. matK lokusununa ait oldugu diisiiniillen DNA
fragmentleri jelden kesilip GeneJET Gel Extraction kit kullanilarak temizlenmistir.
Saflastirilan PCR iiriinlerinin konsantrasyonlar1 spektrofotometre (OPTIZEN NanoQ)

yardimiyla belirlenmis ve dizi analizinde kullanilmistir.
3.2.6 Filogenetik Analizler

Ulkemizde iiretim iznine sahip 35 cesit mercimegin “DNA barkodlama”
metoduyla plastid barkod genleri matK, rbcL ve trnH-psbA kullanilarak tanimlanmasinin
amaglandig1 bu caligmada her birey ve lokus icin elde edilen dizi bilgileri “Mega X”
programinda (Kumar vd., 2018) “Clustal W alighment” yontemiyle hizalanmistir. Cesitler
arasindaki filogenetik iliskinin belirlenmesi amaciyla Aritmetik Ortalama ile
Agurliklandirilmamis Cift Grup Yontemi (UPGMA) metoduna gore filogenetik agag
olusturulmustur. Dizilere ait polimorfizm analizleri DnaSP6 (Rozas vd., 2017) ile

gerceklestirilmistir.
3.2.7 Dizi Verilerinin BOLD Veri Tabanina Yiiklenmesi

Mercimek ¢esitlerinden DNA barkodlama metoduyla elde edilen diziler Barcode
Of Life Data System (BOLD) veri tabanina yiiklenmistir. BOLD veri tabaninda yeni bir
proje olusturulmus ve trnH-psba, matK ve rbcL lokuslarina ait diziler sisteme

yuklenmistir.
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BOLUM 4

BULGULAR

4.1 gDNA Izolasyonu ile Ilgili Bulgular

35 adet mercimek c¢esidinde barkod calismalarda kullanilmak iizere yaprak
dokularindan gDNA izolasyonu yapilmistir. Genel olarak 650-1200 ng/ul
konsantrasyonda ve kaliteli gDNA elde edilmistir (Sekil 4.1).

123 456 78 910111213 1415 16 171819 20 212223 24 25 2627282930 31 3233 34 3

C L L R R L Bl I T T L .

Sekil 4.1 Yaprak 6rneklerinden izole edilen gDNA ‘larin agaroz jel elektroforezi goriintiisii

4.2 DNA Barkodlama ile flgili Bulgular

4.2.1 trnH-psbA Lokusuna Ait Bulgular

trnH-psbA barkod lokusu igin Oncelikle “psbA3_f/trnHf _05r” primer ¢ifti
(Cizelge 3.1) kullanilmistir. Yapilan PCR sonucunda tiim ¢esitlerde 450 bg biiyiikliigiinde
trnH-psbA barkod bolgesi oldukga basarili bir sekilde tiretilmistir (Sekil 4.2). trnH-psbA
barkod bolgesine ait bantlar jelden kesilerek GeneJET Gel Extraction kit kullanilarak
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temizlenmis ve ortalama 20 ng/uL konsantrasyondaki saflastirilmis PCR tirlinleri dizi
analizi icin TUTAGEM’e gonderilmistir. Ik 6rneklere ait dizi analizi sonuglar1 beklentiyi

karsilamamis ve dizileme reaksiyonu basarisiz olmustur (Sekil 4.3).

2000 — Primerler: trnHf 05 / psbA3_f
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Sekil 4.2 psbA3_f / trnHf 05r primer cifti ile elde edilen PCR {irtinii

psbA3_f / trnHf_05r (Sang ve dig. 1997, Tate ve Simpson 2003) - F y6n 274 bg'lik okuma

[ 11 tinH-psbA_F _2010-11-28-00-21-47.ab1 (274 bases) - O X

Fle Edit View Engymes Festures Primers Actions Tools Window Help
B3| (=] 274 bases
aAccTTeRTeATATTcMccc TTACTTTTTTT ARTATTCTTTTT CAGTCHACATATACABAAATTCTTAAATTATT

A
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< >
Standard Autoscaled  Raw Chromatogram Data [ show quality values I Ox
psbA3_f/ trnHf_05r (Sang ve dig. 1997, Tate ve Simpson 2003) - R y6n 276 be'lik okuma
E:,‘ 11 trnH-psbA_R_2019-11-28-09-21-47.ab1 (276 bases) - a X
File Edit View Enzymes Features Primers Actions Tools Window Help
[#=] 276 bases
GAAAGTAAAGGARTAATATAAACCT TG TGATATTACKCCCT TACTTTTTTT AGTATTCTTTTT cacTcffacaTAaTAC

A
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Sekil 4.3 “psbA3 f/trnHf 05r” primer ¢ifti ile elde edilen PCR f{iriiniiniin dizi analizi sonucu
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Bunun muhtemel nedenlerinden biri olarak; standart primer saflastirma
yonteminin yetersiz olmasi ve dolayisiyla primer kalitesinin diisilk olmasi olarak
degerlendirilmistir. Bununla birlikte literatiir incelenerek muhtemel sorun ve ¢oziim
Onerileri incelenmistir. Yapilan incelemede Onerilen her {i¢ barkod bdlgesi icin de
evrensel primerlerin her tiir i¢in yeterli olmadig1 ve bazi taksonomik gruplar i¢in farkli
evrensel primerler 6nerildigi goriilmiistiir (Group ve dig., 2009). Bu baglamda Hamilton
(1999) tarafindan onerilen trnH-psbA_F / trnH-psbA_R primer ¢iftinin (Cizelge 3.2) tez
calismamiz i¢in daha uygun olacagi 6ngoriilmiistiir. Ayrica bu primerler temin edilirken
HPLC saflastirma yontemi tercih edilmis ve boylece daha yiiksek kalitede primerlerle

calismalar tekrarlanmustir.

trnH-psbA_F / trnH-psbA_R primer ¢ifti ile yapilan PCR’larda 350 bg
uzunlugunda DNA fragmentleri elde edilmistir (Sekil 4.4). Jelden kesilip saflastirilan
PCR iirtinleri dizi analizine gonderilmeden once fragment biyiikliigii ve kalitesinden
emin olmak amaciyla kapilar elektroforezde kontrol edilmistir (Sekil 4.5). Kapilar
elektroforezde kontrol edilen iiriinler TUTAGEM’e dizi analizine génderilmistir. Bazi
orneklerde sikint1 yaganmakla birlikte (bu 6rnekler tekrar edilmis) 35 mercimek ¢esidi

icin de DNA dizi bilgisi elde edilmistir (Sekil 4.6).

2000 — P Primer: trnH-psbA.F / trnH-psba.R
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Sekil 4.4 trnH-psbA_F / trnH-psbA R primer ¢ifti elde edilen 350 bg¢’lik PCR iiriinii

25



11000 -
10000 -
G000 -

350

2000 -

7000 - 1 bg
standart 1500 be
= 6000- - standart

RF

1500

5000 -
4000 -
3000 -
2000 -

1000~ 1 no'la érnek '1\

1
=]
=]
=

100~
00—

300~
E-D[I—&

1800-f e

2
800-
700-
Bo0-
200-

1000-

Size (bp)

Sekil 4.5 trnH-psbA lokusuna ait saflastirilan PCR &rneklerinin kapilar elektroforez
sonucu

trnH-psbA F / trnH-psbA R (Hamilton, 1999) *HPLC - F y6n 320 be'lik okuma

- o X

i 5 tmH-psbA_F_2019-11-28-00-21-47.ab1 (320 bases)
File Edit View Enzymes Features Primers Actions Tools Window Help
320 bases
ATATTCTTTABGATTAACATT T TTT GATTTCAAAAAAA TCAATTTCTAAATTTTT GTTTCATTATTCTTTTTTTTTT
0 I\ NA AR Al AfAAA ) ﬁ’ P"'
r.ﬂ“N\ [YAY. '/‘\,'"‘.“\;"‘ AN N‘ “‘Hf‘ﬂm‘ AVATA #‘u’\ /\ u"' 1\ ‘ u\/\m\w m” I\ 'r\ N\ ' ' \H
SARARNARY \«J“'\A'W\ AN W UV V LLp v v
150 160
<
Standard  Autoscaled  Raw  Chromatogram Data Show quality values L0x
dard m}
trnH-psbA.F / trnH-psbA.R (Hamilton, 1888) *HPLC - R ydn 320 be'lik okuma
[, 5 traH-psbA_R_2019-11-28-09-21-47.ab1 (315 bases) - m] X
File Edit View Enzymes Features Primers Actions Jools Window Help
315 bases
ACTAAAAATTTARAAATTGATT TTTTT GAAATCAA AAARG TTAATCCTAAARAATAT GG AAGTTOT TAAATAAT

\‘m f\
d\l
is

gy g Mg gy

<
Standard  Autoscaled  Raw Chromatogram Data [ show quality values I L.0x

Sekil 4.6 trnH-psbA_F / trnH-psbA R primer cifti ile elde edilen PCR iirliniiniin F ve R
yonlii dizi analizi sonucu

4.2.2 matK Lokusuna Ait Bulgular

matK barkod lokusu i¢in 6ncelikle matK2.1F/ matK.5R primer ¢ifti (Cizelge 3.2)
kullanilmistir. Yapilan PCR sonucu 950 bg biiyiikliigiinde matK barkod bolgesi oldukca
basarili bigimde tretilmistir (Sekil 4.7). matK barkod bolgesine ait bantlar da ayni sekilde
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jelden kesilerek GeneJET Gel Extraction kit kullanilarak temizlenmis ve ortalama 20-30
ng/uL konsantrasyondaki saflastirilmis PCR fiiriinleri dizi analizi icin TUTAGEM’e

gonderilmistir. Tk drneklere ait dizi analizi sonuglar1 basarisiz olmustur (Sekil 4.8).

Basarisiz dizi analizi sonucu matK icin de literatiir incelemelerine gidilmis ve
bir¢ok ¢alismada matK i¢in dizileme kalitesinin diisiik olarak rapor edildigi goriilmiistiir
(Group ve ark. 2009; Li ve ark. 2011; Yu ve ark. 2011). Literatiirdeki Oneriler ve
degerlendirmelerden yola ¢ikilarak birden fazla primer cifti ile ¢aligmalara devam
edilmesine karar verilmistir. Tasarlanan evrensel primerlerin matK geninde varyasyonun
en yogun gozlendigi 400 b¢ ve 1200 bg¢ lik boliim arasinda olacak sekilde oldugu
gozlenmistir. Bu c¢aligmalara dayanilarak tespit edilen evrensel matK barkod
primerlerinin ayrica Lens culinaris kloroplast genomu ile uyumluluklari ClustalW analizi
ile degerlendirilmis ve aralarindan 3 primer c¢ifti secilerek (Cizelge 3.2) calismaya dahil

edilmistir. Segilen primerler i¢cin HPLC saflagtirma tercih edilmistir.

2000 — B Primer: matK2.1F / MatK_5r

Ladder
NK

1 2 3 4 5 6 7 8

[ ——
- e ——
O et
- -
Ll

100

Sekil 4.7 matK2.1F / matK_Sr primer c¢ifti ile elde edilen 950 b¢’lik PCR iiriinti
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matk2.1F / matk_5R (Kress ve Ericson, 2007) - F yon 187 bc'lik okuma

4 05 matk_F2019-08-11-06-43-46.2b1 (187 bases) - o x
File Edit View Enzymes Festures Primers Actions Tools Window Help

B3] [+=] 187 bases
b cRlcccccaMae anana TTeTTTceTeTrcan a aaT TTeffTTacM TWrTAacceccas TTe TTGe[EccMeas aacf§ece

Standard  Autoscdled  Raw | Chromatogram Data [ show quality values I

matk2_1F / matk_5R (Kress ve Ericson, 2007) - R yén 147 bg'lik okuma

I,—; 035 matk_R2019-09-11-06-43-46.ab1 (147 bases) - [m] X

File Edit View Enzymes Features Primers Actions Tools Window Help

TCT TT GTACA TATTTGTAAABGKAM AACCCTG TTGTG 6TTCAAG CAACAC AGCA GG[R 666 GAACCTCCT CTTTTT ce

Standard  Autoscsled  Raw | Chromatogram Data [ Show quality values I

Sekil 4.8 matK2.1F/ matK.5R primer ¢ifti ile elde edilen PCR iiriiniin F ve R yonlii dizi
analizi sonucu

Ikinci olarak matk472F / matK1248R primer cifti (Cizelge 3.2) ile ¢alismaya
devam edilmis ve oldukga basarili bigimde 950 bg ’lik bir DNA fragmenti elde
edilmistir (Sekil 4.9). Jelden kesilip saflastirilan fragmentlerin dizi analizi sonuglari ise
ayni1 bagarty1 gostermemistir (Sekil 4.10). Hem ileri hem de geri primerlerle tek yon dizi
analizlerinde ancak 200-400 b¢ uzunlukta okumalar gergeklestirilebilmistir. Dolayisiyla

bu primer ¢ifti de basarisiz kabul edilmistir.

bp Primer: matK472F / matK1248R
2000 —

1288 =

1400 —
1200 —

1000
900
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700 —
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500 —

400 —
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LRI
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,;
:

200 —

100 —

Sekil 4.9 matk472F / matK1248R primer ¢ifti ile elde edilen 950 bg’lik PCR iirtinii
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matK472F / matkK1248R (Fazekas ve dig. 2008, Yu ve dig. 2011) *HPLC - F yon 278 b¢'lik okuma
T4 02 matK_F2020-05-14.3b1 (278 bases) - 5 %

File Edit View Enzymes Features Primers Actions Jools Windew Help

[==] 278 bases

CAAAAAT TAAT CCAA GATTCTTCTT GTTCCTCTATAATTTTTATGTAT GT GAATATGAATCTATCT TCGTT TTTCTAC 6

Standard  Autoscaled  Raw  |Chromatogram Data L1 show quality values ]

matk472F / matkK1248R (Fazekas ve dig. 2008, Yu ve dig. 2011) *HPLC - R yon 441 bc'lik okuma

L 02 matk_R2020-05-14.3b1 (441 bases) - o X
File Edit View Enzymes Acti Tools Window Help

Press the Alt key to see all fou (B3] [+=] 441 bases
TGATAACAATTTCGATTAAAAATGTAT TTTGCAACATTT GACTCCBTACCACT G AACGATTTAATCGCACATTT GAAA

Standard  Autoscaled  Raw  |Chromatogram Data [ show quality values ]

Sekil 4.10 matk472F / matK1248R primer cifti ile elde edilen PCR fiiriiniin F ve R yonlii dizi analizi
sonucu

Ucgiincii olarak bir baska primer ¢ifti olan matk472F / matK-1FKIM.R denenmistir
(Cizelge 3.2). Bu primer cifti ile de oldukca basarili bi¢imde yaklasik 1000 bg boyutta
matK barkod bolgesi ¢ogaltilmistir (Sekil 4.11). Jelden kesilip saflastirilan PCR {iriinleri
dizi analizine gonderilmeden Once fragment biiylikligii ve safligindan emin olmak
amaciyla kapilar elektroforezde kontrol edilmistir. Kontrol edilen drneklerin yaklasik
1030 bg biiytikliigiinde tek tip DNA fragmentinden olustugu gozlenmis (Sekil 4.12) ve
dizi analizleri TUTAGEM de gerceklestirilmis ve bazi rneklerde her iki ydnden de
yaklagik 600 bazlik niikleotid okumalar1 gergeklestirilmistir (Sekil 4.13). Ancak benzer
bicimde basarili okuma az sayida ornekte elde edilmis diger basarisiz ornekler icin

matk472F/ matK-1FKIM.R primer ¢ifti ile elde edilen matK fragmentleri klonlanmustir.
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Primer: matK472 | matK-1FKIM-r
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Sekil 4.11 matk472F / matK-1FKIM.R primer ¢ifti ile elde edilen 1000 bg¢’lik PCR {iriinii
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Sekil 4.12 matK lokusuna ait saflastiritlan PCR 6rneklerinin kapilar elektroforez sonucu
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matK472F / matk-1FKIM.R (Fazekas ve dig. 2008, Ki-Joong Kim, unpublish) *HPLC - F yon 1022 bg'lik okuma
I 02 matK_F_2020-07-03.ab1 (1022 bases) - - -

File Edit View Enzymes Festures Primers Actions Jools Window Help

[«=] 1022 bases

ATTTTT CAAATGEGTGCGACTAAATCGEGTTCAGTGBGGET ACGGAG

/ \‘ﬂl‘ ”\MI\P AN

1\ '\“‘JUHH

Standard  Autoscaled  Raw | Chromatogram Data [ Show quality values I

matk472F [ matK-1FKIM.R (Fazekas ve dig. 2008, Ki-Joong Kim, unpublish) *HPLC - R yén 597 be'lik okuma

El‘ 02 matK_R_2020-07-03.ab1 (597 bases) - a x
File Edit View Ensymes Features Primers Actions Iools Window Help

[+=] s97b
cce 6 CTTTATT c o6 c CTTTTTTTTTTT 6AGG CCTTTATA TGAGAAAAA CTGGAT

‘J{\J '\(l U\ F(\\ }’ W \UI[ U ‘w‘ ‘qu \ \ ‘ ‘

!Iw I,fl M ” ‘\I HJ} “I"\"‘ .
mj,\m 'I"N‘ﬂ‘fv” Al

180

<

Standard  Autoscaled  Raw  Chromatogram Data

Sekil 4.13 matk472F / matk-1FKIM.R primer ¢ifti ile elde edilen PCR {iriiniin F ve R yonlii dizi
analizi sonucu

4.2.2.1 matK Lokusunun Klonlanmasina Ait Bulgular

matK lokusuna ait dizileme analizlerinde istenilen basar1 seviyesine
ulasilamamasi nedeniyle basarisiz olan 6rneklerin PCR iirtinleri pJET1.2/Blunt vektoriine
basartyla klonlanmistir (Sekil 4.14). Muhtemel transformant koloniler matk472F / matK-
1FKIM.R primer ¢ifti ile koloni PCR yapilarak dogrulanmistir. Koloni PCR sonucunda
1000 be’lik matK lokusuna ait DNA fragmentleri basarili bir sekilde elde edilmistir (Sekil
4.15). Elde edilen fragmentler jelden kesilerek saflastirilmistir. Ortalama 65 ng/pL
konsantrasyonda PCR iirlinii saflastirilmigtir. Saflastirilan 6rneklerin dizi analizleri
TUTAGEM ‘de gerceklestirilmistir. Dizi analizleri sonucunda basarili sonuglar elde
edilmistir ancak basar1 oran1 beklentiyi karsilamamistir (Sekil 4.16).
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matK22

Sekil 4.14 Klonlanmis matK Orneklerini temsilen 9, 22, 29 ve 30 no’lu orneklerin
klonlama sonucu

=1 -1 1] - [T

9 20 21 22 27 28 29 30 35 NK

EEESYBUBBELE § B

Sekil 4.15 matk472F / matK-1FKIM.R primer ¢ifti ile olas1 transformantlarin koloni PCR
ile dogrulanmast
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matk472F / matk-1FKIM.R (Fazekas ve dig. 2008, Ki-Joong Kim, unpublish) *HPLC - F y&n 933 bc 'lik okuma

I,Tr,} matk35 F2020-07-27-07-40-26.ab1 (993 bases) - O X

File Edit View Enzymes Features Primers Actions Tools Window Help

E‘ 993 bases

______ GATG GATAAATGGAAACACTATT T TTATCCATTTATGGCAATGTTTTTTTGAT GTTTGGTQ
'\ (’\ f\ " / L
\ n A M \f‘
\ \ |‘ I|'\|"I| \"(HV ij\ﬁl\:\ |("|I",I
.JJf AL Ly, U\ JLqL\ NVVVV
390 410 430 440 1.0x
< >
Standard Autoscaled Raw Chromatogram Data [ Show quality values I 1.0x

matk472F / matk-1FKIM.R (Fazekas ve dig. 2008, Ki-Joong Kim, unpublish) *HPLC - R y&n 637 bg 'lik okuma

E} matk35 R2020-07-27-07-40-26.ab1 (637 bases) - O x

File Edit View Enzymes Features Primers Actions Tools Window Help

" TTTATAATAATGAAAAAGATTTCTGGATATTCGCAAAAATC GG TCAATAATATC CAAAATC GG A

Standard ~ Autoscaled  Raw Chromatogram Data [ show quality values I 1.0

Sekil 4.16 Klonlanan 35 no’lu 6rnekte matk472F/matK-1FKIM.R primer ¢ifti ile elde
edilen PCR {irliniiniin F ve R yonlii dizi analizi

4.2.3 rbcL Lokusuna Ait Bulgular

Proje kapsaminda barkod bolgesi olarak kullanilan 3 lokusdan biri rbcL geninin
rbcLa bolimiidiir. Bu boélgenin ¢ogaltimi igin Kress ve Erickson (2007) tarafindan
onerilen rbcLa-F / rbcLa-R primer ¢ifti (Cizelge 3.2) kullanilmigtir. Yapilan PCR sonucu
tiim ¢esitlerde 650 bg biiyiikliigiinde rbcLa bolgesine ait barkod bdlgesi oldukga basaril
bigimde tretilmistir (Sekil 4.17). rbcLa barkod bélgesine ait bantlar jelden kesilerek
GeneJET Gel Extraction kit kullanilarak temizlenmis ve ortalama 20 ng/ul
konsantrasyondaki saflastirilmis PCR fiiriinleri dizi analizi i¢cin TUTAGEM
gonderilmistir. Tlk drneklere ait dizi analizi sonuglar1 beklentiyi karsilamamis ve basarili

sonug elde edilememistir (Sekil 4.18).
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Primer: rbclL-F / rbcL-R

i
i

Sekil 4.17 rbcLa-F / rbcLa-R primer ¢ifti ile elde edilen 650 b¢’lik PCR {iriinii

rbcLa.F /rbcla.R (Kress ve Erickson 2007) -F yon 195 bg’lik okuma

08-03-34.3b1 (195 bases) - o x

rbeLa.F /rbcla.R (Kress ve Erickson 2007) -R yon 61 bg'lik okuma

E4 boI2R2020-03-16-08-03-34ab1 (€1 bases) - 0o X

Swndad  Atoscdled  Raw  (Chromatogram Data. ] show qualty vakues. 1

Sekil 4.18 rbcLa-F / rbcLa-R primer gifti ile elde edilen PCR fiiriiniin F ve R yonlii dizi analizi
sonucu

Ikinci olarak rbcL-a.F / rbcL-a.R (Cizelge 3.2) primer cifti ile ¢alismaya devam
edilmistir. Yapilan PCR sonucunda tiim ¢esitlerde 650 bg biiyiikliigiinde rbcL lokusuna
ait DNA fragmentleri basarili bigimde tiretilmistir (Sekil 4.19).
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rbcL lokusuna ait bantlar jelden kesilerek GeneJET Gel Extraction kit kullanilarak
temizlenmistir. Ortalama 30 ng/ul konsantrasyondaki saflastirilmig PCR iiriinleri dizi
analizine génderilmeden 6nce fragment biiyiikliigii ve kalitesinden emin olmak amaciyla
kapilar elektroforezde kontrol edilmistir (Sekil 4.20). Kontrol edilen 6rnekler dizi analizi
yapilmak iizere TUTAGEM’e gonderilmistir. Ancak dizi analizi sonuglar1 basarisiz
olmustur (Sekil 4.21).

Primer: rbcL-a.F / rbcL-a.R
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Sekil 4.19 rbcL-a.F / rbcL-a.R primer gifti ile elde edilen 650 bg’lik PCR iiriinii
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Sekil 4.20 rbcL lokusuna ait saflastirilan PCR 6rneklerinin kapilar elektroforez sonucu
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rbcL-a.F / rbcl-aR (Kress ve Erickson, 2007) *HPLC - F y&n 359 bg'lik okuma

[, 19 tbel -F_2020-07-03-04-21-37C05.ab1 (359 bases) - O ®
File Edit View Enzymes Features Primers Actions Tools Window Help

[#=] 359 bases

AAAATAAAAAGTC GATTTCTACTTTTT CAAGAATTAATCCAAGATTCOGTCTTOTTCCTCTATAATTTTT AT GTAT G

A

1 !
A AR AN
VAN VY

D,
) 100

I
| \l‘q\\l\ A
WA 4”\ /

Standard  Autoscsled | Raw | Chromatogram Data [ show quality values l

rbcL-a.F / rbcl-a.R (Kress ve Erickson, 2007) *HPLC - R yon 238 be'lik okuma

E‘: 19_rbcl-R_2020-07-03-04-21-37C06.2b1 (238 bases) _ o x

File Edit View Enzymes Features Primers Actions Tools Window Help

AARCCTGATCTTTTCAAAARAA GCBCBTACAGBGTACTTTTGTGT TTACAABCCAAAGTTTTAATACAAGBGAAAGCC GAAGTA

Standard  Autoscsled  Raw  |Chromatogram Data [ show quality values I

Sekil 4.21 rbcL-a.F / rbcL-a.R primer gifti ile elde edilen PCR {iriiniin F ve R yonlii dizi analizi
sonucu

4.3 Dizi ve Dizilere Ait Polimorfizm Bulgulari

Yapilan barkodlama ¢alismalarinda 3 lokus i¢in toplamda 7 farkli primer ¢ifti test
edilmistir. Test edilen 7 primer ¢iftinin mercimek (Lens culinaris Medik.) PCR basarisi
%100 “diir. Yalnizca 2 primer ¢ifti ile basaril1 dizi analizi sonuglari elde edilmistir. trnH-
psbA lokusu i¢in dizi uzunlugu ortalama 350 bg, matK lokusu igin ise 950 bg¢’dir. Elde
edilen dizilere yapilan BLAST analizi benzerlik orani trnH-psbA lokusu i¢in %97, matK
lokusu i¢in %99 ‘dur (Cizelge 4.1).

Elde edilen dizilerin polimorfizm analizleri DnaSP6 programinda
gerceklestirilmistir. Kirmizi ve yesil ¢esitler i¢in 3 ayr1 lokusa ait haplotip sayist, haplotip

cesitliligi ve niikleotid gesitliligi verileri Cizelge 4.2 ‘de sunulmustur.
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Cizelge 4.1 DNA barkod bolgelerinin PCR

BLAST benzerlik oranlari

ve dizilenme basarisi, dizi uzunlugu ve

Primer Cifti PCR Sekans | Dizi Uzunlugu | BLAST
Basaris1 | Basarisi Benzerlik Oram

psbA3_f/trnHf_05r %100 - - -
trnH-psbA_F / trnH-psbA_R %100 %100 ~ 350 bg %97
matK2.1F/ matK.5R %100 - - -
matk472F / matK1248R %100 - i -
matk472F / matK-1FKIM.R %100 %75 ~950 be %99
rbcLa-F / rbcLa-R %100 - - -
rbcL-a.F / rbcL-a.R %100 - - -

Cizelge 4.2 DnaSP6 programinda elde edilen trnH-psba ve matK lokuslarina ait veriler

Kirmizi Cesitler Yesil Cesitler

trnH- matK trnH- trnH- matK trnH-

psbA psbA+matK | psbA psbA+matK
Haplotip 6 8 11 4 10 10
Sayisi
Haplotip 0.652 0.901 0.967 0.495 0.970 0.970
Cesitliligi
Niikleotid | 0.00592 | 0.00345 0.00449 0.00576 | 0.00230 0.00281
Cesitliligi

4.4 Filogenetik Analizler

Yapilan ¢aligmalar sonucunda trnH-psbA barkod bélgesi i¢in 35, matK barkod

bolgesi i¢in ise 26 mercimek ¢esidinin DNA barkod dizi verileri elde edilmistir. rbcL

barkod bolgesi i¢in elde edilen dizilerin basarisiz olmasi sebebiyle bu lokus filogenetik
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analizlere dahil edilmemistir. trnH-psbA ve matK lokusundan elde edilen veriler “Mega
X programinda “ClustalW alignment” metoduyla hizalanmistir (Sekil 4.22). “Clustal W
alignment” metoduyla hizalanan trnH-psbA, matK ve matK+trnH-psbA dizilerinden
DNA barkod temelli filogenetik aga¢ olusturulmasi amaciyla “Mega X programinda
UPGMA metoduna gore filogenetik agag¢ olusturulmustur. Cesitler kirmizi ve yesil olmak
lizere ayr1 ayri analiz edilmistir. Kirmizi gesitlerin trnH-psbA lokusuna ait filogenetik
iliski Sekil 4.23 “de, matK lokusuna ait filogenetik iligski Sekil 4.24 “de, trnH-psbA+matK
kombinasyonuna ait filogenetik iliski ise Sekil 4.25 ‘de verilmistir. Yesil ¢esitlerin trnH-
psbA lokusuna ait filogenetik iliski Sekil 4.26 ‘da matK lokusuna ait filogenetik iliski
Sekil 4.27 ‘de, trnH-psbA+matK kombinasyonuna ait filogenetik iliski ise Sekil 4.28 ‘de
verilmistir. Bu dendogramlar incelendiginde, literatlirde farkli bitkiler icin belirtildigi
bigimde matK lokusunun trnH-psbA lokusuna gére mercimekte daha yiiksek bir ayrim
giicline sahip oldugu, her iki lokusun birlikte kullanilmasinin ise daha etkili bir ayrim

sagladig gozlenmektedir.

Data  Edt  Seach  Alignment  Web  Sequencer  Display  Help

(=B EmETL - i} +H A @298

DNA Sequences ]

Sekil 4.22 trnH-psbA ve matK barkod bolgesine ait dizilerin “ClustalW alignment”
metoduyla hizalanmasi
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Sazak
Ahsen

Mansur

Tragen 301
Yiirekli
Sakar
Seyran 96
Evirgen
Tigris
Ciftci
Ozbek
Kafkas

Firat 87
Cagil

ipek
Sanlibey

| Emre 20

' Eva 2017
Altintoprak
Yerli Kirmazi

Atacan

Sekil 4.23 Kirmiz1 mercimek gesitlerinde trnH-psbA barkod bolgesine dayali filogenetik
iligki
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Sanlhibey

Emre 20
Altintoprak

Ozbek

Ciftgi
Kafkas

Sazak
Yiirekli

ipek
Eva 2017

Atacan

Yerli Kirmizi

Firat 87

Mansur

Sekil 4.24 Kirmiz1 mercimek ¢esitlerinde matK barkod bolgesine dayali filogenetik
iligki

Ciftgi
Kafkas

Ozbek

Sanlhibey
Emre 20

Sazak

Yiirekli

ipek

Eva 2017

Altintoprak

Mansur

Firat 87

Yerli Kirmizi

Atacan

Sekil 4.25 Kirmizi mercimek g¢esitlerinde matK+trnH-psbA barkod bolgesine dayali
filogenetik iligki
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Sultan-1
Ankara Yesili
Yusufhan
Ceren
Giimrah

Karagiil
Kayi

Kighk Yesil
Yazlk Yesil
Sahan

Meyveci 2001
Orhas 2019

Bozok

ithal Mercimek (Kanada)

Sekil 4.26 Yesil mercimek ¢esitlerinde trnH-psbA barkod bolgesine dayali filogenetik
iligki

| Sultan-1
|$ahan

ithal Mercimek (Kanada)

Bozok

Meyveci 2001

Ankara Yesili

| Ceren
| Kayi

Karagiil

Orhas 2019

Glmrah

Yazhk Yesil

Sekil 4.27 Yesil mercimek cesitlerinde matK barkod bolgesine dayali filogenetik iliski
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Sultan-1
Sahan

Ankara Yesili

Karagdil
Ceren
Kayi

Meyveci 2001

Bozok

Orhas 2019

Giimrah

Yazlik Yesil

ithal Mercimek (Kanada)

Sekil 4.28 Yesil mercimek c¢esitlerinde trnH-psbA+matK barkod bolgesine dayali
filogenetik iligki

4.4 BOLD Veri Tabam

Calismada kullanilan 35 mercimek c¢esidine ait diziler BOLD veri tabaninda
“LCBAR- Lens culinaris cultivar DNA barcoding” adli proje altinda kayit edildi. Elde
edilen trnH-psbA lokusuna ait 35 dizi ve matK lokusuna ait 26 dizi sisteme yiiklenmistir

(Sekil 4.29). Sisteme yiiklenen dizileri tanimlayici barkod bilgileri EK-4 ‘de verilmistir.

42



svsTems RIS

Record List - Records with sequences lacking successful traces

© Ba
Specimens Sequences

Q Ba

@ Record List ?) 5 6 1

Specimens Sequences

9 GPS: 0435 matK 26/35
——
@ Country: 35/35 trnH-psbA:; 35/35
— A
E Images: 0/35
‘ ||| H||” Barcode Compliant 0/35
OD
qpg % records perpage
Identification = Specimen Page = Sequence Page =  Extra Info * BIN

©

Select A

O Lens culinaris LCBARD13-20

[} Lens culinaris LCBAROZ21-20

(] Lens culinaris Lens culina LCBARD6-20
Gumrah

[} Lens culinaris Lens culing LCBARO24-20
Ipek

(] Lens culinaris Lens culinaris cv
Kafkas

O Lens culinaris Lens culinaris cv LCBARDO4-20
Firat-87

Sekil 4.29 BOLD veri tabanina ait goriintii
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BOLUM 5

SONUCLAR VE TARTISMA

Bu tez ¢aligmasi kapsaminda DNA barkod lokuslari olarak CBOL Bitki Caligsma
Grubu (2009) tarafindan 6nerilen trnH-psbA, matK ve rbcL lokuslar1 kullanilmastir.

CBOL Bitki Calisma Grubu (2009), aday barkod lokuslarina iligkin yapilan
calismalar1 degerlendirmis ve varyasyon ile veri elde etme kosullar1 degerlendirildiginde
tek basina higbir lokusun yeterli olmadigina karar vermistir. Ancak 2’li veya 3’li
kombinasyonlar 6zellikle de  matK ve rbcL barkod lokuslarini destekleyici olarak trnH-—
psbA lokusunun kullanilabilecegini bildirmistir. trnH-psbA bolgesinin yiiksek oranda dizi
farklilig1 igermesi ve bu bolgelerin insersiyon/delesyon oraninin yiiksek olmasi sebebiyle
6nemli ayrim giiciine sahiptir (Kress ve Erickson, 2007). Yapilan bu ¢alismada trnH-psbA
lokusu i¢in test edilen primer giftleri %100 amplifikasyon basaris1 gostermistir. Birinci
primer ¢ifti (psbA3_f / trnHf_05r) ile yapilan ¢alismalarda yaklasik 450 b¢ ‘lik PCR
uriinleri elde edilmistir. Ancak bu primer cifti ile yapilan dizileme caligsmalarinda
beklenilen uzunlukta (~ 450 bp) diziler elde edilememis en uzun okumalar 150 bg
civarinda olmustur. Bu nedenle psbA3_f / trnHf_05r primer ¢ifti basarisiz olarak kabul

edilmistir.

Test edilen ikinci primer ¢ifti (trnH-psbA_F / trnH-psbA_R) ile yaklasik 350 bg
‘lik PCR iiriinleri elde edilmistir. Elde edilen PCR iiriinlerinin dizi analizi sonuglar
yaklagik 300 bg olup ileri ve geri yon okumalar birlestirildiginde 350 bg ‘lik trnH-psbA
barkod bélgesine ait dizi elde edilmistir. trnH-psbA_F / trnH-psbA_R primer ¢iftinin
dizileme basarisi %100 ‘diir. Yapilan BLAST analizleri sonucunda trnH-psbA lokusu i¢in
L.culinaris ‘in referans genomuyla ortalama %97 benzerlik orani elde edilmistir.
Cesitlerden elde edilen diziler kirmiz1 ve yesil olmak {lizere ayr1 ayri incelenmistir. 21

Kirmizi taneli 21 gesitten trnH-psbA lokusuna ait 6 farkli haplotip elde edilmistir. Elde
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edilen 3 haplotip cesitlere (Atacan, Yerli Kirmizi ve Altintoprak) spesifiktir. Yesil taneli
14 ¢esitten trnH-psbA lokusuna ait 4 farkli haplotip elde edilmistir. Elde edilen 2 haplotip
cesitlere (ithal Kanada cesidi ve Bozok) spesifiktir. trnH-psbA lokusuna ait diziler ile
UPGMA metoduyla filogenetik aga¢ olusturulmus ve ¢esitler arasindaki genetik iliski

ortaya konmustur.

matK bolgesi en hizli gelisen plastid kodlama bolgelerinden birisidir ve tohumlu
bitki tiirleri arasinda yiiksek diizeyde bir ayirim sagladigi belirtilmistir (Fazekas vd., 2008;
Lahaye vd., 2008). Her ne kadar DNA barkod yaklagiminda bir lokus i¢in tek evrensel primer
kullanimi hedeflense de Ozellikle matK lokusu i¢in heniiz bu basarilamamistir. Bazi
caligmalarda taksonomik gruplara 6zgii evrensel matK primerlerinin kullanimi basariy1
onemli dlglide degistirmektedir (Yan vd., 2011, Liv vd., 2011). Bu tez ¢alismasinda da matK
lokusu 3 farkli primer ¢ifti test edilmistir. Kullanilan 3 primer ¢iftinin de PCR basarisi
%100 ‘diir. Ancak elde edilen PCR iiriinlerinin dizi analizi sonuglar1 ayni basariy1
gosterememistir. Birinci primer ¢ifti (matK2.1F / matK 5r) ve ikinci primer ¢ifti
(matk472F / matK1248R) ile elde edilen PCR firiinlerinin dizi analizi sonuglar1 basarisiz
olmustur. Ugiincii primer ¢ifti (matk472F / matK-1FKIM.R) ile elde edilen PCR
tirlinlerinin dizi analizlerinde basarili sonug elde edilmis ancak basar1 oran1 %75 (26 gesit)

olarak belirlenmistir.

Dizi analizleri sonucunda matK lokusuna ait yaklasik 960 b¢’lik diziler elde
edilmistir. Yapilan BLAST analizleri sonucunda matK lokusu igin L. culinaris ’in
referans genomu ile ortalama %99 benzerlik oran1 elde edilmistir. Cesitlerden elde edilen
diziler kirmiz1 ve yesil olmak iizere ayr1 ayr incelenmistir. Kirmiz1 taneli 14 cesitten
matK lokusuna ait 8 farkli haplotip elde edilmistir. Elde edilen 4 haplotip ¢esitlere
(Atacan, Yerli Kirmizi, Mansur ve Firat-87) spesifiktir. Yesil taneli 12 gesitten matK
lokusuna ait 10 farkli haplotip elde edilmistir. Elde edilen 8 haplotip ¢esitlere (Bozok,
Meyveci-2001, Ankara Yesili, Karagiil, Orhas-2019, Giimrah, Yazlik Yesil ve ithal
Kanada ¢esidi) spesifiktir. matK lokusuna ait diziler ile UPGMA metoduyla filogenetik

agac olusturulmus ve cesitler arasindaki genetik iligki ortaya konmustur.

rbcL barkod lokusu c¢ogu kara bitkisinde amplifikasyonun, sekanslama ve
hizalamanin kolay olmasi, yiiksek sayida erisilebilir veriye sahip olmasi, aile ve cins

seviyesindeki bitkiler i¢in iyi bir potansiyele sahiptir. Bu 6zelliklerine dayanilarak rbcL
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hala iyi bir bitki barkodu aday: olarak onerilmektedir (Blaxter, 2004; CBOL, 2009;
Hollingsworth et al., 2011). rbcL lokusu igin yapilan ¢alismalarda 2 farkli primer ¢ifti test
edilmistir. Kullanilan bu primerlerin PCR basaris1 %100 ‘diir. Ancak bu iki primer ¢ifti
ile yapilan dizileme ¢alismalarinda basarili sonug elde edilememistir. rbcL lokusuna ait

elde edilen en uzun okuma 230 bg civarinda gozlemlenmistir.

Birgok arastirmaci yeterli tiir ayrimi elde etmek i¢in ¢ok lokuslu yontemin gerekli
olacagini 6ne siirmustiir (Hebert vd., 2004, Kress ve Erickson, 2007, Erickson vd., 2008,
Kane ve Cronk, 2008, Lahaye vd., 2008, CBOL Bitki Calisma Grubu, 2009, Chase &
Fay, 2009). Arastirmacilar plastid lokuslarinin g¢esitli kombinasyonlarini Onermistir
(Kress ve Erickson, 2007, Chase vd., 2007, Pennisi, 2007). Bu ¢alismada trnH-psbA ve
matK lokuslar1 ikili kombine edilerek tiirleri tanimlama basaris1 test edilmistir.
Analizlerde iki lokusa da ait dizilere sahip olan 26 ¢esit kullanilmistir. Kirmizi taneli 14
cesitten 11 farkli haplotip elde edilmistir. Elde edilen 6 haplotip cesitlere (Ozbek,
Altintoprak, Atacan, Yerli Kirmizi, Mansur ve Firat-87) spesifiktir. Yesil taneli 12
cesitten 10 farkli haplotip elde edilmistir. Elde edilen 8 haplotip ¢esitlere (Bozok,
Meyveci-2001, Ankara Yesili, Karagiil, Orhas-2019, Giimrah, Yazlik Yesil ve Ithal
Kanada ¢esidi) spesifiktir. trnH-psbA+matK lokusuna ait diziler ile UPGMA metoduyla

filogenetik aga¢ olusturulmus ve cesitler arasindaki genetik iligki ortaya konmustur.

Maroua vd. (2014) Lathyrus tiirlerinde yaptigi ¢alismada trnH-psbA lokusu igin
%100 PCR ve dizi analizi basarisi elde etmis, tiir i¢i varyasyonun ise %2,1 ile %16,3
arasinda degistigini bildirmislerdir. 9 “u L. sylvestris tiiriinde olmak tizere toplamda 6

farkli tiirde 33 haplotip bildirmislerdir.

Kang vd. (2017) tropikal agaglar1 rbcL, matK, trnH-psbA ve ITS barkod lokuslari
ile tammmlamuglardir. rcbL, matK ve trnH-psba lokuslarinin PCR basar1 oranini sirasiyla
%75, %57, %79 ve lokuslarin dizilenme basarisini rbclL i¢in %63, matK ic¢in %50, trnH-
psbA i¢in %72 olarak bildirmistir.

Bratzel vd. (2020), Bromeliaceae familyasinda yaptiklart ¢alismada niikleer
genomda yer alan diisiik kopyali Agtl geni DNA barkodu olarak test etmis ve onerilen
barkod lokuslarindan daha basarili sonug elde edildigini ve Agtl geninin Bromeliaceae

familyasinda DNA barkodu olarak kullanilabilecegini bildirmistirler.
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Bu tez calismasinda DNA barkod yontemi ile 35 mercimek ¢esidi matK ve trnH-
psbA lokuslari ile tanimlanmigtir (EK-1). Elde edilen diziler BOLD veritabanina
yiiklenmistir (EK-3). Lokuslardan elde edilen dizi bilgileri kiyaslandiginda bazi gesitleri
%100 tanimlayabilecegi goriilmiistiir. Tek lokus test edildiginde ¢esitleri ayirmada matK
barkod lokusunun etkili oldugu goriismiistiir. Ancak ikili matK+trnH-psbA
kombinasyonu ¢esit ayriminda matK lokusundan daha basarili oldugu goriilmiistiir. Elde
edilen veriler kullanilarak mercimek c¢esitlerinin tanimlanmasi, iiretici ve tiiketiciyi
korumak ve gida giivenligini saglamak amaclanmaktadir. Gelecekte DNA barkod
yonteminin gida kontrol mekanizmalarinda 6nemli rol oynayacagi diistiniilmektedir.
Ancak bitki DNA barkodlarinin hala hayvan DNA barkodlar1 kadar yeterli olmadig:
diisiiniilmektedir. Bitkiler i¢in evrensel barkod kesfedilene kadar yapilacak ¢alismanin
amacina gore literatiir taramasi yapilarak, ¢calismaya uygun barkodlar secilerek kombine

halde kullanilmasi gerektigi diistiniilmektedir.
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EKLER

EK-1 trnH-psbA barkod gen bolgesiyle gergeklestirilen dizi analizi sonucu elde edilen 35
Lens culinaris Medik. tiiriine ait sekans bilgileri

Lens culnaris Medik. cv. Ciftci

TTTCTGCCTTGATCCMCTTGGCTMCATCCCCCCTATAACTATGTCTAAATTA
TACAACTTTTTATACCTTTTCATTATACTTCTAAGTTCTTAAGAAAACATTCA
TTTATTAAAAAAAAAAAGAATAATGAAACTAAAAATTTAGAAATTGATTTT
TTTGAAATCAAAAATGTTAATCCTAAAGAATATGGAAGTTCTTAAATAATTT
AAGAATTTCTGTATATGTAGACTGAAAAAGAATACTAAAAAAAGTAAGGGA
GTAATATCAACAAGGTTTATATTACTCCTTTACTTTCAAAAACTCGTATCCTT
AAACCAAAACCTTATCCATTTGTAGAKGGACTTCGAA

Lens culnaris Medik. cv. Ozbek

TTTMTSCCYTGATCCMCTTGGSTACMTCCSCCCTCWAAMTATGTCTAAATTA
TACAACTTTTTATACCTTTTCATTATACTTCTAAGTTCTTAAGAAAACATTCA
TTTATTAAAAAAAAAAAGAATAATGAAACTAAAAATTTAGAAATTGATTTT
TTTGAAATCAAAAATGTTAATCCTAAAGAATATGGAAGTTCTTAAATAATTT
AAGAATTTCTGTATATGTAGACTGAAAAAGAATACTAAAAAAAGTAAGGGA
GTAATATCAACAAGGTTTATATTACTCCTTTACTTTCAAAAACTCGWATCCT
TAAACCAAAACCTTATCCWTTTGTARAKGGAGCTTC

Lens culnaris Medik. cv. Kafkas

TTWCTSCCYTGATCCMCTTGGCTACMTCCSCCCTGAAAACTATGGTCTAAAT
TATACAACTTTTTATACCTTTTCATTATACTTCTAAGTTCTTAAGAAAACATT
CATTTATTAAAAAAAAAAAGAATAATGAAACTAAAAATTTAGAAATTGATT
TTTTTGAAATCAAAAATGTTAATCCTAAAGAATATGGAAGTTCTTAAATAAT
TTAAGAATTTCTGTATATGTAGACTGAAAAAGAATACTAAAAAAAGTAAGG
GAGTAATATCAACAAGGTTTATATTACTCCTTTACTTTCAAAAACTCGTATC
CTTAAACCAAAACCTTATCCWTTTGTARAKGGRGCTTCG

Lens culnaris Medik. cv. Firat-87

TTTCTSCCTTGATCCMCTTGGSTMCATCCSCCCTACAACTATGTCTAAATTAT
ACAACTTTTTATACCTTTTCATTATACTTCTAAGTTCTTAAGAAAACATTCAT
TTATTAAAAAAAAAAAGAATAATGAAACTAAAAATTTAGAAATTGATTTTT

TTGAAATCAAAAATGTTAATCCTAAAGAATATGGAAGTTCTTAAATAATTTA
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AGAATTTCTGTATATGTAGACTGAAAAAAAATACTAAAAAAAGTAAGGGAG
TAATATCAACAAGGTTTATATTACTCCTTTACTTTCAAAAACTCGTATCCTTA
AACCAAAACCTTATCCWTTTGTRRAKGGAGCTTCGA

Lens culnaris Medik. cv. Sakar

TTTCTSCCTTGATCCMCTTGGSTMCATCCSCCCTACAACTATGTCTAAATTAT
ACAACTTTTTATACCTTTTCATTATACTTCTAAGTTCTTAAGAAAACATTCAT
TTATTAAAAAAAAAAAGAATAATGAAACTAAAAATTTAGAAATTGATTTTT
TTGAAATCAAAAATGTTAATCCTAAAGAATATGGAAGTTCTTAAATAATTTA
AGAATTTCTGTATATGTAGACTGAAAAAAAATACTAAAAAAAGTAAGGGAG
TAATATCAACAAGGTTTATATTACTCCTTTACTTTCAAAAACTCGTATCCTTA
AACCAAAACCTTATCCWTTTGTRRAKGGAGCTTCGA

Lens culnaris Medik. cv. Seyran-96

TTTCTSCCTTGATCCMCTTGGSTMCATCCSCCCTACAACTATGTCTAAATTAT
ACAACTTTTTATACCTTTTCATTATACTTCTAAGTTCTTAAGAAAACATTCAT
TTATTAAAAAAAAAAAGAATAATGAAACTAAAAATTTAGAAATTGATTTTT
TTGAAATCAAAAATGTTAATCCTAAAGAATATGGAAGTTCTTAAATAATTTA
AGAATTTCTGTATATGTAGACTGAAAAAAAATACTAAAAAAAGTAAGGGAG
TAATATCAACAAGGTTTATATTACTCCTTTACTTTCAAAAACTCGTATCCTTA
AACCAAAACCTTATCCWTTTGTRRAKGGAGCTTCGA

Lens culnaris Medik. cv. Evirgen

TTTCTSCCYTGATCCMCTTGGCTMCMTCCSCCCTAWAACTATGTYTAAATTA
TACAACTTTTTATACCTTTTCATTATACTTCTAAGTTCTTAAGAAAACATTCA
TTTATTAAAAAAAAAAAGAATAATGAAACTAAAAATTTAGAAATTGATTTT
TTTGAAATCAAAAATGTTAATCCTAAAGAATATGGAAGTTCTTAAATAATTT
AAGAATTTCTGTATATGTAGACTGAAAAAGAATACTAAAAAAAGTAAGGGA
GTAATATCAACAAGGTTTATATTACTCCTTTACTTTCAAAAACTCGTATCCTT
AAACCAAAACCTTATCCWTTTGTARATGGASCTTCGA

Lens culnaris Medik. cv. Tigris

TTTTCTSCCYTGATCCMCTTGGCTMCMTCCSCCCTAWAACTATGTTTAAATT
WTACAACTTTTTATACCTTTTCATTATACTTCTAAGTTCTTAAGAAAACATTC
ATTTATTAAAAAAAAAAAGAATAATGAAACTAAAAATTTAGAAATTGATTT
TTTTGAAATCAAAAATGTTAATCCTAAAGAATATGGAAGTTCTTAAATAATT
TAAGAATTTCTGTATATGTAGACTGAAAAAGAATACTAAAAAAAGTAAGGG
AGTAATATCAACAAGGTTTATATTACTCCTTTACTTTCAAAAACTCGTATCC
TTAAACCAAAACCTTATCCWTTTGTARAKGGAGCTTCGAA

Lens culnaris Medik. cv. Cagil

TTTYTGCCYTGATCCMMTTGGCTACATCCSCCCTAWAACTATGTTCTATTAT
ACAACTTTTTATACCTTTTCATTATACTTCTAAGTTCTTAAGAAAACATTCAT
TTATTAAAAAAAAAAAGAATAATGAAACTAAAAATTTAGAAATTGATTTTT
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TTGAAATCAAAAATGTTAATCCTAAAGAATATGGAAGTTCTTAAATAATTTA
AGAATTTCTGTATATGTAGACTGAAAAAAAATACTAAAAAAAGTAAGGGAG
TAATATCAACAAGGTTTATATACTCCTTTACTTTCAAAAACTCGTACCTTAA
ACMAAAACCTTATCCATTTGTRAATGGAGCTTCGAYMA

Lens culnaris Medik. cv. Altintoprak

TATTTTACCCCTTGATCCCCTGGGCCCCCTCCCCCCTATAACTGTCTAAATTA
TACAACTTTTTATACCTTTTCATTATACTTCTAAGTTCTTAAGAAAACATTCA
TTTATTAAAAAAAAAAAGAATAATGAAACTAAAAATTTAGAAATTGATTTT
TTTGAAATCAAAAATGTTAATCCTAAAGAATAKGGAAGTTCTTAAATAATTT
AAGAATTTCTGTATATGTAGACTGAAAAAGAATACTAAAAAAAGTAAGGGA
GTAATTTCAMCAAGGTTTATTTTCCTCCTTTACTTTCAAAAACTCKTATCCTT
AAACCAAAACCTTATCCATTTGTARAAGGAGCTTCGAAAMAAMA

Lens culnaris Medik. cv. Meyveci-2001

TTACTSCCTTGWTCCMCTTGGCTMCMTCCSCCCTAWAACTATGTCTAAATT
ATACAACTTTTTATACCTTTTCATTATACTTCTAAGTTCTTAAGAAAACATTC
ATTTATTAAAAAAAAAAAGAATAATGAAACTAAAAATTTAGAAATTGATTT
TTTTGAAATCAAAAATGTTAATCCTAAAGAATATGGAAGTTCTTAAATAATT
TAAGAATTTCTGTATATGTAGACTGAAAAAAAATACTAAAAAAAGTAAGGG
AGTAATATCAACAAGGTTTATATTACTCCTTTACTTTCAAAAACTCRTATCCT
TAAACCAAAACCTTWTCCWTTTGTARAKGGASCTTCGAA

Lens culnaris Medik. cv. Sultan-1

TTACTSCCTTGWTCCMCTTGGCTMCMTCCSCCCTAWAACTATGTCTAAATT
ATACAACTTTTTATACCTTTTCATTATACTTCTAAGTTCTTAAGAAAACATTC
ATTTATTAAAAAAAAAAAGAATAATGAAACTAAAAATTTAGAAATTGATTT
TTTTGAAATCAAAAATGTTAATCCTAAAGAATATGGAAGTTCTTAAATAATT
TAAGAATTTCTGTATATGTAGACTGAAAAAAAATACTAAAAAAAGTAAGGG
AGTAATATCAACAAGGTTTATATTACTCCTTTACTTTCAAAAACTCRTATCCT
TAAACCAAAACCTTWTCCWTTTGTARAKGGASCTTCGAA

Lens culnaris Medik. cv. Ankara Yesili

TTWCTGCCTTGWTCCMCTTGGCTACMTCCSCCCTGAAAACTATGGTCTAAA
TTATACAACTTTTTATACCTTTTCATTATACTTCTAAGTTCTTAAGAAAACAT
TCATTTATTAAAAAAAAAAAGAATAATGAAACTAAAAATTTAGAAATTGAT
TTTTTTGAAATCAAAAATGTTAATCCTAAAGAATATGGAAGTTCTTAAATAA
TTTAAGAATTTCTGTATATGTAGACTGAAAAAGAATACTAAAAAAAGTAAG
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GGAGTAATATCAACAAGGTTTATATTACTCCTTTACTTTCAAAAACTCGTAT
CCTTAAACCAAAACCTTATCCWTTTGTARAKGGRGCTTCG

Lens culnaris Medik. cv. Yusufhan

ATCTGCCTTGATCCACTTGGCTCCAMCCGCCCTKCAATTATTTTTAAATTAT
ACAACTTTTTATACCTTTTCATTATACTTCTAAGTTCTTAAGAAAACATTCAT
TTATTAAAAAAAAAAAGAATAATGAAACTAAAAATTTAGAAATTGATTTTT
TTGAAATCAAAAATGTTAATCCTAAAGAATATGGAAGTTCTTAAATAATTTA
AGAATTTCTGTATATGTAGACTGAAAAAGAATACTAAAAAAAGTAAGGGAG
TAATATCAACAAGGTTTATATTACTCCTTTACTTTCAAAAACTCGTATCCTTA
AACCAAAACCTTWTCCATTTGTARAKGGAGCTTCG

Lens culnaris Medik. cv. Ceren

TTWCTSCCYTGATCCMCTTGGCTACMTCCSCCCTGAAAACTATGGTCTAAAT
TATACAACTTTTTATACCTTTTCATTATACTTCTAAGTTCTTAAGAAAACATT
CATTTATTAAAAAAAAAAAGAATAATGAAACTAAAAATTTAGAAATTGATT
TTTTTGAAATCAAAAATGTTAATCCTAAAGAATATGGAAGTTCTTAAATAAT
TTAAGAATTTCTGTATATGTAGACTGAAAAARAATACTAAAAAAAGTAAGG
GAGTAATATCAACAAGGTTTATATTACTCCTTTACTTTCAAAAACTCGTATC
CTTAAACCAAAACCTTATCCATTTGTARAKGGAGCTTCGAA

Lens culnaris Medik. cv. Bozok

TTTCTGCCTTGATCCACTTGGSTACMTCCCCCCYATAAMTATGTYTAAATTA
TACAACTTTTTATACCTTTTCATTATACTTCTAAGTTCTTAAGAAAACATTCA
TTTATTAAAAAAAAAAAGAATAATGAAACTAAAAATTTAGAAATTGATTTT
TTTGAAATCAAAAATGTTAATCCTAAAGAATATGGAAGTTCTTAAATAATTT
AAGAATTTCTGTATATGTAGACTGAAAAAAAATACTAAAAAAAGTAAGGGA
GTAATATCAACAAGGTTTATATTACTCCTTTACTTTCAAAAACTCGTATCCTT
AAACCAAAACCTTATCCATTTGWAGAKGGAGCTTCGAA

Lens culnaris Medik. cv. Giimrah

TTTCTSCCYTGATCCMCTTGGSTACATCCSCCCTATAACTATGTCTAAATTAT
ACAACTTTTTATACCTTTTCATTATACTTCTAAGTTCTTAAGAAAACATTCAT
TTATTAAAAAAAAAAAGAATAATGAAACTAAAAATTTAGAAATTGATTTTT
TTGAAATCAAAAATGTTAATCCTAAAGAATATGGAAGTTCTTAAATAATTTA
AGAATTTCTGTATATGTAGACTGAAAAAGAATACTAAAAAAAGTAAGGGAG
TAATATCAACAAGGTTTATATTACTCCTTTACTTTCAAAAACTCGWATCCTT
AAACCAAAACCTTWTCCWTTTGTARAKGGRGYTTCGAA

Lens culnaris Medik. cv. Karagiil
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TTTYTGCCTTGATCCMCTTGGSTACMTCCSCCCTATAACTATGTTTAAATTAT
ACAACTTTTTATACCTTTTCATTATACTTCTAAGTTCTTAAGAAAACATTCAT
TTATTAAAAAAAAAAAGAATAATGAAACTAAAAATTTAGAAATTGATTTTT
TTGAAATCAAAAATGTTAATCCTAAAGAATATGGAAGTTCTTAAATAATTTA
AGAATTTCTGTATATGTAGACTGAAAAAGAATACTAAAAAAAGTAAGGGAG
TAATATCAACAAGGTTTATATTACTCCTTTACTTTCAAAAACTCGWATCCTT
AAACCAAAACCTTATCCATTTGTARATGGAGCTTCGAATTTTTTTT

Lens culnaris Medik. cv. Yerli Kirmizi

TTTYTSCCTTGATCCMCTTGGSTMCMTCCSCCCTAWAACTATGTTTAAATTA
WACAACTTTTTATACCTTTTCATTATACTTCTAAGGTTTTAAGAAAACATTC
ATTTATTAAAAAAAAAAAGAATAATGAAACTAAAAATTTAGAAATTGATTT
TTTTGAAATCAAAAATGTTAATCCTAAAGAATATGGAAGTTCTTAAATAATT
TAAGAATTTCTGTATATGTAGACTGAAAAAGAATACTAAAAAAAGTAAGGG
AGTAATATCAACAAGGTTTATATTACTCCTTTACTTCCAAAAACTCGWATCC
TTAAMCMAAAACCTTWTCCWTTTGTARAKGGASCTTCGAAAA

Lens culnaris Medik. cv. Sazak

TTTMTSCCYTGATCCMCTTGGSTACMTCCSCCCTCWAAMWAKGTCTAAATT
AWACAACTTTTTATACCTTTTCATTATACTTCTAAGTTCTTAAGAAAACATT
CATTTATTAAAAAAAAAAAGAATAATGAAACTAAAAATTTAGAAATTGATT
TTTTTGAAATCAAAAATGTTAATCCTAAAGAATATGGAAGTTCTTAAATAAT
TTAAGAATTTCTGTATATGTAGACTGAAAAAGAATACTAAAAAAAGTAAGG
GAGTAATATCAACAAGGTTTATATTACTCCTTTACTTTCAAAAACTCGTATC
CTTAAACCAAAACCTTATCCWTTTGTARAKGGRSCTTCGR

Lens culnaris Medik. cv. Kay1

TTTTCTSCCYTGATCCMCTTGGCTMCMTCCSCCCTAWAWMWWKGTCCTAA

TTATACAACTTTTTATACCTTTTCATTATACTTCTAAGTTCTTAAGAAAACAT
TCATTTATTAAAAAAAAAAAGAATAATGAAACTAAAAATTTAGAAATTGAT

TTTTTTGAAATCAAAAATGTTAATCCTAAAGAATATGGAAGTTCTTAAATAA
TTTAAGAATTTCTGTATATGTAGACTGAAAAAGAATACTAAAAAAAGTAAG

GGAGTAATATCAACAAGGTTTATATTACTCCTTTACTTTCAAAAACTCGTAT

CCTTAAACCAAAACCTTATCCWTTTGTARAKGGASCTTCGR-

Lens culnaris Medik. cv. Kislik Yesil
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TTWCTSCCYTGATCCMCTTGGCTACMTCCSCCCTGAAAACTATGGTCTAAAT
TATACAACTTTTTATACCTTTTCATTATACTTCTAAGTTCTTAAGAAAACATT
CATTTATTAAAAAAAAAAAGAATAATGAAACTAAAAATTTAGAAATTGATT
TTTTTGAAATCAAAAATGTTAATCCTAAAGAATATGGAAGTTCTTAAATAAT
TTAAGAATTTCTGTATATGTAGACTGAAAAAGAATACTAAAAAAAGTAAGG
GAGTAATATCAACAAGGTTTATATTTACTCCTTTACTTTCAAAAACTCGTAT
CCTTAAACCAAAACCTTATCCWTTTGTARAKGGRGCTTCG

Lens culnaris Medik. cv. Ipek

TTYTGCCYTGATCCMMTTGGCTACATCCSCCCTAWAACTATGTTCTATTATA
CAACTTTTTATACCTTTTCATTATACTTCTAAGTTCTTAAGAAAACATTCATT
TATTAAAAAAAAAAAGAATAATGAAACTAAAAATTTAGAAATTGATTTTTT
TGAAATCAAAAATGTTAATCCTAAAGAATATGGAAGTTCTTAAATAATTTA
AGAATTTCTGTATATGTAGACTGAAAAAAAATACTAAAAAAAGTAAGGGAG
TAATATCAACAAGGTTTWTATTTACTCCTTTACTTTCAAAAACTCGTACCTT
AAACMAAAACCTTATCCATTTGTRAATGGAGCTTCGAYMA

Lens culnaris Medik. cv. Orhas-2019

TTTYTGCCYTGATCCMMTTGGCTACATCCSCCCTAWAACTATGTTCTATTAT
ACAACTTTTTATACCTTTTCATTATACTTCTAAGTTCTTAAGAAAACATTCAT
TTATTAAAAAAAAAAAGAATAATGAAACTAAAAATTTAGAAATTGATTTTT
TTGAAATCAAAAATGTTAATCCTAAAGAATATGGAAGTTCTTAAATAATTTA
AGAATTTCTGTATATGTAGACTGAAAAAAAATACTAAAAAAAGTAAGGGAG
TAATATCAACAAGGTTTATATTACTCCTTTACTTTCAAAAACTCGTACCTTA
AACMAAAACCTTATCCATTTGTRAATGGAGCTTCGAYMA

Lens culnaris Medik. cv. Sanlibey

GGWTGACGGGCMTGATCCACTGGGSAACMTCCCCCCTATAASKATGTSTAA
ATTATACAACTTTTTATACCTTTTCATTATACTTCTAAGTTCTTAAGAAAACA
TTCATTTATTAAAAAAAAAAAGAATAATGAAACTAAAAATTTAGAAATTGA
TTTTTTTGAAATCAAAAATGTTAATCCTAAAGAATATGGAAGTTCTTAAATA
ATTTAAGAATTTCTGTATATGTAGACTGAAAAAAAATACTAAAAAAAGTAA
GGGAGTAATATCAACAAGGTTTATATTACTCCTTTACTTTCAAAAACTCGTA
CCTTAAACMAAAACCTTATCCATTTGTRAATGGAGCTTCGAYMA

Lens culnaris Medik. cv. Atacan

TTAMTSCCYTGRTCCMCTTGGCTMCATCCCCCCTATAACTATGTCTAAATTA
TACAACTTTTTATACCTTTTCATTATACTTCTAAGTTCTTAAGAAAACATTCA
TTTATTAAAAAAAAAAAGAATAATGAAACTAAAAATTTAGAAATTGATTTT
TTTGAAATCAAAAATGTTAATCCTAAAGAATATGGAAGTTCTTAAATAATTT
AAGAATTTCTGTATATGTAGACTGAAAAAGAATACTAAAAAAAGTAACTAG
AGTAATATCAACAAGGTTTATATTACTCCTTTACTTCAAAAAACTTKKGRWY
CTWWWMMWMAGACCTTATCCATTTGTAGAKGGACTTCGAA
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Lens culnaris Medik. cv. Ahsen

TTTCYSCCTTGATCCMCTTGGCTACATCCSCCCYAWAACTTTGTCTAAATTA
TACAACTTTTTATACCTTTTCATTATACTTCTAAGTTCTTAAGAAAACATTCA
TTTATTAAAAAAAAAAAGAATAATGAAACTAAAAATTTAGAAATTGATTTT
TTTGAAATCAAAAATGTTAATCCTAAAGAATATGGAAGTTCTTAAATAATTT
AAGAATTTCTGTATATGTAGACTGAAAAAGAATACTAAAAAAAGTAAGGGA
GTAATATCAACAAGGTTTATATTACTCCTTTACTTTCAAAAACTCGTAYCCT
TAAACCAAAACCTTWTCCATTTGKAGATGGGGCTTCGAAA

Lens culnaris Medik. cv. Yazlik Yesil

TTTTCTGCCTTGATCCCCTTGGCTACCTCCCCCCTATAACTATGTTTAAATTA
TACAACTTTTTATACCTTTTCATTATACTTCTAAGTTCTTAAGAAAACATTCA
TTTATTAAAAAAAAAAAGAATAATGAAACTAAAAATTTAGAAATTGATTTT
TTTGAAATCAAAAATGTTAATCCTAAAGAATATGGAAGTTCTTAAATAATTT
AAGAATTTCTGTATATGTAGACTGAAAAAGAATACTAAAAAAAGTAAGGGA
GTAATATCAACAAGGTTTATATTACTCCTTTACTTTCAAAAACTCGTATCCTT
AAACCAAAACCTTATCCATTTGTAAATGGAGCTTCGA

Lens culnaris Medik. cv. Emre-20

WTTTYTGCCYTGATCCMCTTGGSTACMTCCSCCCTATAAYTATGTYTAAATT
ATACAACTTTTTATACCTTTTCATTATACTTCTAAGTTCTTAAGAAAACATTC
ATTTATTAAAAAAAAAAAGAATAATGAAACTAAAAATTTAGAAATTGATTT
TTTTGAAATCAAAAATGTTAATCCTAAAGAATATGGAAGTTCTTAAATAATT
TAAGAATTTCTGTATATGTAGACTGAAAAAAAATACTAAAAAAAGTAAGGG
AGTAATATCAACAAGGTTTATATTACTCCTTTACTTTCAAAAACTCGACTAT
CCTTAAACCAAAACCTTATCCATTTGWAGAKGGAGCTTCGAA

Lens culnaris Medik. cv. Mansur

TTTCYSCCTTGATCCMCTTGGCTACATCCSCCCYAWAACTTTGTCTAAATTA
TACAACTTTTTATACCTTTTCATTATACTTCTAAGTTCTTAAGAAAACATTCA
TTTATTAAAAAAAAAAAGAATAATGAAACTAAAAATTTAGAAATTGATTTT
TTTGAAATCAAAAATGTTAATCCTAAAGAATATGGAAGTTCTTAAATAATTT
AAGAATTTCTGTATATGTAGACTGAAAAAGAATACTAAAAAAAGTAAGGGA
GTAATATCAACAAGGTTTATATTACTCCTTTACTTTCAAAAACTCGTAYCCT
TAAACCAAAACCTTWTCCATTTGKAGATGGGGCTTCGAAA

Lens culnaris Medik. cv. Kanada

TTTYTGCCTTGATCCMCTTGGCTACMTCCSCCCTATAAGWKTKGKYMWTAA
TTTATACAACTTTTTTATACCTTTTCATTATACTTCTAAGTTCTTAAGAAAAC
ATTCATTTATTAAAAAAAAAAGAATAATGAAACTAAAAATTTAGAAATTGA
TTTTTTTGAAATCAAAAATGTTAATCCTAAAGAATATGGAAGTTCTTAAATA
ATTTAAGAATTTCTGTATATGTAGACTGAAAAAAAATACTAAAAAAATTAG
GGGAGTAATTTCAACAGGGTTTATATTACTCCTTTAYTTTCAAAAACYCGW
ATCCTTAACCCAAAACCTTATCCWTTTGWARAGGGRGCTTCGAA
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Lens culnaris Medik. cv. Sahan

TTTATATGCCTTGATCCACTTGGCTACATCCCCCCTATAACTATGTTTAAATT
ATACAACTTTTTATACCTTTTCATTATACTTCTAAGTTCTTAAGAAAACATTC
ATTTATTAAAAAAAAAAAGAATAATGAAACTAAAAATTTAGAAATTGATTT
TTTTGAAATCAAAAATGTTAATCCTAAAGAATATGGAAGTTCTTAAATAATT
TAAGAATTTCTGTATATGTAGACTGAAAAAGAATACTAAAAAAAGTAAGGG
AGTAATATCAACAAGGTTTATATTACTCCTTTACTTTCAAAAACTCGTATCC
TTAAACCAAAACCTTATCCATTTGTAGATGGAGCTTCGAAGA

Lens culnaris Medik. cv. Eva-2017

TTTCTGCCTTGATCCACTTGGSTACMTCCCCCCYATAAMTATGTYTAAATTA
TACAACTTTTTATACCTTTTCATTATACTTCTAAGTTCTTAAGAAAACATTCA
TTTATTAAAAAAAAAAAAGAATAATGAAACTAAAAATTTAGAAATTGATTT
TTTTGAAATCAAAAATGTTAATCCTAAAGAATATGGAAGTTCTTAAATAATT
TAAGAATTTCTGTATATGTAGACTGAAAAAAAATACTAAAAAAAGTAAGGG
AGTAATATCAACAAGGTTTATTATTACTCCTTTACTTTCAAAAAGCTCGTAT
CCTTAAACCAAAACCTTATCCATTTGWAGAKGGAGCTTCGAA

Lens culnaris Medik. cv. Tragen-301

TTTTTCTCCCTTGATCCACTTGGCTACATCCCCCCTATAACTATGTTTAAATT

ATACAACTTTTTATACCTTTTCATTATACTTCTAAGTTCTTAAGAAAACATTC
ATTTATTAAAAAAAAAAAGAATAATGAAACTAAAAATTTAGAAATTGATTT

TTTTGAAATCAAAAATGTTAATCCTAAAGAATATGGAAGTTCTTAAATAATT
TAAGAATTTCTGTATATGTAGACTGAAAAAGAATACTAAAAAAAGTAAGGG
AGTAATATCAACAAGGTTTATATTACTCCTTTACTTTCAAAAACTCGAATCC

TTAAACCAAAACCTTATCCATTTGTAGATGGAGCTTCGAAAAAA

Lens culnaris Medik. cv. Yurekli

TTTACTGCCTTGATCCACTTGGCTACATCCCCCCTATTACTATGTCTAAATTA
TACAACTTTTTATACCTTTTCATTATACTTCTAAGTTCTTAAGAAAACATTCA
TTTATTAAAAAAAAAAAGAATAATGAAACTAAAAATTTAGAAATTGATTTT
TTTGAAATCAAAAATGTTAATCCTAAAGAATATGGAAGTTCTTAAATAATTT
AAGAATTTCTGTATATGTAGACTGAAAAAGAATACTAAAAAAAGTAAGGGA
GTAATATCAACAAGGTTTATATTACTCCTTTACTTTCAAAAACTCGTATCCTT
AAACCAAAACCTTATCCATTTGTAAATGGAGCTTCGA
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EK-2 matK barkod gen bolgesiyle gerceklestirilen dizi analizi sonucu elde edilen 26 Lens
culinaris Medik. tiiriine ait sekans bilgileri

Lens culnaris Medik. cv. Ciftci

CTCCACTGGGTGAAGATGCCCCTTTTTTTCATTTATTACGGCTGTTTCTTTGT
AATTGGAATAGTTTTATTACTACTAAAAATAAAAAATCGATTTCTACTTTTT
CAAAAATTAATCCAAGATTCTTCTTGTTCCTCTATAATTTTTATGTATGTGAA
TATGAATCTATCTTCGTTTTTCTACGTAATCAATCCTCTCATTTACCATTAAA
ATCTTTTCGCGTTTTTTTTGAGCGAATTTTTTTTTATGCAAAAAGAGAGCATC
TTGTAAAACTTTTTGCTAAAGATTTTTTGTATACTTTAACATTAACATTCTTC
AAGGATCCTAACATTCATTATGTTCGATATCAAGGAAAATGCATTCTGGCTT
CAAAGAATGCGCCTTTTTTGATGGATAAATGGAAACACTATTTTATCCATTT
ATGGCAATGTTTTTTTGATGTTTGGTCTCAACCAAGAACGATCAATATAAAC
CCATTATCCGAACATTCATTTAAGCTTTTAGGCTATTTTTCAAATGTGCGACT
AAATCGTTCAGTGGTACGGAGTCAAATGTTGCAAAATACATTTTTAATCGAA
ATTGTTATCAAAAAAATTGATATAATAGTTCCAATTCTTCCTCTAATTAGAT
CATTGGCTAAAGCGAAATTTTGTAATGTATTAGGGCAGCCCATTAGTAAGCC
GGTCTGGGCCGATTTCATCCGATTTTGATATTATTGACCGATTTTTGCGAAT
ATCCAGAAATCTTTTTCATTATTATAAAGGATCCTCAAAAAAAAAAAGTTTG
TATCGAATAAAGTATATACTTCGGCTTTCTTGTATTAAAACTTTGGCTTGTA
AACACAAAAGTACTGTACGCGCTTTTTTGAAAAGATCAGGTTCAGAAGAAT
TCTTGCAAGAATTCTTTACAGAGGAAGAAGAAATTCTTTTCTTTGATTTTCC
AAGAGATTCCTCTACTTGGGAAGAGGGTAGGAATTTCGATCCAAGAATTTT
CAACAATTTAAAATTTATTGGAAAATATTAACGT

Lens culnaris Medik. cv. Ozbek

CTCGCACTGGGTGAGATGCCCCTTTTTTTCATTTATTACGGCTGTTTCTTTGT
AATTGGAATAGTTTTATTACTACTAAAAATAAAAAATCGATTTCTACTTTTT
CAAAAATTAATCCAAGATTCTTCTTGTTCCTCTATAATTTTTATGTATGTGAA
TATGAATCTATCTTCGTTTTTCTACGTAATCAATCCTCTCATTTACCATTAAA
ATCTTTTCGCGTTTTTTTTGAGCGAATTTTTTTTTATGCAAAAAGAGAGCATC
TTGTAAAACTTTTTGCTAAAGATTTTTTGTATACTTTAACATTAACATTCTTC
AAGGATCCTAACATTCATTATGTTCGATATCAAGGAAAATGCATTCTGGCTT
CAAAGAATGCGCCTTTTTTGATGGATAAATGGAAACACTATTTTATCCATTT
ATGGCAATGTTTTTTTGATGTTTGGTCTCAACCAAGAACGATCAATATAAAC
CCATTATCCGAACATTCATTTAAGCTTTTAGGCTATTTTTCAAATGTGCGACT
AAATCGTTCAGTGGTACGGAGTCAAATGTTGCAAAATACATTTTTAATCGAA
ATTGTTATCAAAAAAATTGATATAATAGTTCCAATTCTTCCTCTAATTAGAT
CATTGGCTAAAGCGAAATTTTGTAATGTATTAGGGCAGCCCATTAGTAAGCC
GGTCTGGGCCGATTCATCCGATTTTGATATTATTGACCGATTTTTGCGAATA
TCCAGAAATCTTTCTCATTATTATAAAGGATCCTCAAAAAAAAAAAGTTTGT
ATCGAATAAAGTATATACTTCGGCTTTCTTGTATTAAAACTTTGGCTTGTAA
ACACAAAAGTACTGTACGCGCTTTTTTGAAAAGATCAGGTTCAGAAGAATT
CTTGCAAGAATTCTTTACAGAGGAAGAAGAAATTCTTTCTTTGATTTTCCAA
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GAGATCCTCTACCTTGAGACGTACTCGAAGAAATCGATATAGGATTTCAGA
GAAATAATAAT

Lens culnaris Medik. cv. Kafkas

CTCTTACATGGGGTGAAGATGCCCTTTTTTTCATTTATTACGGCTGTTTCTTT
GTAATTGGAATAGTTTTATTACTACTAAAAATAAAAAATCGATTTCTACTTT
TTCAAAAATTAATCCAAGATTCTTCTTGTTCCTCTATAATTTTTATGTATGTG
AATATGAATCTATCTTCGTTTTTCTACGTAATCAATCCTCTCATTTACCATTA
AAATCTTTTCGCGTTTTTTTTGAGCGAATTTTTTTTTATGCAAAAAGAGAGCA
TCTTGTAAAACTTTTTGCTAAAGATTTTTTGTATACTTTAACATTAACATTCT
TCAAGGATCCTAACATTCATTATGTTCGATATCAAGGAAAATGCATTCTGGC
TTCAAAGAATGCGCCTTTTTTGATGGATAAATGGAAACACTATTTTATCCAT
TTATGGCAATGTTTTTTTGATGTTTGGTCTCAACCAAGAACGATCAATATAA
ACCCATTATCCGAACATTCATTTAAGCTTTTAGGCTATTTTTCAAATGTGCG
ACTAAATCGTTCAGTGGTACGGAGTCAAATGTTGCAAAATACATTTTTAATC
GAAATTGTTATCAAAAAAATTGATATAATAGTTCCAATTCTTCCTCTAATTA
GATCATTGGCTAAAGCGAAATTTTGTAATGTATTAGGGCAGCCCATTAGTAA
GCCGGTCTGGGCCGATTCATCCGATTTTGATATTATTGACCGATTTTTGCGA
ATATCCAGAAATCTTTTTCATTATTATAAAGGATCCTCAAAAAAAAAAAGTT
TGTATCGAATAAAGTATATACTTCGGCTTTCTTGTATTAAAACTTTGGCTTGT
AAACACAAAAGTACTGTACGCGCTTTTTTGAAAAGATCAGGTTCAGAAGAA
TTCTTGCAAGAATTCTTTACAGAGGAAGAAGAAATTCTTTCTTTGATTTTCC
AAGAGATCCTCTACTTTGAAGAGGTTAC-

Lens culnaris Medik. cv. Firat-87

CTGACTGGGTGAGATGCCCCTTTTTTTCATTTATTACGGCTGTTTCTTTGTAA
TTGGAATAGTTTTATTACTACTAAAAATAAAAAATCGATTTCTACTTTTTCA
AAAATTAATCCAAGATTCTTCTTGTTCCTCTATAATTTTTATGTATGTGAATA
TGAATCTATCTTCGTTTTTCTACGTAATCAATCCTCTCATTTACCATTAAAAT
CTTTTCGCGTTTTTTTTGAGCGAATTTTTTTTTATGCAAAAAGAGAGCATCTT
GTAAAACTTTTTGCTAAAGATTTTTTGTATACTTTAACATTAACATTCTTCAA
GGATCCTAACATTCATTATGTTCGATATCAAGGAAAATGCATTCTGGCTTCA
AAGAATGCGCCTTTTTTGATGGATAAATGGAAACACTATTTTATCCATTTAT
GGCAATGTTTTTTTGATGTTTGGTCTCAACCAAAAACGATCAATATAAACCC
ATTATCCAAACATTCATTTAAGCTTTTAGGCTATTTTTCAAATGTGCGACTA
AATCGTTCAGTGGTACGGAGTCAAATGTTGCAAAATACATTTTTAATCGAAA
TTGTTATCAAAAAAATTGATATAATAGTTCCAATTTTTCCTCTAATTAGATC
ATTGGCTAAAGCGAAATTTTGTAATGTATTAGGGCAGCCCATTAGTAAGCC
GGTTTGGGCCGATTCATCCGATTTTGATATTATTGACCGATTTTTGGGAATA
TCCAGAAATCTTTCTCATTATTATAAAGGATCCTCAAAAAAAAAAAGTTTGT
ATCGAATAAAGTATATACTTCGGCTTTCTTGTATTAAAACTTTGGCTTGTAA
ACACAAAAGTACTGTACGCGCTTTTTTGAAAAGATCAGGTTCAGAAGAATT
CTTGCAAGAATTCTTTACAGAGGAAGAAGAAATTCTTTCTTTGATTTCCAAG
AGATCCTCTACTTGAGACTTTG
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Lens culnaris Medik. cv. Altintoprak

TKWWYTGGGATGAGWGCCCTTTTTTTCATTTATTACGGCTGTTTCTTTGTAA
TTGGAATAGTTTTATTACTACTAAAAATAAAAAATCGATTTCTACTTTTTCA
AAAATTAATCCMAGATTCTTCTTGKTCCTCTATAATTTTTATGTATGTGAAT
ATGAATCTATCTTCGTTTTTCTACGTAATCAATCCTCTCATTTACCATTAAAA
TCTTTTCGCGTTTTTTTTGAGCGAATTTTTTTTTATGCAAAAAGAGAGCATCT
TGTAAAACTTTTTGCTAAAGATTTTTTGTATACTTTAACATTAACATTCTTCA
AGGATCCTAACATTCATTATGTTCGATATCAAGGAAAATGCATTCTGGCTTC
AAAGAATGCGCCTTTTTTGATGGATAAATGGAAACACTATTTTATCCATTTA
TGGCAATGTTTTTTTGATGTTTGGTCTCAACCAAAAACGATCAATATAAACC
CATTATCCGAACATTCATTTAAGCTTTTAGGCTATTTTTCAAATGTGCGACTA
AATCGTTCAGTGGTACGGAGTCAAATGTTGCAAAATACATTTTTAATCGAAA
TTGTTATCAAAAAAATTGAAATAATAGKTCCAATTCTTCCTCTAATTAGATC
ATTGGCTAAAGCGAAATTTTGTAATGTATTAGGGCAGCCCATTAGTAARCCG
GTYTGGGCCGATTCATCCGATTTTGATATTATTGACCGATTTTTGCGAATAT
CCAGAAATCTTTCTCATTATTATAAAGGATCCTCAAAAAAAAAAGTTTGTAT
CGAATAAAGTATATACTTCGGCTTTCTTGTATTAAAACTTTGGCTTGTAAAC
ACAAAAGTACTGTACGCGCTTTTTTGAAAAGATCAGGTTCAGAAAAATTCTT
GCAAGAATTCTTTACAGAGGAAGAAGAAATTCTTTCTTTGATTTCCAAGAGA
TCCTCTTACTGAAGRT

Lens culnaris Medik. cv. Meyveci-2001

CATGAACTGGGTGAGATGCCCCTTTTTTTCATTTATTACGGCTGTTTCTTTGT
AATTGGAATAGTTTTATTACTACTAAAAATAAAAAATCGATTTCTACTTTTT
CAAAAATTAATCCAAGATTCTTCTTGTTCCTCTATAATTTTTATGTATGTGAA
TATGAATCTATCTTCGTTTTTCTACGTAATCAATCCTCTCATTTACCATTAAA
ATCTTTTCGCGTTTTTTTTGAGCGAATTTTTTTTTATGCAAAAAGAGAGCATC
TTGTAAAACTTTTTGCTAAAGATTTTTTGTATACTTTAACATTAACATTCTTC
AAGGATCCTAACATTCATTATGTTCGATATCAAGGAAAATGCATTCTGGCTT
CAAAGAATGCGCCTTTTTTGATGGATAAATGGAAACACTATTTTATCCATTT
ATGGCAATGTTTTTTTGATGTTTGGTCTCAACCAAGAACGATCAATATAAAC
CCATTATCCGAACATTCATTTAAGCTTTTAGGCTATTTTTCAAATGTGCGACT
AAATCGTTCAGTGGTACGGAGTCAAATGTTGCAAAATACATTTTTAATCGAA
ATTGTTATCAAAAAAATTGATATAATAGTTCCAATTCTTCCTCTAATTAGAT
CATTGGCTAAAGCGAAATTTTGTAATGTATTAGGGCAGCCCATTAGTAAGCC
GGTTTGGGCCGATTCATCCGATTTTGATATTATTGACCGATTTTTGCGAATAT
CCAGAAATCTTTCTCATTATTATAAAGGATCCTCAAAAAAAAAAAGTTTGTA
TCGAATAAAGTGTATACTTCGGCTTTCTTGTATTAAAACTTTGGCTTGTAAA
CACAAAAGTACTGTACGCGCTTTTTTGAAAAGATCAGGTTCAGAAGAATTCT
TGCAAGAATTCTTTACAGAGGAAGAAGAAATTCTTTCTTTGATTTTTCCAAG
AGATCCTCTACTTGAGACGTAG

Lens culnaris Medik. cv. Sultan-1

62



TGGATGAAGATGCCCTTTTTTTCTTTATTACGGCTGTTTCTTTGTAATTGGAA
TAGTTTTATTACTACTAAAAATAAAAAATCGATTTCTACTTTTTCAAAAATT
AATCCAAGATTCTTCTTGTTCCTCTATAATTTTTATGTATGTGAATATGAATC
TATCTTCGTTTTTCTACGTAATCAATCCTCTCATTTACCATTAAAATCTTTTC
GCGTTTTTTTTGAGCGAATTTTTTTTTATGCAAAAAGAGAGCATCTTGTAAA
ACTTTTTGCTAAAGATTTTTTGTATACTTTAACATTAACATTCTTCAAGGATC
CTAACATTCATTATGTTCGATATCAAGGAAAATGCATTCTGGCTTCAAAGAA
TGCGCCTTTTTTGATGGATAAATGGAAACACTATTTTATCCATTTATGGCAA
TGTTTTTTTGATGTTTGGTCTCAACCAAGAACGATCAATATAAACCCATTAT
CCGAACATTCATTTAAGCTTTTAGGCTATTTTTCAAATGTGCGACTAAATCG
TTCAGTGGTACGGAGTCAAATGTTGCAAAATACATTTTTAATCGAAATTGTT
ATCAAAAAAATTGATATAATAGTTCCAATTCTTCCTCTAATTAGATCATTGG
CTAAAGCGAAATTTTGTAATGTATTAGGGCAGCCCATTAGTAAGCCGGTTTG
GGCCGATTCATCCGATTTTGATATTATTGACCGATTTTTGCGAATATCCAGA
AATCTTTCTCATTATTATAAAGGATCCTCAAAAAAAAAAAGTTTGTATCGAA
TAAAGTATATACTTCGGCTTTCTTGTATTAAAACTTTGGCTTGTAAACACAA
AAGTACTGTACGCGCTTTTTTGAAAAGATCAGGTTCAGAAGAATTCTTGCAA
GAATTCTTTACAGAGGAAGAAGAAATTCTTTCTTTGATTTTCCAAGAGATCC
TCTACCTTGGAAGAT

Lens culnaris Medik. cv. Ankara Yesili

CTGGTGAGATGCCCTTTTTTTCATTTATTACGGCTGTTTCTTTGTAATTGGAA
TAGTTTTATTACTACTAAAAATAAAAAATCGATTTCTACTTTTTCAAAAATT
AATCCAAGATTCTCTTGTTCCTCTATAATTTTTATGTATGTGAATATGAATCT
ATCTTCGTTTTTCTACGTAATCAATCCTCTCATTTACCATTAAAATCTTTTCG
CGTTTTTTTTGAGCGAATTTTTTTTTATGCAAAAAGAGAGCATCTTGTAAAA
CTTTTTGCTAAAGATTTTTTGTATACTTTAACATTAACATTCTTCAAGGATCC
TAACATTCATTATGTTCGATATCAAGGAAAATGCATTCTGGCTTCAAAGAAT
GCGCCTTTTTTGATGGATAAATGGAAACACTATTTTATCCATTTATGGCAAT
GKTTTTTTGATGTTTGGTCTCAACCAACAACGATCAATATAAACCCATTATC
CGAACATTCATTTAAGCTTTTAGGCTATTTTTCAAATGTGCGACTAAATCGT
TCAGTGGTACGGAGTCAAATGTTGCAAAATACATTTTTAATCGAAATTGTTA
TCAAAAAAATTGATATAATAGTTCCAATTCTTCCTCTAATTAGATCATTGGC
TAAAGCGAAATTTTGTAATGTATTAGGGCAGCCCATTAGTAAGCCGGTTTGG
GCCGATTCATCCGATTTTGATATTATTGACCGATTTTTGCGAATATCCAGAA
ATCTTTCTCATTATTATAAAGGATCCTCAAAAAAAAAAAGTTTGTATCGAAT
AAAGTATATACTTCGGCTTTCTTGTATTAAAACTTTGGCTTGTAAACACAAA
AGTACTGTACGCGCTTTTTTGAAAAGATCAGGTTCAGAAGAATTCTTGCAAG
AATTCTTTACAGAGGAAGAAGAAATTCTTTCTTTGATTTTCCAAGAGATCCT
CTACTGGG

Lens culnaris Medik. cv. Ceren
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CTTGACTGGGTGAGATGCCCCTTTTTTTCATTTATTACGGCTGTTTCTTTGTA
ATTGGAATAGTTTTATTACTACTAAAAATAAAAAATCGATTTCTACTTTTTC
AAAAATTAATCCAAGATTCTTCTTGTTCCTCTATAATTTTTATGTATGTGAAT
ATGAATCTATCTTCGTTTTTCTACGTAATCAATCCTCTCATTTACCATTAAAA
TCTTTTCGCGTTTTTTTTGAGCGAATTTTTTTTTATGCAAAAAGAGAGCATCT
TGTAAAACTTTTTGCTAAAGATTTTTTGTATACTTTAACATTAACATTCTTCA
AGGATCCTAACATTCATTATGTTCGATATCAAGGAAAATGCATTCTGGCTTC
AAAGAATGCGCCTTTTTTGATGGATAAATGGAAACACTATTTTATCCATTTA
TGGCAATGTTTTTTTGATGTTTGGTCTCAACCAAGAACGATCAATATAAACC
CATTATCCGAACATTCATTTAAGCTTTTAGGCTATTTTTCAAATGTGCGACTA
AATCGTTCAGTGGTACGGAGTCAAATGTTGCAAAATACATTTTTAATCGAAA
TTGTTATCAAAAAAATTGATATAATAGTTCCAATTCTTCCTCTAATTAGATC
ATTGGCTAAAGCGAAATTTTGTAATGTATTAGGGCAGCCCATTAGTAAGCC
GGTCTGGGCCGATTCATCCGATTTTGATATTATTGACCGATTTTTGCGAATA
TCCAGAAATCTTTCTCATTATTATAAAGGATCCTCAAAAAAAAAAAGTTTGT
ATCGAATAAAGTATATACTTCGGCTTTCTTGTATTAAAACTTTGGCTTGTAA
ACACAAAAGTACTGTACGCGCTTTTTTGAAAAGATCAGGTTCAGAAGAATT
CTTGCAAGAATTCTTTACAGAGGAAGAAGAAATTCTTTCTTTGATTTTCCAA
GAGATCCTCTACTTGAGACGGTAGCGCAGGAATTCGAACATGATTTTCAGT
AAAATTGTAGTTTTTTGAAATATATAAAC

Lens culnaris Medik. cv. Bozok

CTCGACTGGGTGAGATGCCCCTTTTTTTCATTTATTACGGCTGTTTCTTTGTA
ATTGGAATAGTTTTATTACTACTAAAAATAAAAAATCGATTTCTACTTTTTC
AAAAATTAATCCAAGATTCTTCTTGTTCCTCTATAATTTTTATGTATGTGAAT
ATGAATCTATCTTCGTTTTTCTACGTAATCAATCCTCTCATTTACCATTAAAA
TCTTTTCGCGTTTTTTTTGAGCGAATTTTTTTTTATGCAAAAAGAGAGCATCT
TGTAAAACTTTTTGCTAAAGATTTTTTGTATACTTTAACATTAACATTCTTCA
AGGATCCTAACATTCATTATGTTCGATATCAAGGAAAATGCATTCTGGCTTC
AAAGAATGCGCCTTTTTTGATGGATAAATGGAAACACTATTTTATCCATTTA
TGGCAATGTTTTTTTGATGTTTGGTCTCAACCAAGAACGATCAATATAAACC
CATTATCCGAACATTCATTTAAGCTTTTAGGCTATTTTTCAAATGTGCGACTA
AATCGTTCAGTGGTACGGAGTCAAATGTTGCAAAATACATTTTTAATTGAAA
TTGTTATCAAAAAAATTGATATAATAGTTCCAATTCTTCCTCTAATTAGATC
ATTGGCTAAAGCGAAATTTTGTAATGTATTAGGGCAGCCCATTAGTAAGCC
GGTTTGGGCCGATTCATCCGATTTTGATATTATTGACCGATTTTTGCGAATAT
CCAGAAATCTTTCTCATTATTATAAAGGATCCTCAAAAAAAAAAAGTTTGTA
TCGAATAAAGTATATACTTCGGCTTTCTTGTATTAAAACTTTGGCTTGTAAA
CACAAAAGTACTGTACGCGCTTTTTTGAAAAGATCAGGTTCAGAAGAATTCT
TGCAAGAATTCTTTACAGAGGAAGAAGAAATTCTTTCTTTGATTTTTCCAGA
GATTGCTCTACTTTCGCACAGGTATCTAGGAATCGGACTTAGATTTCAGAAG
AATGTAGTATAGTGGATATAATA

Lens culnaris Medik. cv. Giimrah
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CTCAACTGGGTGAGATGCCCCTTTTTTTCATTTATTACGGCTGTTTCTTTGTA
ATTGGAATAGTTTTATTACTACTAAAAATAAAAAATCGATTTCTACTTTTTC
AAAAATTAATCCAAGATTCTTCTTGTTCCTCTATAATTTTTATGTATGTGAAT
ATGAATCTATCTTCGTTTTTCTACGTAATCAATCCTCTCATTTACCATTAAAA
TCTTTTCGCGTTTTTTTTGAGCGAATTTTTTTTTATGCAAAAAGAGAGCATCT
TGTAAAACTTTTTGCTAAAGATTTTTTGTATACTTTAACATTAACATTCTTCA
AGGATCCTAACATTCATTATGTTCGATATCAAGGAAAATGCATTCTGGCTTC
AAAGAATGCGCCTTTTTTGATGGATAAATGGAAACACTATTTTATCCATTTA
TGGCAATGTTTTTTTGATGTTTGGTCTCAACCAAGAACGATCAATATAAACC
CATTATCCGAACATTCATTTAAGCTTTTAGGCTATTTTTCAAATGTGCGACTA
AATCGTTCAGTGGTACGGAGTCAAATGTTGCAAAATACATTTTTAATCGAAA
TTGTTATCAAAAAAATTGATATAATAGTTCCAATTTTTCCTCTAATTAGATC
ATTGGCTAAAGCGAAATTTTGTAATGTATTAGGGCAGCCCATTAGTAAGCC
GGTTTGGGCCGATTCATCCGATTTTGATATTATTGACCGATTTTTGGGAATA
TCCAGAAATCTTTCTCATTATTATAAAGGATCCTCAAAAAAAAAAAGTTTGT
ATCGAATAAAGTATATACTTCGGCTTTCTTGTATTAAAACTTTGGCTTGTAA
ACACAAAAGTACTGTACGCGCTTTTTTGAAAAGATCAGGTTCAGAAGAATT
CTTGCAAGAATTCTTTACAGAGGAAGAAGAAATTCTTTCTTTGATTTTCCAA
GAGATCCTCTACTTGAGAGTAG

Lens culnaris Medik. cv. Karagiil

CTCGACTGGGTGAGATGCCCCTTTTTTTCATTTATTACGGCTGTTTCTTTGTA
ATTGGAATAGTTTTATTACTACTAAAAATAAAAAATCGATTTCTACTTTTTC
AAAAATTAATCCAAGATTCTTCTTGTTCCTCTATAATTTTTATGTATGTGAAT
ATGAATCTATCTTCGTTTTTCTACGTAATCAATCCTCTCATTTACCATTAAAA
TCTTTTCGCGTTTTTTTTGAGCGAATTTTTTTTTATGCAAAAAGAGAGCATCT
TGTAAAACTTTTTGCTAAAGATTTTTTGTATACTTTAACATTAACATTCTTCA
AGGATCCTAACATTCATTATGTTCGATATCAAGGAAAATGCATTCTGGCTTC
AAAGAATGCGCCTTTTTTGATGGATAAATGGAAACACTATTTTATCCATTTA
TGGCAATGTTTTTTTGATGTTTGGTCTCAACCAAGAACGATCAATATAAACC
CATTATCCGAACATTCATTTAAGCTTTTAGGCTATTTTTCAAATGTGCGACTA
AATCGTTCAGTGGTACGGAGTCAAATGTTGCAAAATACATTTTTAATCGAAA
TTGTTATCAAAAAAATTGATATAATAGTTCCAATTCTTCCTCTAATTAGATC
ATTGGCTAAAGCGAAATTTTGTAATGTATTAGGGCAGCCCATTAGTAAGCC
GGTCTGGGCCGATTCATCCGATTTTGATATTATTGACCGATTTTTGCGAATA
TCCAGAAATCTTTTTCATTATTATAAAGGATCCTCAAAAAAAAAAAGTTTGT
ATCGAATAAAGTATATACTTCGGCTTTCTTGTATTAAAACTTTGGCTTGTAA
ACACAAAAGTACTGTACGCGCTTTTTTGAAAAGATCAGGTTCAGAAGAATT
CTTGCAAGAATTCTTTACAGAGGAAGAAGAAATTCTTTCTTTGATTTTCCAA
GAGATCCTCTACTTGAGACATTG

Lens culnaris Medik. cv. Yerli Kirmizi

CGTGAACTGGGTGAGATGCCCCTTTTTTTCATTTATTACGGCTGTTTCTTTGT
AATTGGAATAGTTTTATTACTACTAAAAATAAAAAATCGATTTCTACTTTTT
CAAAAATTAATCCAAGATTCTTCTTGTTCCTCTATAATTTTTATGTATGTGAA
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TATGAATCTATCTTCGTTTTTCTACGTAATCAATCCTCTCATTTACCATTAAA
ATCTTTTCGCGTTTTTTTTGAGCGAATTTTTTTTTATGCAAAAAGAGAGCATC
TTGTAAAACTTTTTGCTAAAGATTTTTTGTATACTTTAACATTAACATTCTTC
AAGGATCCTAACATTCATTATGTTCGATATCAAGGAAAATGCATTCTGGCTT
CAAAGAATGCGCCTTTTTTGATGGATAAATGGAAACACTATTTTATCCATTT
ATGGCAATGTTTTTTTGATGTTTGGTCTCAACCAAGAACGATCAATATAAAC
CCATTATCCGAACATTCATTTAAGCTTTTAGGCTATTTTTCAAATGTGCGACT
AAATCGTTCAGTGGTACGGAGTCAAATGTTGCAAAATACATTTTTAATCGAA
ATTGTTATCAAAAAAATTGATATAATAGTTCCAATTTTTCCTCTAATTAGAT
CATTGGGTAAAGGGAAATTTTGTAATGTATTAGGGCAGCCCATTAGTAAGC
CGGTTTGGGCCGATTCATCCGATTTTGATATTATTGACCGATTTTTGCGAAT
ATCCAGAAATTTTTCTCATTATTATAAAGGATCCTCAAAAAAAAAAAGTTTG
TATCGAATAAAGTATATACTTCGGCTTTCTTGTATTAAAACTTTGGCTTGTA
AACACAAAAGTACTGTACGCGCTTTTTTGAAAAGATCAGGTTCAGAAGAAT
TCTTGCAAGAATTCTTTACAGAGGAAGAAGAAATTCTTTCTTTGATTTTCCA
AGAGATCCTCTACTTGAGAGGTAG

Lens culnaris Medik. cv. Sazak

CTGGCTGGGTGAGATGCCCCTTTTTTTCATTTATTACGGCTGTTTCTTTGTAA
TTGGAATAGTTTTATTACTACTAAAAATAAAAAATCGATTTCTACTTTTTCA
AAAATTAATCCAAGATTCTTCTTGTTCCTCTATAATTTTTATGTATGTGAATA
TGAATCTATCTTCGTTTTTCTACGTAATCAATCCTCTCATTTACCATTAAAAT
CTTTTCGCGTTTTTTTTGAGCGAATTTTTTTTTATGCAAAAAGAGAGCATCTT
GTAAAACTTTTTGCTAAAGATTTTTTGTATACTTTAACATTAACATTCTTCAA
GGATCCTAACATTCATTATGTTCGATATCAAGGAAAATGCATTCTGGCTTCA
AAGAATGCGCCTTTTTTGATGGATAAATGGAAACACTATTTTATCCATTTAT
GGCAATGTTTTTTTGATGTTTGGTCTCAACCAAGAACGATCAATATAAACCC
ATTATCCGAACATTCATTTAAGCTTTTAGGCTATTTTTCAAATGTGCGACTA
AATCGTTCAGTGGTACGGAGTCAAATGTTGCAAAATACATTTTTAATCGAAA
TTGTTATCAAAAAAATTGATATAATAGTTCCAATTCTTCCTCTAATTAGATC
ATTGGCTAAAGCGAAATTTTGTAATGTATTAGGGCAGCCCATTAGTAAGCC
GGTTTGGGCCGATTCATCCGATTTTGATATTATTGACCGATTTTTGCGAATAT
CCAGAAATCTTTCTCATTATTATAAAGGATCCTCAAAAAAAAAAAGTTTGTA
TCGAATAAAGTATATACTTCGGCTTTCTTGTATTAAAACTTTGGCTTGTAAA
CACAAAAGTACTGTACGCGCTTTTTTGAAAAGATCAGGTTCAGAAGAATTCT
TGCAAGAATTCTTTACAGAGGAAGAAGAAATTCTTTCTTTGATTTTCCAAGA
GATCCTCTACTGAGAGGTAG

Lens culnaris Medik. cv. Kay1

CTCGACTGGGTGAGATGCCCCTTTTTTTCATTTATTACGGCTGTTTCTTTGTA
ATTGGAATAGTTTTATTACTACTAAAAATAAAAAATCGATTTCTACTTTTTC

AAAAATTAATCCAAGATTCTTCTTGTTCCTCTATAATTTTTATGTATGTGAAT
ATGAATCTATCTTCGTTTTTCTACGTAATCAATCCTCTCATTTACCATTAAAA
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TCTTTTCGCGTTTTTTTTGAGCGAATTTTTTTTTATGCAAAAAGAGAGCATCT
TGTAAAACTTTTTGCTAAAGATTTTTTGTATACTTTAACATTAACATTCTTCA
AGGATCCTAACATTCATTATGTTCGATATCAAGGAAAATGCATTCTGGCTTC
AAAGAATGCGCCTTTTTTGATGGATAAATGGAAACACTATTTTATCCATTTA
TGGCAATGTTTTTTTGATGTTTGGTCTCAACCAAGAACGATCAATATAAACC
CATTATCCGAACATTCATTTAAGCTTTTAGGCTATTTTTCAAATGTGCGACTA
AATCGTTCAGTGGTACGGAGTCAAATGTTGCAAAATACATTTTTAATCGAAA
TTGTTATCAAAAAAATTGATATAATAGTTCCAATTCTTCCTCTAATTAGATC
ATTGGCTAAAGCGAAATTTTGTAATGTATTAGGGCAGCCCATTAGTAAGCC
GGTCTGGGCCGATTCATCCGATTTTGATATTATTGACCGATTTTTGCGAATA
TCCAGAAATCTTTCTCATTATTATAAAGGATCCTCAAAAAAAAAAAGTTTGT
ATCGAATAAAGTATATACTTCGGCTTTCTTGTATTAAAACTTTGGCTTGTAA
ACACAAAAGTACTGTACGCGCTTTTTTGAAAAGATCAGGTTCAGAAGAATT
CTTGCAAGAATTCTTTACAGAGGAAGAAGAAATTCTTTCTTTGATTTCCAAG
AGATCCTCTACTGAGACATTG

Lens culnaris Medik. cv. Ipek

CATGACTGGGTGAGATGCCCCTTTTTTTCATTTATTACGGCTGTTTCTTTGTA
ATTGGAATAGTTTTATTACTACTAAAAATAAAAAATCGATTTCTACTTTTTC
AAAAATTAATCCAAGATTCTTCTTGTTCCTCTATAATTTTTATGTATGTGAAT
ATGAATCTATCTTCGTTTTTCTACGTAATCAATCCTCTCATTTACCATTAAAA
TCTTTTCGCGTTTTTTTTGAGCGAATTTTTTTTTATGCAAAAAGAGAGCATCT
TGTAAAACTTTTTGCTAAAGATTTTTTGTATACTTTAACATTAACATTCTTCA
AGGATCCTAACATTCATTATGTTCGATATCAAGGAAAATGCATTCTGGCTTC
AAAGAATGCGCCTTTTTTGATGGATAAATGGAAACACTATTTTATCCATTTA
TGGCAATGTTTTTTTGATGTTTGGTCTCAACCAAGAACGATCAATATAAACC
CATTATCCGAACATTCATTTAAGCTTTTAGGCTATTTTTCAAATGTGCGACTA
AATCGTTCAGTGGTACGGAGTCAAATGTTGCAAAATACATTTTTAATCGAAA
TTGTTATCAAAAAAATTGATATAATAGTTCCAATTCTTCCTCTAATTAGATC
ATTGGCTAAAGCGAAATTTTGTAATGTATTAGGGCAGCCCATTAGTAAGCC
GGTTTGGGCCGATTCATCCGATTTTGATATTATTGACCGATTTTTGCGAATAT
CCAGAAATTTTTCTCATTATTATAAAGGATCCTCAAAAAAAAAAAGTTTGTA
TCGAATAAAGTATATACTTCGGCTTTCTTGTATTAAAACTTTGGCTTGTAAA
CACAAAAGTACTGTACGCGCTTTTTTGAAAAGATCAGGTTCAGAAGAATTCT
TGCAAGAATTCTTTACAGAGGAAGAAGAAATTCTTTCTTT

Lens culnaris Medik. cv. Orhas-2019

CTTGCACTGGGTGAAGATGCCCCTTTTTTTCATTTATTACGGCTGTTTCTTTG
TAATTGGAATAGTTTTATTACTACTAAAAATAAAAAATCGATTTCTACTTTT
TCAAAAATTAATCCAAGATTCTTCTTGTTCCTCTATAATTTTTATGTATGTGA
ATATGAATCTATCTTCGTTTTTCTACGTAATCAATCCTCTCATTTACCATTAA
AATCTTTTCGCGTTTTTTTTGAGCGAATTTTTTTTTATGCAAAAAGAGAGCAT
CTTGTAAAACTTTTTGCTAAAGATTTTTTGTATACTTTAACATTAACATTCTT
CAAGGATCCTAACATTCATTATGTTCGATATCAAGGAAAATGCATTCTGGCT
TCAAAGAATGCGCCTTTTTTGATGGATAAATGGAAACACTATTTTATCCATT
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TATGGCAATGTTTTTTTGATGTTTGGTCTCAACCAAGAACGATCAATATAAA
CCCATTATCCGAACATTCATTTAAGCTTTTAGGCTATTTTTCAAATGTGCGAC
TAAATCGTTCAGTGGTACGGAGTCAAATGTTGCAAAATACATTTTTAATCGA
AATTGTTATCAAAAAAATTGATATAATAGTTCCAATTCTTCCTCTAATTAGA
TCATTGGCTAAAGCGAAATTTTGTAATGTATTAGGGCAGCCCATTAGTAAGC
CGGTTTGGGCCGATTCATCCGATTTTGATATTATTGACCGATTTTTGCGAAT
ATCCAGAAATCTTTTTCATTATTATAAAGGATCCTCAAAAAAAAAAAGTTTG
TATCGAATAAAGTATATACTTCGGCTTTCTTGTATTAAAACTTTGGCTTGTA
AACACAAAAGTACTGTACGCGCTTTTTTGAAAAGATCAGGTTCAGAAGAAT
TCTTGCAAGAATTCTTTACAGAGGAAGAAGAAATTCTTTCTTTGATTTTCCA
AGAGATCCTCTACTTGAGACGTTAC-

Lens culnaris Medik. cv. Sanlibey

CGTGACTGGGTGAGATGCCCCTTTTTTTCATTTATTACGGCTGTTTCTTTGTA
ATTGGAATAGTTTTATTACTACTAAAAATAAAAAATCGATTTCTACTTTTTC
AAAAATTAATCCAAGATTCTTCTTGTTCCTCTATAATTTTTATGTATGTGAAT
ATGAATCTATCTTCGTTTTTCTACGTAATCAATCCTCTCATTTACCATTAAAA
TCTTTTCGCGTTTTTTTTGAGCGAATTTTTTTTTATGCAAAAAGAGAGCATCT
TGTAAAACTTTTTGCTAAAGATTTTTTGTATACTTTAACATTAACATTCTTCA
AGGATCCTAACATTCATTATGTTCGATATCAAGGAAAATGCATTCTGGCTTC
AAAGAATGCGCCTTTTTTGATGGATAAATGGAAACACTATTTTATCCATTTA
TGGCAATGTTTTTTTGATGTTTGGTCTCAACCAAGAACGATCAATATAAACC
CATTATCCGAACATTCATTTAAGCTTTTAGGCTATTTTTCAAATGTGCGACTA
AATCGTTCAGTGGTACGGAGTCAAATGTTGCAAAATACATTTTTAATCGAAA
TTGTTATCAAAAAAATTGATATAATAGTTCCAATTCTTCCTCTAATTAGATC
ATTGGCTAAAGCGAAATTTTGTAATGTATTAGGGCAGCCCATTAGTAAGCC
GGTCTGGGCCGATTCATCCGATTTTGATATTATTGACCGATTTTTGCGAATA
TCCAGAAATCTTTCTCATTATTATAAAGGATCCTCAAAAAAAAAAAGTTTGT
ATCGAATAAAGTATATACTTCGGCTTTCTTGTATTAAAACTTTGGCTTGTAA
ACACAAAAGTACTGTACGCGCTTTTTTGAAAAGATCAGGTTCAGAAGAATT
CTTGCAAGAATTCTTTACAGAGGAAGAAGAAATTCTTTCTTTGATTTTCCAA
GAGATCCTCTACTTCGCAAGGTTATCTAGGATTCGGAAATTAGTATTAGAGA
GAAGATCGGGAGTGGGAATATATA

Lens culnaris Medik. cv. Atacan

CTTTTTGACTGGGTGAAGATGCCCCTTTTTTTCATTTATTACGGCTGTTTCTT
TGTAATTGGAATAGTTTTATTACTACTAAAAATAAAAAATCGATTTCTACTT
TTTCAAAAATTAATCCAAGATTCTTCTTGTTCCTCTATAATTTTTATGTATGT
GAATATGAATCTATCTTCGTTTTTCTACGTAATCAATCCTCTCATTTACCATT
AAAATCTTTTCGCGTTTTTTTTGAGCGAATTTTTTTTTATGCAAAAAGAGAGC
ATCTTGTAAAACTTTTTGCTAAAGATTTTTTGTATACTTTAACATTAACATTC
TTCAAGGATCCTAACATTCATTATGTTCGATATCAAGGAAAATGCATTCTGG
CTTCAAAGAATGCGCCTTTTTTGATGGATAAATGGAAACACTATTTTATCCA
TTTATGGCAATGTTTTTTTGATGTTTGGTCTCAACCAAGAACGATCAATATA
AACCCATTATCCGAACATTCATTTAAGCTTTTAGGCTATTTTTCAAATGTGC
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GACTAAATCGTTCAGTGGTACGGAGTCAAATGTTGCAAAATACATTTTTAAT
CGAAATTGTTATCAAAAAAATTGATATAATAGTTCCAATTCTTCCTCTAATT
AAATCATTGGCTAAAGCGAAATTTTGTAATGTATTAGGGCAGCCCATTAGTA
AGCCGGTCTGGGCCGATTCATCCGATTTTGATATTATTGACCGATTTTTGGG
AATATCCAGAAATTTTTCTCATTATTATAAAGGATCCTCAAAAAAAAAAAGT
TTGTATCGAATAAAGTATATACTTCGGCTTTCTTGTATTAAAACTTTGGCTTG
TAAACACAAAAGTACTGTACGCGCTTTTTTGAAAAGATCAGGTTCAGAAGA
ATTCTTGCAAGAATTCTTTACAGAGGAAGAAGAAATTCTTTCTTTGATTTCC
AAGAGATCCTCTACTTGGAGAAGGTTG

Lens culnaris Medik. cv. Yazlik Yesil

CTTGTACTGGGTGAGATGCCCCTTTTTTTCATTTATTACGGCTGTTTCTTTGT
AATTGGAATAGTTTTATTACTACTAAAAATAAAAAATCGATTTCTACTTTTT
CAAAAATTAATCCAAGATTCTTCTTGTTCCTCTATAATTTTTATGTATGTGAA
TATGAATCTATCTTCGTTTTTCTACGTAATCAATCCTCTCATTTACCATTAAA
ATCTTTTCGCGTTTTTTTTGAGCGAATTTTTTTTTATGCAAAAAGAGAGCATC
TTGTAAAACTTTTTGCTAAAGATTTTTTGTATACTTTAACATTAACATTCTTC
AAGGATCCTAACATTCATTATGTTCGATATCAAGGAAAATGCATTCTGGCTT
CAAAGAATGCGCCTTTTTTGATGGATAAATGGAAACACTATTTTATCCATTT
ATGGCAATGTTTTTTTGATGTTTGGTCTCAACCAAGAACGATCAATATAAAC
CCATTATCCGAACATTCATTTAAGCTTTTAGGCTATTTTTCAAATGTGCGACT
AAATCGTTCAGTGGTACGGAGTCAAATGTTGCAAAATACATTTTTAATCGAA
ATTGTTATCAAAAAAATTGATATAATAGTTCCAATTTTTCCTCTAATTAGAT
CATTGGCTAAAGCGAAATTTTGTAATGTATTAGGGCAGCCCATTAGTAAGCC
GGTTTGGGCCGATTCATCCGATTTTGATATTATTGACCGATTTTTGCGAATAT
CCAGAAATCTTTCTCATTATTATAAAGGATCCTCAAAAAAAAAAAGTTTGTA
TCGAATAAAGTATATACTTCGGCTTTCTTGTATTAAAACTTTGGCTTGTAAA
CACAAAAGTACTGTACGCGCTTTTTTGAAAGGATCAGGTTCAGAAGAATTCT
TGCAAGAATTCTTTACAGAGGAAGAAGAAATTCTTTCTTTGATTTCCAAGAG
ATCCTCTACTTGAGAGGGTAG-

Lens culnaris Medik. cv. Emre-20

CTCGCACTGGGTGAGATGCCCCTTTTTTTCATTTATTACGGCTGTTTCTTTGT
AATTGGAATAGTTTTATTACTACTAAAAATAAAAAATCGATTTCTACTTTTT
CAAAAATTAATCCAAGATTCTTCTTGTTCCTCTATAATTTTTATGTATGTGAA
TATGAATCTATCTTCGTTTTTCTACGTAATCAATCCTCTCATTTACCATTAAA
ATCTTTTCGCGTTTTTTTTGAGCGAATTTTTTTTTATGCAAAAAGAGAGCATC
TTGTAAAACTTTTTGCTAAAGATTTTTTGTATACTTTAACATTAACATTCTTC
AAGGATCCTAACATTCATTATGTTCGATATCAAGGAAAATGCATTCTGGCTT
CAAAGAATGCGCCTTTTTTGATGGATAAATGGAAACACTATTTTATCCATTT
ATGGCAATGTTTTTTTGATGTTTGGTCTCAACCAAGAACGATCAATATAAAC
CCATTATCCGAACATTCATTTAAGCTTTTAGGCTATTTTTCAAATGTGCGACT
AAATCGTTCAGTGGTACGGAGTCAAATGTTGCAAAATACATTTTTAATCGAA
ATTGTTATCAAAAAAATTGATATAATAGTTCCAATTCTTCCTCTAATTAGAT
CATTGGCTAAAGCGAAATTTTGTAATGTATTAGGGCAGCCCATTAGTAAGCC
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GGTCTGGGCCGATTCATCCGATTTTGATATTATTGACCGATTTTTGCGAATA
TCCAGAAATCTTTCTCATTATTATAAAGGATCCTCAAAAAAAAAAGTTTGTA
TCGAATAAAGTATATACTTCGGCTTTCTTGTATTAAAACTTTGGCTTGTAAA
CACAAAAGTACTGTACGCGCTTTTTTGAAAAGATCAGGTTCAGAAGAATTCT
TGCAAGAATTCTTTACAGAGGAAGAAGAAATTCTTTCTTTGATTTTCCAAGA
GATCCTCTACTTGAGAGTTG-

Lens culnaris Medik. cv. Mansur

CTTTGATCTGGGTGAGATGCCCCTTTTTTTCATTTATTACGGCTGTTTCTTTG
TAATTGGAATAGTTTTATTACTACTAAAAATAAAAAATCGATTTCTACTTTT
TCAAAAATTAATCCAAGATTCGTCTTGTTGCTCTATAATTTTTATGTATGTGA
ATATGAATCTATCTTCGTTTTTCTACGTAATCAATCCTCTCATTTACCATTAA
AATCTTTTCGCGTTTTTTTTGAGCGAATTTTTTTTTATGCAAAAAGAGAGCAT
CTTGTAAAACTTTTTGCTAAAGATTTTTTGTATACTTTAACATTAACATTCTT
CAAGGATCCTAACATTCATTATGTTCGATATCAAGGAAAATGCATTCTGGCT
TCAAAGAATGCGCCTTTTTTGATGGATAAATGGAAACACTATTTTATCCATT
TATGGCAATGTTTTTTTGATGTTTGGTCTCAACCAAGAACGATCAATATAAA
CCCATTATCCGAACATTCATTTAAGCTTTTAGGCTATTTTTCAAATGTGCGAC
TAAATCGTTCAGTGGTACGGAGTCAAATGTTGCAAAATACATTTTTAATCGA
AATTGTTATCAAAAAAATTGATATAATAGTTCCAATTCTTCCTCTAATTAGA
TCATTGGCTAAAGGGAAATTTTGTAATGTATTAGGGCAGCCCATTAGTAAGC
CGGTTTGGGCCGATTCATCCGATTTTGATATTATTGACCGATTTTTGCGAAT
ATCCAGAAATCTTTCTCATTATTATAAAGGATCCTCAAAAAAAAAAAGTTTG
TATCGAATAAAGTATATACTTCGGCTTTCTTGTATTAAAACTTTGGCTTGTA
AACACAAAAGTACTGTACGCGCTTTTTTGAAAAGATCAGGTTCAGAAGAAT
TCTTGGAAGAATTCTTTACAGAGGAAGAAGAAATTCTTTCTTTGATTTTCCA
AGAGATCCTCTACTTGGAGACGATTCG-

Lens culnaris Medik. cv. Kanada

CTTGGACTGGGTGAGATGCCCCTTTTTTTCATTTATTACGGCTGTTTCTTTGT
AATTGGAATAGTTTTATTACTACTAAAAATAAAAAATCGATTTCTACTTTTT
CAAAAATTAATCCAAGATTCTTCTTGTTCCTCTATAATTTTTATGTATGTGAA
TATGAATCTATCTTCGTTTTTCTACGTAATCAATCCTCTCATTTACCATTAAA
ATCTTTTCGCGTTTTTTTTGAGCGAATTTTTTTTTATGCAAAAAGAGAGCATC
TTGTAAAACTTTTTGCTAAAGATTTTTTGTATACTTTAACATTAACATTCTTC
AAGGATCCTAACATTCATTATGTTCGATATCAAGGAAAATGCATTCTGGCTT
CAAAGAATGCGCCTTTTTTGATGGATAAATGGAAACACTATTTTATCCATTT
ATGGCAATGTTTTTTTGATGTTTGGTCTCAACCAAGAACGATCAATATAAAC
CCATTATCCGAACATTCATTTAAGCTTTTAGGCTATTTTTCAAATGTGCGACT
AAATCGTTCAGTGGTACGGAGTCAAATGTTGCAAAATACATTTTTAATCGAA
ATTGTTATCAAAAAAATTGATATAATAGTTCCAATTCTTCCTCTAATTAGAT
CATTGGCTAAAGCGAAATTTTGTAATGTATTAGGGCAGCCCATTAGTAAGCC
GGTTTGGGCCGATTCATCCGATTTTGATATTATTGACCGATTTTTGCGAATAT
CCAGAAATTTTTCTCATTATTATAAAGGATCCTCAAAAAAAAAAAGTTTGTA
TCGAATAAAGTATATACTTCGGCTTTCTTGTATTAAAACTTTGGCTTGTAAA
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CACAAAAGTACTGTACGCGCTTTTTTGAAAAGATCAGGTTCAGAAGAATTCT
TGCAAGAATTCTTTACAGAGGAAGAAGAAATTCTTTCTTTTGATTTTTCCAA
AGAGATTCCTTCTACTTTTGCAGAGGTTTATCTAGAAATTCGGGATTTAGTT
TTCTGCAGAAGATAATAGACATGGGCATTATATAACC

Lens culnaris Medik. cv. Sahan

CTTGACTGGGTGAGATGCCCCTTTTTTTCATTTATTACGGCTGTTTCTTTGTA
ATTGGAATAGTTTTATTACTACTAAAAATAAAAAATCGATTTCTACTTTTTC
AAAAATTAATCCAAGATTCTTCTTGTTCCTCTATAATTTTTATGTATGTGAAT
ATGAATCTATCTTCGTTTTTCTACGTAATCAATCCTCTCATTTACCATTAAAA
TCTTTTCGCGTTTTTTTTGAGCGAATTTTTTTTTATGCAAAAAGAGAGCATCT
TGTAAAACTTTTTGCTAAAGATTTTTTGTATACTTTAACATTAACATTCTTCA
AGGATCCTAACATTCATTATGTTCGATATCAAGGAAAATGCATTCTGGCTTC
AAAGAATGCGCCTTTTTTGATGGATAAATGGAAACACTATTTTATCCATTTA
TGGCAATGTTTTTTTGATGTTTGGTCTCAACCAAGAACGATCAATATAAACC
CATTATCCGAACATTCATTTAAGCTTTTAGGCTATTTTTCAAATGTGCGACTA
AATCGTTCAGTGGTACGGAGTCAAATGTTGCAAAATACATTTTTAATCGAAA
TTGTTATCAAAAAAATTGATATAATAGTTCCAATTCTTCCTCTAATTAGATC
ATTGGCTAAAGCGAAATTTTGTAATGTATTAGGGCAGCCCATTAGTAAGCC
GGTTTGGGCCGATTCATCCGATTTTGATATTATTGACCGATTTTTGCGAATAT
CCAGAAATCTTTCTCATTATTATAAAGGATCCTCAAAAAAAAAAAGTTTGTA
TCGAATAAAGTATATACTTCGGCTTTCTTGTATTAAAACTTTGGCTTGTAAA
CACAAAAGTACTGTACGCGCTTTTTTGAAAAGATCAGGTTCAGAAGAATTCT
TGCAAGAATTCTTTACAGAGGAAGAAGAAATTCTTTCTTTGATTTTCCAAGA
GATCCTCTACTTGAGAGTAG

Lens culnaris Medik. cv. Eva-2017

CTTGGTCTGGGTGAAGATGCCCCTTTTTTTCATTTATTACGGCTGTTTCTTTG
TAATTGGAATAGTTTTATTACTACTAAAAATAAAAAATCGATTTCTACTTTT
TCAAAAATTAATCCAAGATTCTTCTTGTTCCTCTATAATTTTTATGTATGTGA
ATATGAATCTATCTTCGTTTTTCTACGTAATCAATCCTCTCATTTACCATTAA
AATCTTTTCGCGTTTTTTTTGAGCGAATTTTTTTTTATGCAAAAAGAGAGCAT
CTTGTAAAACTTTTTGCTAAAGATTTTTTGTATACTTTAACATTAACATTCTT
CAAGGATCCTAACATTCATTATGTTCGATATCAAGGAAAATGCATTCTGGCT
TCAAAGAATGCGCCTTTTTTGATGGATAAATGGAAACACTATTTTATCCATT
TATGGCAATGTTTTTTTGATGTTTGGTCTCAACCAAGAACGATCAATATAAA
CCCATTATCCGAACATTCATTTAAGCTTTTAGGCTATTTTTCAAATGTGCGAC
TAAATCGTTCAGTGGTACGGAGTCAAATGTTGCAAAATACATTTTTAATCGA
AATTGTTATCAAAAAAATTGATATAATAGTTCCAATTCTTCCTCTAATTAGA
TCATTGGCTAAAGCGAAATTTTGTAATGTATTAGGGCAGCCCATTAGTAAGC
CGGTTTGGGCCGATTCATCCGATTTTGATATTATTGACCGATTTTTGCGAAT
ATCCAGAAATTTTTCTCATTATTATAAAGGATCCTCAAAAAAAAAAAGTTTG
TATCGAATAAAGTATATACTTCGGCTTTCTTGTATTAAAACTTTGGCTTGTA
AACACAAAAGTACTGTACGCGCTTTTTTGAAAAGATCAGGTTCAGAAGAAT
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TCTTGCAAGAATTCTTTACAGAGGAAGAAGAAATTCTTTCTTTGATTTTCCA
AGAGATCCTCTACTTGAGACGTAC

Lens culnaris Medik. cv. Yirekli

TYWWYYGGGTGAGAWGCCCTTTTTTTCATTTATTACGGCTGTTTCTTTGTAA
TTGGAATAGTTTTATTACTACTAAAAATAAAAAATCGATTTCTACTTTTTCA
AAAATTAATCCAAGATTCTTCTTGKTCCTCTATAATTTTTATGTATGTGAATA
TGAATCTATCTTCGTTTTTCTACGTAATCAATCCTCTCATTTACCATTAAAAT
CTTTTCGCGTTTTTTTTGAGCGAATTTTTTTTTATGCAAAAAGARAGCATCTT
GKAAAACTTTTTGCTAAAGATTTTTTGTATACTTTAACATTAACATTCTTCAA
GGATCCTAACATTCATTATGTTCGATATCAAGGAAAATGCATTCTGGCTTCA
AAGAATGSGCCTTTTTTGATGGATAAATGGAAACACTATTTTATCCATTTAT
GGCAATGTTTTTTTGATGTTTGGTCTCAACCAARAACGATCAATATAAACCC
ATTATCCGAACATTCATTTAAGCTTTTAGGCTATTTTTCAAATGKGCGACTA
AATCGTTCAGTGGTACGGAGTCAAATGTTGCAAAATACATTTTTAATCGAAA
TTGTTATCAAAAAAATTGATATAATAGTTCCAATTCTTCCTCTAATTAGATC
ATTGGCTAAAGCGAAATTTTGTAATGTATTAGGGCAGCCCATTAGTAAGCC
GGTCTGGGCCGATTCATCCGATTTTGATATTATTGACCGATTTTTGCGAATA
TCCAGAAATCTTTCTCATTATTATAAAGGATCCTCAAAAAAAAAAAGTTTGT
ATCGAAWAAAGTAWATACTTCGGCCTTTCTTGTATWAAAMCTTTGGCTTGT
AAACACAAAAGTACTGTWCGCGCTTTTTTTGAAARATCAGGTTCAGAAGAT
TYCTTGCAAGATTCTTTACAGAGAGARRAATTCTTTCTTGATTTTCCARGRAT
TCYTCTACYTGGARAAGGTWTCYTARAAATCGGAATGTMGTATTTGGAWW
WTTWA
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