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Bu caligmada SSR markérleri kullanarak mercimek (Lens culinaris Medik.) bitkisinin molekiiler
karakterizasyonu amaglanmistir. Caligmada Tiirkiye ve yurtdisinda tescil edilen 35 ¢esit ve 6 yabani
tiire ait 12 aksesyon kullanilmistir. Calismada 13 SSR markoérii kullanilmis ve 44 polimorfik bant elde
edilmistir. Veriler NTSYS-PC 2.0 istatistik programi ile analiz edilmistir. Denemede kullanilan
mercimek genotipleri arasinda genetik benzerlik ve uzaklik matrisi olusturularak dendogram elde
edilmistir. Calisma sonuglarina gore kullanilan mercimek genotipleri 2 ana kol olusturmustur. Tescilli
Tiirk ¢esitleri bu ana kollardan birinin iginde yer almis olup kendi igerisinde iki gurup olusturmustur.
Tirkiye’de tescil edilen mercimek ¢esitlerinin bulundugu ana kol igerisinde L. culinaris, L. orientalis,
L. odemensis, L. montbretti ve L. nigricans yer almaktadir. Yabanci tescilli gesitler Tirk tescilli
gesitlerinin bulundugu ana kol arasinda yer almaktadir. L. culinaris ve L. orientalis tiirlerinin
Giineydogu Bolgesinde yetistirilen Firat-87 Cagil-2004 ve Seyran gibi ¢esitlerle yakin olmasi bu
yabani tiirlerin gen kaynaginin bu bélge oldugu goriisiinii desteklemektedir.

ANAHTAR SOZCUKLER: Mercimek, SSR markérleri, Molekiiler karakterizasyon
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CHARACTERISATION OF LENTIL SPECIES AND CULTIVARS USING SSR (Simple
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The objective of this study was to evaluate genetic diversity in lentil (Lens culinaris Medik.) using
SSR (Simple Sequence Repeats) markers. Thirty five lentil cultivars released in Turkey and abroad
and 6 wild species of lentil with 12 accessions were evaluated in the study. Data were analyzed using
NTSYS PC 2.0 computer software to determine genetic diversity among the genotypes. Thirteen SSR
markers that produced 44 scorable polymorphic bands were used to evaluate lentil genotypes. An
unweighted pair- group method with arithmetic averages (UPGMA) cluster analysis results indicated
two main groupings. Cultivars released in Turkey and abroad including wild species of L. culinaris, L.
orientalis, L. odemensis, L. montbretti and L. Nigricans were in the first group. Close genetic
distances between wild species of L. culinaris, L. Orientalis and lentil cultivars (Firat-87, Seyran-96
and Cagil) commonyl grown in South Anatolia supported the views of the gene center of these wild
species.

KEYWORDS: Lentil, SSR markers, Moleculer diversity,
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1. GIRIS

Tarimim baslangict ile kiiltiire alindig1r bilinen mercimek (Lens culinaris
Medik) kendine tozlanabilen, diploid (2n=14) ve tek yillik serin iklim baklagil
bitkisidir (Yagmur ve Kaydan, 2004). Mercimek, havanin serbest azotunu topraga
baglayabilen, genellikle hububatlarla miinavebe halinde yetistirilen, sap ve samani
ise hayvan beslenmesinde kullanilan ve en Onemlisi de yiiksek oranda protein

icermesinden dolay1 insan beslenmesinde kullanilan 6nemli bir baklagildir.

Mercimek gelismis yan koklere sahip olup kazik koklidiir. Yiizeye yakin yan
kokler etrafinda ¢imlenmeden 15 giin sonra olusup ¢iceklenme baslangici ile sayilari
diismeye baslayan nodiiller azot fiksasyonu yaparlar (Sehirali, 1988). Gelismekte
olan iilkelerde mercimek bitkisi besin agisindan fakir topraklarda az yada hig
gilibrelemeden yetistirilebilmektedir. Bu durum bitkinin kék yapismim gelismis
olmasi ile ilgilidir (Gahoonia ve ark., 2006). Bitki otsu gévdeye sahip olup bitki boyu
genotip ve ¢evre kosullarina baglh olarak 15-75 cm arasinda degisir. Bilesik yaprak
formuna sahip olan mercimekte yapraklar 1-8 yaprak¢iktan olusmakta ve {ist
yapraklar siiliikle sonlanmaktadir. Cigekler salkim formunda beyaz, mor, mavi
renklerde olabilmektedir. Meyvesi bakladir ve her baklada 1-2 tohum olabilir.
Bitkiye bilimsel ismi olan Lens culinaris ad1 tohumunun lens sekline benzemesi
nedeniyle 1787°de Alman botanik¢i ve fizik¢i olan Medikus tarafindan verilmistir

(Cubero ve ark., 1981).

Mercimek yaygin olarak Hindistan’1in belli bolgeleri, Orta Dogu, Kuzey Afrika,
Giliney Avrupa, Kuzey ve Giiney Amerika ve Avustralya’da yetistirilmektedir.
Diinya genelinde (yaklasik 48 iilkede) 3.63 milyon hektar alanda toplam 3.59 milyon
tonluk iiretime sahip olup 988 kg/ha verim alinmaktadir (FAO 2009). Mercimegin %
58’1 Asya llkelerinde yetistirilirken, % 37’si Bat1 Asya ve Kuzey Afrika iilkelerinde
yetistirilmektedir (Muehlbauer, 2006; Furman ve Baum, 2006).

Mercimek Tiirkiye’de dnemli bir baklagil iirtinii olup, ekim alan1 yillara gore

dalgalanma gostermektedir. Giincel verilere gore iilkemiz yillik mercimek iiretimi
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yaklagik 210.000 hektar alanda 302.000 ton olup, ortalama verimi 1436 kg/ha ile
diinya ortalamasmm (1000 kg/ha) iistiindedir (FAO, 2009). TUIK (2010), verilerine
gore 2010 yilinda kirmizi mercimek ekim alani1 211600 ha, iiretim 422000 ton ve
verim 2000 kg/ha iken, yesil mercimek ekim alani1 22800 ha, 25400 ton tiretim ve

dekara verim ise 111 kg’dur.

Baklagiller diinya niifusunun beslenmesinde gerekli proteinin yaklasik
%10’unu karsilamaktadir. Tiirkiye’de giinliik olarak tiiketilen 74,2 g bitkisel kaynakli
proteinin yaklasik % 10.5’ini (7.8 g) baklagillerden bununda %76’sm1 (5.9 g) nohut
ve mercimekten karsilanmaktadir. 1995-2002 yillar1 arasinda kisi basina ortalama
diinya mercimek tiiketimi 0.5 kg olurken iilkemizde bu rakam 5.78 kg olarak

gerceklesmistir (Aydogan ve ark., 2002).

Lens grubunda, kiiltire alimmis L. culinaris Medik. ssp. culinaris, yabani L.
culinaris ssp. orientalis bulunmaktadir. Ayrica, 5 tane ilave tiir daha tanimlanmaistir.
Yabani tiirler genellikle Akdeniz c¢evresinde dagilim gosterirken, L. culinaris ssp.
orientalis doguda Asya’nin ortalarina kadar uzanmaktadir. ICARDA (International
Center for Agricultural Research in the Dry Areas) tarafindan belirtilen rapora gore
Lens taksonomik olarak L. culinaris ssp. orientalis, L. odemensis, L. ervoides ve L.
nigricans olarak 4 gruba ayrilmaktadir (Ferguson ve ark., 1998, Ferguson ve Erskine,

2001).

Mercimek dort yabani ata olan Lens culinaris, Lens ervoides, Lens lamottei ve
Lens nigricans ve Lens culinaris’in alt tirleri olan L. culinaris ssp. orientalis, L
culinaris ssp. odemensis, L. culinaris ssp tomentosus tan olusur. Bu tiirler arasinda L.
culinaris orientalis giinimiizde kiiltiiri yapilan mercimegin progenitoriidiir (ata
bitki) (Hamwieh ve ark., 2009). Tirkiye mercimegin 6nemli gen merkezlerinden
biridir ve yabani mercimek tiirlerinden L.culinaris, L.orientalis, L.odemensis,
L.nigricans, L.ervoides ve L. tomentosus bitkileri dogal florada yetismektedir

(Ladizinsky, 1997).
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Islah calismalarin da temel amag, bitkilerin genetik yapilarinda
gerceklestirilecek degisiklik ile ortaya cikacak gesitlilikten yararlanarak yapilacak
seleksiyon yoluyla daha kaliteli, 6nceki ¢eside oranla yiiksek verimli, hastalik ve
zararhlara dayanikli ve adaptasyon yetene§i yiiksek olan yeni cesitlerin miimkiin
oldugunca kisa siirede elde edilmesini saglamaktir. Bitki 1slahinda melezlemeler
yoluyla genetik islemlerin ve seleksiyonun etkinligi arttirilmaya calisilmaktadir.

Bunlar ¢ok uzun zaman alan, ¢ok is giicii gerektiren ve yiiksek maliyetli islemlerdir.

Gilintimiize kadar uygulanan klasik 1slah programlar1 sayesinde bitkisel
diriinlerin kalite ve miktarlarindaki gelismeler g6z ard1 edilemez bir gercektir. Ancak,
hastalik ve zararlilara dayaniklilik basta olmak tizere kiiltiir bitkilerinin diger bir¢cok
tarimsal ozelliklerinin iyilestirilmesinde klasik 1slah yontemleri cogu zaman yetersiz
kalmakta ya da oldukca uzun bir zamana ihtiya¢ duyulmaktadir. Oysaki son yillarda
cok hizla gelisen bitki biyoteknolojisi teknikleri sayesinde tarimsal 6neme sahip
genler farkli bitki tiirlerinden veya organizmalardan izole edilerek, kiiltiir ¢esitlerine

kolayca aktarilabilmektedir (Ozcan ve ark., 2001).

Molekiiler markorlerin ¢esitli tipleri (6rnegin RFLP; Restriction Fragment
Length Polymorphisim; AFLP, Amplified Fragment Length Polymorphisim; RAPD,
Random-Amplified Polymorphic DNA; ISSR, Inter-SSR Amplification) mercimek
koleksiyonlarinda allelik c¢esitliliginin belirlenmesinde kullanilirken son yillarda
degisik bitkilerde yaygin kullanim alan1 olan SSR (Simple Sequence Repeats, basit
dizi tekrarlar1) markorleri ile mercimekte molekiiler karakterizasyon caligmalari

sinirl seviyede kalmistir (Babayeva ve ark., 2009).

BDT (Basit dizi tekrarlari, mikosatelitler veya Simple Sequence Repeats),
DNA belirleyicilerinin genomda c¢ok bulunmasi, yiiksek derecede bilgi icermesi,
polimeraz zincir reaksiyonu analizlerinin yapilabilmesi ve primer sekanslarin
yayinlar araciligiyla laboratuarlar arasinda iletisimin kolayligi da gbz Oniine
alindiginda, bu markorlerin pek cok bitkisel genetik uygulamalarda faydali olacagi
aciktir (Akkaya ve Yalin, 1996).
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Islah yOntemlerinin basaris1 bu yontemlerin temelini olusturan seleksiyon
islemlerinin basaris1 ile dogrudan ilgilidir. Ciinkii 1slah calismalar1 seleksiyonla
baslar ve yine seleksiyonla son bulur (Yiice ve ark, 2010). Klasik 1slah
yontemlerinde Oncelikle yerel cesitlerin genetik varyasyonlar1 géz Oniine alinir. Bu
yeterli olmazsa baglangic materyallerine bagvurulur. Bu ¢esitlilik i¢cinde arzu edilen
genotipler secilir kombinasyon 1slahi, hibrid 1slahi, poliploidi 1slaht gibi bir dizi
yontemler kullanilir. Bu yOntemler olduk¢a uzun zaman alan ve fazla isgiicii

gerektiren iglemlerdir.

Gilintimiizde genetik tanimlamalarda kullanilan tekniklerin basinda morfolojik,
protein ve DNA belirleyicileri gelmektedir. DNA belirleyicileri, diger tekniklere
oranla daha giivenilir olmalari, ¢evreden etkilenmeyisleri, bitkilerin gelismelerinin
her asamasinda kullanilabilmeleri ve genis bir varyasyon gdstermeleri gibi
avantajlar1 nedeniyle yaygin olarak kullanilmaktadir. Molekiiler belirleyiciler,
mercimek gibi kompleks genom yapisma sahip bitki tiirlerinde sagladiklar1

kolayliklar nedeniyle daha ¢ok tercih edilmektedir.

Bu calismada Tirkiye icin onem teskil eden bitkilerden mercimekte SSR
markorleri kullanarak Tirkiye ve Kanada’da gelistirilen tescilli mercimek
cesitlerinin ve yabani mercimek tiirlerinin molekiiler karakterizasyonu yapilarak

cesitler arasindaki genetik benzerlik ve farkliliklarin belirlenmesi amaglanmustir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Bitkilerin genetik potansiyellerinin amaca uygun bi¢gimde yonlendirilmesi
acisindan protein, izoenzim ve DNA markorleri gibi molekiiler markorlerin gerek
arastirma gerekse uygulamada kullanimi biiyiik 6nem kazanmakta ve bitki 1slahinda
bunlardan yararlanma olanaklar1 arastirilmaktadir. Molekiiler markorler ile yapilan
bitki karakterizasyonu caligmalariyla bitkilerin genetik tabanlari hakkinda bilgiler
elde edilmekte ve elde edilen bu bilgilerin 1slah ¢aligmalarinda kullanimi 6nem

tasimaktadir.

Bitki 1slahinda kantitatif (nitelik) karakterleri etkileyen genlerin klasik 1slah
metoduyla aktarilmasmda 6zellikle baglanti siiriiklenmesi (linkage drag) gibi bir¢cok
problemle karsilasilmaktadir (Sonmezoglu ve ark., 2010). Geleneksel veya klasik
1slah metotlarinin basarisini etkileyen tekniklerin basinda markor destekli seleksiyon
gelmektedir. Markor destekli seleksiyon tarimsal agidan 6nem arz eden ve birden
fazla gen veya lokus tarafindan kontrol edilen karakterlerin etkin bir sekilde

aktarilmasmi saglar (Yildirim, 2005).

2.1. Genetik Markorler

Kalitim sekilleri morfolojik, biyokimyasal ve DNA diizeyinde izlenebilen
karakterlere genetik markorler denir (Yildirim ve Kandemir, 2001). Bu karakterlerin
markor olarak isimlendirilmelerinin nedeni, ¢alisilan organizmadaki ilgilenilen diger
ozellikler hakkinda, dolayli da olsa, bilgi saglamalaridir. Molekiiler markérler,
DNA’nin aktif bdlgelerinden veya herhangi bir genetik kodlama fonksiyonuna sahip
olmayan DNA dizilerinden gelistirilebilirler (Yildrim ve Kandemir, 2001).
Kromozom iizerinde yer gosteren kiigiik bir DNA pargasi, gen veya genin bir pargast
ya da genler arasindaki bir DNA dizilimi ve bir tiir i¢erisindeki bireyler arasindaki
farklilig1 gosteren bir isaret gibi farkli tanimlar yapmakta miimkiindiir (Bovenhuis ve

Meuwissen, 1996).
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Genetik  markorlerin -+ birgok  kullanim  alan1  bulunmaktadir.  Gerek
organizmalarda ¢esitligin ve akrabalilk derecesinin incelenmesi, parmak
izicaligmalari, genetik, fiziksel haritalarin ¢ikarilmasi gerekse cesitli stres etmenleri
ile iligkili genom bdlgelerinin bulunmasi ve genom yapis1 hakkinda bilgi edinilmesi

calismalarinda DNA markor teknolojisi kullanilmaktadir (Uncuoglu, 2010).

Genetik markorlerin - kullanim alanlari; genetik haritalarin  hazirlanmasi,
dogrudan gen etiketlenmesi, genlerin klonlanmasi ve genetik parmak izi analizi

olarak siralanir (Ozcan ve ark., 2001).

Genetik Parmak izi Analizi:

DNA profilinin ya da genetik parmak izinin tasarlanabileceginin baslangici
Leicester Universitesi biyologlarindan Alec J. Jeffereys’in kas liflerinde oksijen
tastyan bir protein olan miyoglobin geni iizerine yaptigi ¢alismalarla bulunmustur.
Jeffereys buldugu bu segmentleri minisatalit olarak adlandrmistir. Ciinkii bu
segmentler kiiciik ve genin ¢ok yakinlarinda olup aslinda bir genin tasarimini
olustururlar (Romero ve ark., 2009). Parmak izi analizi genetik materyallerin
birbirleriyle benzerlik veya farkliliklarmin saptanmasmi amaclar giider. Genetik
markorlerdeki varyasyonun genlerdeki varyasyonu temsil ettigi varsayimindan
hareketle parmak izi analizinde markorlerin kullanimi fikri dogmustur. Parmak izi
analizinde ayni anda genomun pek ¢ok yerine dair bilgi saglayan markorler yaygin
olarak kullanilmaktadir. Sonucta genetik materyaller arasinda farklilik gosteren
lokuslarin oranlar1 belirlenir. Bu tip analizler bitki 1slah programina alinacak
materyallerin se¢iminde kullanilir ve varyasyonu yiiksek olan hatlarmn kullanimi ile
1slahg1 daha genis bir degisim i¢inde istediklerini segcme sansima sahip olur (Ozcan ve
ark, 2001). Tim yiiksek yapili organizmalarin genomlarmdaki bir veya daha fazla
ozelligin karaterizasyonu DNA bantlarinin ortaya koyulmas: ile olur. Farkli
biiyiikliikteki ve farkli sayidaki DNA bantlarinin ortaya koyulmasi ile her birey i¢in
DNA parmak izi elde edilmis olur.
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2.1.1. Morfolojik Markérler

Morfolojik markdrler, ¢cok uzun zamandir bilinmelerine ragmen sayilarinin az
olusu yaninda ¢evreden ve diger etmenlerden etkilenmeleri nedeniyle fazlaca

kullanilmamaktadirlar. Esas avantajlar1 analizlerinin kolay olmasidir.

Morfolojik markorlerin  avantajlar1  genellikle dominant olmalar1 ve
analizlerinin ¢ok kolay olmasidir. Morfolojik markdrlerin dezavantajlar1 ise sayica az
olmalari, heterezigotlar1 belirleyememeleri, mutasyonlarla olusmus olabilmeleri ve

cevresel faktorlerden kolayca etkilenmeleridir.

Ahmad ve ark. (1997), krolla rengi, govdedeki antosiyanin, cicek rengi gibi
morfolojik markdrleri kullanarak Lens cinsindeki tiirleri smiflandiwrmislardir. Lens
cinsine ait 22 Ornekte morfolojik karakterlerle genetik iligkiler arastirilmis ve L.
culinaris ssp. orientalis, L. nigricans ve L. odemensis ayn1 grupta toplandig1 fakat L.

ervoides ve L.culinaris ssp culinaris ayri ayr1 guruplarda toplandigi belirlenmistir.

Solmaz ve Sar1 (2009), 134 kavun (Citrullus lanathus) hattinda morfolojik
ozelliklerin karakterizasyonunu belirlemislerdir. Calismada 134 hat UPOV
tanimlanma listesine gore 56 kalitatif karakter (6 fide, 4 bitki, 11 yaprak, 5 ¢icek, 23

meyve ve 7 tohum) morfolojik olarak karakterize edilmistir.

2.1.2. Protein Markorleri

Protein markorleri, depo proteinleri ve enzim proteinleri olmak {iizere iki ana
gruba ayrilir. Depo proteinleri bir jel iizerinde hareket ettirilip boyandiklarinda, farkl
genotiplerde ortaya cikan yapi farkliliklar1 genetik markor olarak kullanilabilir.
Enzim markorleri de kendi arasinda iki gurup altinda incelemektedirler. Bunlar
alloenzimler ve izoenzimlerdir. Alloenzimle birbirinden ayri edilebilen allelleri
bulunan enzimleri ifade eder. izoenzimler ise farkli genler tarafindan iiretilen fakat

birbirine ¢ok benzeyen enzimleri ifade eder. Enzim markdrlerinin avantajlari,
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kodominant olmalari, analizleri ¢abuk, ucuz ve giivenilir olmasi, ¢cevreden ve diger
lokuslardan etkilenmemeleri, morfolojik markorlerden sayica fazla olmalaridir.Buna
karsin dezavantajlar1 olarak da sayilarinin ¢ok az olmasi ve bazi izoenzimlerin ancak

0zel dokularda ve belli bir gelisme periyodunda aktif olmalaridir.

Balkaya ve Yanmaz (2002), tarafinda taze tiiketime hazir olarak gelistirilen 15
fasulye cesidi ile iilkemizde ticari olarak yetistirilen 5 taze fasulye ¢esidi lizerinde
morfolojik cesit dzellikleri dikkate almmarak hem de protein markorleri yardimi ile
tanimlanmalar1 ¢alismasin1 yapmislardir. Arastirma sonucunda cesitlerin  hem
morfolojik hem de protein bant sayisi ile bant uzunluklar1 yoniinden farklilik

gosterdiklerini belirlemislerdir.

Mercimekte genetik cesitlilik ¢alismalar1t genelde morfolojik 6zellikler,
izoenzim ve tohumdaki protein oranlar1 bakimindan incelenmistir. Fakat bu
markorler sadece kisith  polimorfizim gostermekte ve c¢evre sartlarindan

etkilenmektedirler.

2.1.3. DNA markorleri

DNA markorleri farkli genotiplere ait DNA niikleik asit dizilisi farkliligini
cesitli sekillerde ortaya koyan markorlerdir. Niikleik asit temeline dayali genetik
markorlerin genom analizinde kullanimi 1slahgilar acisindan ihtiyag duyulan bir
alandir. Bu markorler kullanilarak genetik varyasyon arastirilabilir, tiirlerin
taksonomik tanimlanmasi yapilip filogenetik akrabaliklar1 bulunabilir. Molekiiler
seviyedeki cesitlilik bilgilerinin gen bankalarinda gen kaynaklarmin korunmasi
stratejilerinde ve yabani gen kaynaklarmm 1slah programma alinmasmin

baslanmasinda 6nemli bilgilerin elde edilmesini saglarlar (Babayeva ve ark., 2009).

Molekiiler markorler goriiniir 6zelliklere dayanan morfolojik markodrlerden ve
genlerin iirlinii olan proteinlere dayanan biyokimyasal markdrlerden farkli olarak
DNA diizeyindeki analizlerle saptandiklarindan dolayr DNA markorleri olarak

bilinirler. Molekiiler markorler ile genomda herhangi bir gen bdlgesi ya da gen
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bolgesi ile iliskili biyolojik etkisi olmayan ve sonraki nesillere aktarilan DNA parcasi

temsil edilmektedir (Uncuoglu, 2010).

Molekiiler markorler genel olarak kalitatif ve kantitatif 6zelliklerin 1slahinda
seleksiyon siiresini kisaltarak maliyetleri diisiirmekte ve buna ilaveten genetik
baglant1 haritalar1 olusturulmasinda, ¢esit tanimlamasi ve korunmasinda, genotipler
aras1 akrabalik derecelerinin belirlenmesinde kullanilmaktadir. Genetik parmak izi
calismalar1 genetik c¢esitlilik ve genetik kaynaklarin etkin korunmasit ve
muhafazasinda kullanilacak metotlar hakkinda Onemli bilgiler vermektedir
(Babayeva ve ark., 2009). Soy agac1 analizleri, baglant1 haritalamalar1 ve seleksiyon

programlarinda kullanilabilir.

DNA markorleri; DNA melezleme markorleri ve polimeraz zincir reaksiyonu
kullanimina dayalt DNA c¢ogaltim markorleri olmak tizere iki baglik altinda

toplanirlar.

2.1.3.1. DNA Melezleme Markorleri

RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism)

Kesilmis parca uzunluk polimorfizmi olarak adlandirilirlar. Tanima yerinin baz
dizilisi degisikligi farkli genotipler arasinda polimorfizmin bir sebebidir. Ancak bu
polimorfizim daha yaygin olarak kesim enzimin tanidig1 iki kesim bodlgesi arasinda
parca eklenmesi veya ¢ikmasindan kaynaklanir. RFLP markorlerinden faydalanmak
kisa Omiirlii radyo aktif materyal kullanim1 gerektirir, bu durum sinirlayict etmendir
(Uncuoglu, 2010). RFLP analizi, hiicreden izole edilen genomik DNA’nin belirli bir
noktadan niikleik asit dizilislerini taniyan DNA kesim enzimlerince spesifik olarak
kesilmesi ve prob (sonda) DNA’nin melezlendigi DNA etrafindaki farkli kesim

yapilarinin saptanmasi esasina dayanir (Ozcan ve ark., 2001).

RFLP tekniginin tiirler, cinsler hatta familyalar arasinda transferi miimkiindiir.

Giivenilirdir, bu sayede farkli laboratuarlarda ve farkli arastiricilar tarafindan ayni
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sonuclara ulasilabilmektedir. RFLP markdrleri kodominant 6zellikte olduklari i¢in
heterozigotlarin belirlenmesinde ve karakterizasyonlarinda kullanilmaktadirlar ve
orta diizeyde polimorfizim gdstermeleri bu markdrlerin avantajlar1 arasindadir. Bu
teknigin bazi1 dezavantajlarida mevcuttur. Bunlar; analizleri pahali, fazla zaman alic1
ve c¢ok fazla is giicii gerektirmektedir. Cogu durumda yaygin olarak radyoaktif
etiketleme yontemi kullanilmaktadrr. Yiiksek kaliteli DNA’ya ihtiya¢c vardir. Az
kopya edilen dizilerin genomlarda belli noktalarda kiimelenmelerinden dolayr RFLP
markorleri genom iizerinde rastgele dagilim gostermezler. Bu durum haritalamada

biiyiik bosluklar olusturacagi i¢in olumsuz etkiler.

2.1.3.2. PZR Kullanimmna Dayanan Molekiiler Markorler

Bu markdrler polimorfik bolgelerin ¢ogaltimindaki farkliligi saptamak
amaciyla cesitli tipteki primerlerin PZR kullanimma dayanir. PZR, hiicrede normal
sartlar altinda gerceklesebilen dogal DNA replikasyonunun laboratuar sartlarinda
ozel ‘termocycler’ yardimi ile gergeklesmesi olayina denir. Diger bir tanimlama ile
PZR, genetik materyaller (DNA ve RNA) lizerinden secilmis, bir veya birden fazla
oligoniikleotid primerler ve saflastirilarak elde edilmis olan tag polimeraz enzimleri
kullanilarak bir otomatik termocycel sistemi yardimiyla invitro sartlar altinda
cogaltilma metodudur (Devrim ve Kaya, 2004). PZR isleminde amag, dizilimi

bilinen iki bolge arasinda bulunan bir DNA par¢asini cogaltmaktir.

PZR, cift iplikli bir DNA molekiiliinde, hedef dizilere iki oligoniikleotid
primerin baglanmas1 ve uzamasi esasmna dayanir. Amplimer olarak adlandirilan
oligoniikleotid primerler, kalip DNA molekiilii yiiksek sicaklik derecelerinde
denatiire edildikten sonra, tek iplikli DNA molekiilleri {izerinde kendilerine
tamamlayict olan bdlgelerde melezlenirler. Primerlerin, spesifik olan hedef dizilere
baglanmasi diisiik sicaklik derecelerinde gerceklesir. DNA polimeraz enzimi, uygun
tampon ve dort ¢esit ANTP varliginda pirimerlerin 3’ hidroksil ucundan uzamasini
saglar. Boylece kalip DNA ipligine tamamlayici olan yeni DNA molekiili

sentezlenmis olur (Devrim ve Kaya, 2004).

10
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PZR teknigi giinlimiizde bircok farkli alanda yaygin olara kullanilmaktadir.

Bunlar, tan1 ve teshis, genetik yapis1 degistirilmis bitki ve organizmalarin tespiti,

molekiiler klonlama (DNA klonlamasi) ve DNA baz dizilislerinin belirlenmesi ile

genetik akrabalik ve adli tip vakalarinin ¢oziimlenmesi.

Farkli genotiplerde DNA dizilisinin farkli olmasi nedeniyle ayni primerlerin

kullanilmasi ile farklit DNA {iriinleri elde edilir. Bu farkli iretimler genetik markor

olarak kullanilmaktadir. Bu sekilde ¢ok degisik DNA markoér tipleri gelistirilmistir.
Molekiiler genetik laboratuarlarinda PZR kullanimma dayali SSR, AFLP, RAPD ve
ISSR gibi DNA markorleri rutin bir sekilde basariyla kullanilmaktadir. Asagida SSR,
RAPD, AFLP ve ISSR markér tekniklerinin Ingilizce ve Tiirkge isimleri Cizelge

2.1’de verilmistir.

Cizelge 2.1.Yaygn olarak kullanilan molekiiler markor teknikleri

Teknikler | ingilizce Ad Tiirkce Acik Adi
Amplified Fragment Length Cogaltilmis Parca uzunhgu
AFLP . - .
Polymorphism Polimorfizmi
Restiriction Fragment Length Kesilmis Papga uzunlugu
RFLP . : .
Polymorphism Polimortizmi
Cleaved Amplified Polymorphic Boliinerek Cogaltilmis
CAPS . .S
Sequences Polimortik diziler
. . . e Cogaltilmigs DNA
DAF DNA Amplification Fingerprinting Parmakizi
ISSR Inter-SSR Amplification Raslantisal Basit Dizi
Tekrari
. . Raslantisal Cogaltilmis
RAPD Random-Amplified Polymorphic DNA Polimorfik DNA
SSR Simpel Sequence Repeats Basit Dizi Tekrar1
Sekans1 Tanimlanmig
Sequence Characterized Amplified
SCAR . Cogaltilmis Bolge
Region
Polimortizmi
Tek niikleotid
SNP Single Niikleotit Polimorfizim

Polimorfizmi

11
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RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA - Rastlantisal ¢ogaltilms
plimorfik DNA)

RAPD ilk defa 1990°’da rastgele secilmis primerlerin kullanildigi ve PZR’1
temel alan bir teknik olarak ortaya ¢cikmustir. Rastgele ¢ogaltilmis polimorfik DNA
olarak adlandirilir. 6-10 niikleotid uzunlugundaki baslatict DNA’lar kullanilarak
genom lzerinde rastgele bolgelerin DNA amplifikasyonu gerceklestirilir.
Polimorfizimler —primer baglanma noktalarindaki mutasyon yada dizi
degisikliklerinin sonucunda, bantlarin varligi1 ve yokluguna dayanilarak belirlenir.
Yontemin temel prensibi, ilgili olan tiire ait genomik DNA {izerinde rastgele
secilmis, tek bir 9-10 bp oligoniikleotidin, diisiik baglanma sicakliginda tesadiifi
olarak PZR ile ¢ogalma yapmasidir (Ozaydm, 2004). Cabuk sonuc¢ vermesi, ucuz
olmas1 ve az is giicii gerektirmesi ile az miktarda DNA ile calisilabilmesi ve
polimorfizim oranin yliksek olmasi teknigin avantajlaridir. Glivenirliliginin sinirlt
olmasi, farkli laboratuarlarda farkli sonuglar hatta bir "termocycler’’ cihazindan
digerine farkli sonug¢ verebilmesi, dominant markdr olmasi ve bu yolla elde edilen
markorlerin diger haritalara transferde yasanan zorluklardir teknigin dezavantajlar1

arasmdadir.

AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphizm - Cogaltilmis Parca

Uzunlugu Plimorfizmi)

Cogaltilan parca uzunlugu polimorfizmi olarak adlandirilir. AFLP teknigi
RAPD tekniginin dezavantajlarin1 gidermek iizere gelistirilmistir. Bu teknikte
genomik DNA Once birisi alti, digeri dort taban taniyan iki kesim enzimi tarafindan
kesilir. Kesilen pargalarin uglarma niikleotid dizilisi sentetik olan DNA’lar eklenir.
Eklenen sentetik DNA’nin niikleotid dizilisini de tasiyan baslatict DNA’lar
(primerler) kullanimiyla nispeten spesifik DNA ¢ogaltimi yapilir. Bu ¢ogaltma iki
asamada gergeklestirilir. {lk asamada, her iki ugtan DNA kesim enzimlerinin tanidig1
diziden sonraki ilk niikleotide gore segici ¢ogaltimin yapildigi 6n iiretim yapilir. Asil

iretimde On tiretimde elde edilen parcalarin kullanimiyla kesim enzimi tanima

12
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yerinden sonraki ikinci ve tliglincli niikleotidler i¢in secici liretim yapilir. Biitlin
baslaticilar sentetik uclarm niikleotid dizilisini de tasidigi icin iiretim oldukca
spesifik sartlarda yapilmis olur (Zabeau, 1993). Uretilen pargaciklar bir baz uzunlugu
farklarin1 dahi ayirt edebilen poliakrilamid jel (dizileme/sekanslama jeli) lizerinde
hareket ettirilerek farkli genotiplere ait farklilik gosteren pargaciklar tespit edilir. Bu
teknik RAPD’den yavas fakat RFLP tekniginden hizlidir, masraf, is giicii ve
giivenirlilik acisindan RAPD ve AFLP arasindadir. Cok sayida ayn1 anda etkili bir
sekilde tarama yapmasi nedeni ile parmak izi analizine ¢ok uygundur. Sayilart RAPD
ve RFLP’den daha fazladir. Teknigin uygulanmasinda genomik DNA’nin
bilinmesine gerek yoktur. Polimorfizm oranmi c¢ok yiiksektir ve bu Ozelliklerinden
dolayr otomasyona uygundur. Teknik bazi dezavantajlara da sahiptir bunlar,
cogunlukla dominant markor verirler. Ancak son zamanlarda kodominant markdrde

verdigi bildirilmistir. Farkli genetik haritalar arasinda transferleri giigtiir.

SSR (Simple Sequence Repeats - Basit Dizi Tekrari)

Basit dizi tekrarlar1 biitiin 6karyotik genomlarda bulunmakta ve genom boyunca
1-6 niikleotid uzunlugundaki motiflerin ardisik sirali tekrarlardan meydana
gelmektedir. Bu diziler DNA replikasyonunda hatalar sonucu olusurlar. Bu motifler
ornegin (AT)n, (GT)n, (ATT)n, (GACA)n seklinde gosterilmekte ve n ardisik tekrar
sayisin1  belirtmektedir. SSRmarkdrleri olarak bilinen mikrosatalitler genetik

cesitliligin belirlenmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Lapitan ve ark., 2007).

Mikrosatelitleri ¢evreleyen DNA dizileri genellikle ayni tiiriin bireyleri arasinda
korunmus olduklarindan, farkli genotiplerde cakisan SSR’larin PZR primerleri ile
cogaltilarak se¢imine izin vermektedir. Ardistk SSR tekrarlarinin sayisindaki
farklilik, PZR sonucu farkli uzunlukta par¢ca ¢ogaltimiyla sonuglanir. Bu tekrarlar
cok yakin tiir ve cesitler arasinda dahi tekrarlanan {initelerin sayisinda degisiklige yol
acan mutasyonlar nedeni ile oldukca polimorfiktir (Gupta ve ark.,1994). SSR’lar1
cevreleyen korunmus DNA dizileri primer olarak kullanilarak PZR metodu
vasitasiyla bir lokustaki farkli alleller tespit edilebilir. Ancak bu metodun

kullanilabilmesi i¢in 1ilgili lokuslara ait primer sekanslarmnin 6nceden bilinmesi

13



2. ONCEKIi CALISMALAR Umran A. YILDIRIM

gerekir. Ancak kullanilacak primerler belirlendikten sonra farkli arastirmacilar
tarafindan rahatlikla kullanilabilmektedir. SSR primerlerinin iiretiminde genel olarak
¢ farkli yaklagim bulunmaktadir: a) Genomik DNA kiitiiphanelerinin SSR
oligonukleotidleri ile hibridizasyonuyoluyla gézlenmesi, b) DNA veri bankalarinda
SSR’larin arastirilmasi, ¢) Akraba bitki tiirlerinde gelistirilmis olan SSR-spesifik

primerlerinin kullanimidir (Ozcan ve ark., 2001).

SSR-spesifik primer ¢iftleri (ileri ve geri ¢alisan primerler) PZR ¢ogaltimi i¢in
mikrosatelitleri gevreleyen diziler temel alinarak dizayn edilirler. Mikrosatelitlerin en
onemli dezavantaji yeni markor gelistirilmesinin glicligiidiir. Yeni markor
gelistirilmesi i¢in genomik DNA klonlarmin tekrarlanan oligonukleotid iceren
problarla melezlenme yoluyla bulunmasi, niikleotid dizilerinin belirlenmesi ve yan
yana tekrarlanan yapilarin baslangic ve bitis yerlerine 6zel baslatict DNA’lar
gelistirilmesi gerekmektedir. Bu da oldukga is giicii gerektiren pahali bir iglemdir.
Buna karsin SSR’lar yiiksek oranda polimorfik olduklarindan bitkilerde oldukca
fazla bilgi vericidir. Ayrica esbaskin (kodominant) olmalar1 ve PZR kolayligina sahip
olmast da kullanim oranini artrrmaktadir. SSR teknigi sahip oldugu avantajlari
nedeniyle bitkilerde genetik haritalama calismalarinda kullanimi her gecen giin

artmaktadir.

ISSR (Inter Simple Sequence Repeats-Rastlantisal Basit Dizi Tekrar)

ISSR yontemi, okaryotik genomlarda tekrar eden 2, 3, 4, 5 gibi nukleotid
birimlerin lokustan bagimsiz bir sekilde genomda rastgele dagilimlarini esas alan
RAPD yontemine gore ¢cok daha hassas ve tekrarlanabilirligi yiiksek olan bir yontem
olarak One c¢ikmaktadir. ISSR markorlerinin genetik ¢esitliligin belirlenmesinde,
filogenetik c¢aligmalarda, genom haritalarinin  olusturulmasinda ve evrim
biyolojisinde bir¢ok tarla bitkisinde uygulanabilecek yararli bir teknik oldugu rapor
edilmistir. RAPD markorleri gibi ISSR markorleri de kullanimi hizli, uygulanmasi
kolay fakat primerleri daha uzun olduklarindan giivenilirlikleri fazladir (Bornet ve

Branchard, 2001).
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2.2. Genetik Cesitlilik Calismalan

Abo-elwafa ve ark. (1995), mercimekte intra ve interspesifik ¢esitlerin RAPD
markorleri ile ortaya ¢ikarilmasi ¢alismasinda 20 kiiltiirii yapilan culinaris hatt1 ve 16
yabani akraba ile ¢alismislardir. Calismada 50 skorlanabilir bant iiretilmis olup
bunlarin %90°n1 polimorfik olarak tespit edilmistir. Genetik mesafenin basit uyumlu
katsay1 (simple matching coefficient) ile hesaplanan calismada L. culinaris ssp.

tiirliniin L. orientalis’in progenitor oldugubelirlenmistir.

Ahmad ve ark. (1996), RAPD markérleri kullanarak Lens tiirleri ve ebeveyn
tirler ve interspesifik hibritler arasindaki genetik akrabaliklar1 belirlemiglerdir.
Arastirmacilar bu c¢alismayla kiiltiirii yapilan mercimeklerin RAPD markdori
yardimiyla orijinlerinin belirlenmesi ve mercimek gen kaynaklari i¢inde genetik
cesitlilik oranin1 Olgmeyi amaclamislardir. 3 kiiltiir ¢esidi ve 4 yabani tiiriin
kullanildig1 ¢alismada 158 bant iiretilmis ve skorlanmistir. Arastirmacilar kiiltiiri
yapilan tiirlerin genetik ¢esitliliginin yabani tiirlere oranla dar oldugunu, L. culinaris
ssp. orientalistiirlerinin, kiiltiir ¢esitlerinin progenitéri  oldugunu ve Lens
interspesifik  hibritlerinde genetik materyallerin tasmmasi1 06zel oldugunu

belirtmislerdir.

Sharma ve ark. (1996), 6 Kkiiltiir c¢esidi populasyonu ve bunlarin yabani
akrabalarmi temsil eden 56 mercimek hatti ile mercimegin genetik cesitlilik ve
akrabalik derecesini AFLP analizi ve RAPD analizi ile kiyaslanmasi ¢aligmasinda,
her iki metodunda mercimegin akrabalik derecesi ile ilgili benzer sonuglar verdigini
belirlemislerdir. Calismada ayrica AFLP tekniginin RAPD’e oranla daha yiiksek

seviyede polimorfizim gdsterdigi belirlenmistir.
Nagaoka ve Ogihara (1997), diploid, tetraploid ve hekzaploid iiyeleri iceren 6

bugday aksesyonunda ISSR markorleri ile yapilan genetik akrabalik ve cesitlilik
sonuclarimmm RAPD ve RFLP ile yapilan sonuglarla aymi olduklarint ve ISSR
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markorlerinin - genotiplerde kullanom ve gilivenirliliginin  yiiksek oldugunu

bildirilmislerdir.

Ahmad ve ark. (1997), lens tiirleri ve onlarin interspesifik hibritlerinin
arasindaki akrabalik ve genetik ¢esitliligin SDS-PAGE (sodium dodecyl sulphat
polyacrylamide gel elektrophoresis)’le belirlenmesi ¢aligmasini  yapmuglardir.
Calismada Kkiiltiirii yapilan mercimek tohumun proteinleri, yabani akrabalar1 (L.
culinaris ssp. orientalis, L. odemensis, L. ervoides, L. nigricans) ve bunlarin F1
generasyonlar1 kullanilmistir. Protein bantlar1 bulunup bulunmama durumlarina gére
skor edilmis olup genetik mesafe ‘spilt decomposition analysis’ ile hesaplanmis ve
L.culinaris ssp. orientalis, L. odemensis kiiltiir ¢esitlerinin progenitorii oldugu, hibrid
Fl’ler ise ebeveynlerinden farkli derecede genetik benzerlik gdosterdikleri

belirlenmistir.

Barrett ve Kidwell (1998), Kuzeybat1 Pasifik’te toplamda 56 bugday
cesidiarasinda AFLP markorleri kullanarak yaptiklar1 calismada, 229 polimorfik
1749 monomorfik olmak iizere toplamda 1978 band elde etmislerdir. AMOVA
bilgisayar programi kullanarak yaptiklar1 genetik akrabaliklarin tespitinde ise
guruplar yazlik ve kislik olmak iizere iki ana guruba ayrilmistir. Genetik farklilik
seviyesi en yiiksek 0.58 ve en diisiik 0.49’1a yazlik c¢esitlerde tespit edilirken kislik
cesitlerde 0.53 olarak belirlenmistir.

Sonnante ve Pignone (2001), ¢ogunlugu Italya’dan olan fakat Akdeniz ve
yabanci gen kaynaklarmi da igeren yerel c¢esit mercimek koleksiyonun RAPD ve
ISSR markorleri kullanarak degerlendirmislerdir. 46 hat (22 biiyliik tohumlu, 24
kii¢iik tohumlu) kullanilan ¢aligmada 6rneklerin getirildikleri bolgelere gore daha
yakinlik gosterdikleri belirlenmistir. Jaccard benzerlik indeksine dayali UPGMA
programi ile hazirlanan agacta RAPD ve ISSR ayri ayr1 alinmis ve benzer salkim
iretmemislerdir. Bununla birlikte her iki sonug i¢in, Etiopya’dan olan elde edilen hat
digerlerinin birgcogundan farklilik gdstermis, ayn1 zamanda dikkate deger cesitlilik

seviyesi gostermistir.
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Iruela ve ark. (2002), RAPD ve ISSR markorleri ile 75 adet nohut genotipinde
yaptiklar1 filogenetik ¢alismada 243 polimorfik fragment elde etmislerdir. Jaccard
benzerlik indeksi sonuglarin gore nohuttaki ¢esitliligin dagilimi yetistikleri habitat ve

cografik orijinleri ile iliski gosterdiklerini belirtmislerdir.

Nguyen ve ark. (2004), AFLP markorleri kullanarak nohutta 17 tiirti (16
yabani, 1 kiiltiir tiirii) temsil eden genotipler ile yaptiklar1 calismada, genetik
cesitlilik bakimindan nohut tiirlerini ti¢ grup altinda toplamislardir. Grupl; C.
arietinum, C. echinospermum, C. reticulatum, Grup 2; C. bijugum, C. juidaicum, C.
pinnatifidum ve Grup 3, C. anatolicum, C. canariense, C. cuneatum, C. flexuosum,
C. macracanthum, C. microphyllum, C. multijugum, C. nuristanicum, C. oxyodon, C.
songaricum, C. Yamashitae tirlerini kapsamaktadir. Tirler i¢inde en yiiksek
cesitlilik C. pinnatifidum ve C. reticulatum da goriilmiistiir. En diisiik ¢esitlilik ise C.

macracanthum da belirlenmistir.

Sudupak (2004), iki ¢ok yillik ve sekiz tek yillik Cicer tiirii arasindaki genetik
benzerlik ve akrabalig1 belirlemek i¢in 6 ISSR primeri kullanmistir. Elde edilen 150
ISSR bandimeticesinde ¢ok yillik bir tur olan C. insicum’un tek yillik tiirlerden
C.judaicum, C.bijugum ve C. pinnatifidum un olusturdugu kiimeye yakin oldugunu
bildirmistir. Ayrica C. reticulatum tiirii de kiiltiir nohudu C. arietinum’a en yakin tiir
olarak belirlenmistir. Arastirici, ISSR tekniginin Cicer tiirlerinin genetik akrabalik ve
benzerliginin belirlenmesinde gilivenilir, hizli ve wucuz bir teknik oldugunu

bildirmistir.

Aydmoglu ve ark. (2005), DNA minisatelit markorlerikullanarak figde tane
veriminin dnceden belirlenmesi olanaklar1 i¢in yaptiklar1 ¢alismada, tane verimi ile
hatlarin genetik akrabaliklar1 arasinda benzerlikler saptamislardir. Calismada 10 adet
fig hatt1 kullanilmistir. Benzer iliskiyi tane agirligi ve hatlarin genetik yakinligi
arasinda da test etmislerdir. Bu ¢alismayla DNA markdrleri ile caligilarak tane verimi
yiiksek hatlar arasinda bulunan genetik iligskiler uzun tarla denemelerini beklemeden,

onceden belirlemede kullanilabilecegini belirtmislerdir.
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Erkiling ve Karaca (2005), 25 SSR markori ile 36 pamuk ¢esidi arasindaki
genetik varyasyonu inceledikleri calismalarinda, 6zellikle bazi yeni ¢esitlerde genetik
akrabaligin cok yakin oldugunu, Tiirk pamuk c¢esitlerinin genetik temellerinin ise
olduk¢a dar oldugunu ve cesitlerde fiziksel ve genetik karisim bulundugunu ortaya

koymuslardir.

Bilgin ve Korkut (2005), RAPD markdrleri kullanarak 20 ekmeklik bugday
cesit ve hatlarinda (Sana, Kate A-1, Pehlivan, Saraybosna, Flamura-85, Flamura-80,
Bezostaja-1, Prostar, MV-17, Mirjina, IBWSN-42, IBWSN-58, IBWSN-62, ME-2
(51), ME-7 (274), ISWYN-9, ISWYN-14, ISWYN-24, ISWYN-29) genetik
akrabalik derecelerini belirleyerek cesit ve hatlar arasinda mevcut olan benzerlik ve

genetik farkliliklar1 ortaya ¢ikarmislardir.

Perez ve ark. (2005), SSR markorlerinin molekiiler karakterizasyon, muhafaza
ve genetik ¢esitlilik agisindan kaysi i1slahinda uygulanmasi c¢aligmasinda farkli
iilkelerden (ispanya, Kuzey Amerika, Fransa ve Almanya) elde edilen 8 kiiltiir ¢esidi
kayst i¢in 17 SSR markorii kullanmiglardir. Bu SSR morkorlerinden 14’1 polimorfik
amplifikasyon iiretmis olup elde edilen data UPGMA analizi ile sema haline
getirilmigtir. Arastirmacilar elde ettikleri sonuglara gore islah programma alinan
kays1 cesitleri i¢in genetik gesitligin hesaplanmasinda SSR markorlerinin oldukca

yararlt oldugunu belirtmislerdir.

Chowdhury ve ark. (2002), nohutta kiiltiir ve 1slah hatlar1 kullanarak ¢esit
teshisi ve genetik akrabaliklarin belirlenmesi ¢alismalarinda 22 RAPD ve 22 ISSR
markorii kullanmiglardr. 19 6rnegin kullanildigir calismada UPGMA programi
kullanmiglardir. ISSR markérlerinin polimorfizim oranlarmin daha yiiksek oldugunu

belirtmislerdir.
Baydar ve ark. (2005), 23 AFLP ve 9 mikrosatelit kullanarak Isparta giiliinde

genetik iligkilerin belirlenmesi lizerine ¢alismada yaglik giiller arasinda polimorfizm

bulunmadigini ve bu sonuclara gore goller yoresinde yetistirilen yag giilii bitkilerinin
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orijinlerinin ayni oldugunu ve vejetatif olarak iiretildikleri i¢in giinliimiize kadar

genetik cesitlilik gdstermedigini belirtmislerdir.

Sonnante ve Pignone (2006), baslica Italyan mercimeklerinin olas1 orjinlerini
en dogru bi¢gimde hesaplamak amaci ile yaptiklar1 ¢alismada ISSR markdrlerini
kullanmiglardir. Calismada tilkenin farkli bolgelerinden rastgele se¢ilmis 11 6rnekle
calisiimistir. AMOVA bilgisayar programi ile hesaplanan sonuglara gore yerel

mercimekler yiiksek derecede benzerlik gostermislerdir.

Yiizbasioglu (2005), 14 cesit (Kafkas, Ozbek, Yerli kirmizi, Ciftci, Ali Day,
Malazgirt, Sultan, Kay1, Emre-20, Firat, Meyveci-2001, Erzurum, Pul 11, Seyran) ve
36 hattin kullanildig1, genetik varyasyonun belirlenmesi ¢aligmasinda SDS-PAGE ve
RAPD markorleri kullanmistir.  Arastirmact RAPD sonucuna gore mercimek
cesitlerini 3 ana guruba aymrmistir. Bu ii¢ ana gurubun i¢indeki ¢esitlerin kendi
arasinda farklilik gosterdigini, birinci grup i¢inde Malazgirt, Firat, Erzurum, Pul 11,
ve Sultan ¢esitlerini, ikinci gurupta Kafkas, Ozbek, Yerli kirmizi, Cift¢i, Ali Dayz,
Emre-20, Meyveci-2001, Kay1 ve {lclincii gurupta ise sadece Seyran cesidinin

bulundugunu kaydetmistir.

Saracoglu (2007), yedi tek yillik Cicer (nohut) tiirtinden toplam 22 aksesyon
kullanak yaptig1 molekiiler karakterizasyon ¢alismasinda RAPD ve ISSR primerleri
kullanmisgtir. Calisma sonucunda Jacard benzerlik indeksine gore hesaplanan
dendogramda C.arietinum ve C. reticulatum diger tiirlerden uzak kendi aralarinda
akrabalik iliskisi gostermislerdir. Calismada Tiirkiye nin Giineydogu’sunun nohutun

anavatani oldugu goriisiinii destekleyici sonuclar elde edilmistir.

Yong Bi ve ark. (2007), SSR markorleri ile Kanada kiltir ve yabani
soyalarinin genetik ¢esitliliginin belirlenmesi ¢alismalarinda, 45 kiiltiir ve 37 yabani
cesitte 37 SSR primer ¢ifti kullanarak 234 polimorfik bant elde etmislerdir. UPGMA
dendogram programi ile yapilan salkim analizi ¢izelgesinde baglica yedi gurup
belirlenmistir. Bu c¢aligmanin sonucu olarak yabani soya fasulyelerinin genetik

cesitliliginin kiiltiirii yapilanlara oranla fazla oldugu belirtilmistir.

19



2. ONCEKIi CALISMALAR Umran A. YILDIRIM

Lapitan ve ark. (2007), 24 Filipin celtik ¢cesidinde 164 SSR markorii ile genetik
cesitlilik degerlendirmesi yapmiglardir. Calismada 151 polimorfik markorle 890 allel
belirlenmistir. Shannon ¢esitlilik indeksini temel alarak yapilan analizde
toplamgenetik ¢esitlilik 0.71 olarak belirlenmis ve kiiltiir ¢esitleri arasinda yiiksek
seviyede genetik cesitlilik oldugunu belirtmiglerdir. Aragtirmacilar bu ¢aligmalariyla
SSR  markorlerinin  kiiltiir  ¢esitlerinin  alt tiirlerine gore siniflandirilmasimin

kolaylastigini rapor etmislerdir.

Agar (2007), turunggil ve akrabalarina ait cins, tiir, ¢esit ve tiplerinden olusan
88 oOrnekle yapilan molekiiler karakterizasyon calismasindal4 SSR markori
kullanmig olup olusan bantlar Nei ve Li tarafindan gelistirilen benzerlik indeksi
formiiliine gore hesaplanmistir. Elde edilen verilerin NTSYS PC programinda
yapilan analizler sonucunda olusturulan dendogramda benzerlik indeksi 0.98 ile 0.31

arasinda degismistir.

Liu ve ark. (2008), SSR markorleri ile mercimek (Lens culinaris Medik.)’te
genetik cesitlilik ve popiilasyon yapisinin belirlenmesi ¢alismasinda, Cin Ulusal gen
Bankasindan aldiklar1 440 mercimek hattiyla ¢alismislardir. Calismada 14 SSR
primeri kullanilmis olup genetik cesitlilik hesaplanmast UPGMA analizi ile
hesaplanmistir. Cluster analizine gore sekiz ana siifa ayrilan 6rneklerde Cin’in yerel
mercimeklerinde genetik cesitliligin yabanci kokenli ¢esitlere oranla daha diisiik

oldugu belirlenmistir.

Yong Bi ve Wiliams (2008), 25 yulaf tiiriinde AFLP markorleri ile genetik
cesitlilik calismasinda, 413 AFLP polimorfik bandi elde etmislerdir. AMOVA
bilgisayar programi kullanarak yaptiklar1 bu ¢alismada polimorfik band sikliginin
0.006 ile 0.994 arasinda degistiklerini belirtmislerdir.

Achleitner ve ark. (2008) diinya ¢apinda yayilim gostermis 114 yulaf (Avena

sativa) varyetesinde 8 AFLP primer kombinasyonu ile iiretilen 77 molekiiler

polimorfizmi temel alarak genetik ¢esitliligi degerlendirmislerdir. Calismada genetik
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benzerlik DICE katsayist kullanilarak hesaplanmistir. Toplamda 8 AFLP primer
kombinasyonuyla 87 polimorfik AFLP fragmenti tespit etmislerdir.

Babayeva ve ark. (2008), SSR markorleri kullanarak Orta Asya ve Katkasya
bolgesinde yetistiriciligi yapilan 39 mercimek ¢esidinde yaptiklar1 genetik parmak izi
calismalarinda, toplam 33 allel belirlemis olup cesitler arasinda genetik farklilik
seviyesinin 0.66 ve genetik benzerlik indeksinin 0.24 ile 1 arasinda degistigini
belirtmislerdir. Calismada kullanilan SSR markérlerinin ¢esit ayriminda ve gesitleri
gruplamada etkin oldugu belirtilmistir. Arastirmacilar elde edilen cesitlilik
bilgilerinin gen bankalarinda gen kaynaklarinin korunmasi stratejilerinde, Orta Asya
ve Kafkasya’da yabani gen kaynaklarmin islah programina entegre edilmesinde

onemli bilgiler verdigini belirtmislerdir.

Toklu ve ark. (2008), ISSR ve AFLP markorleri kullanarak Giineydogu
Anadolu Bolgesinden topladiklar: 38 yerel mercimek hatt1 ve 6 tescilli ¢esit ( Firat-
87, Yerli kirmizi, Cagil-2004, Ciftci, Kafkas, Ozbek) ile yaptiklar1 ¢alismada,
mercimek hat ve ¢esitleri arasinda 6nemli 6l¢iide genetik benzerlikler ve farkliliklar
oldugunu ortaya ¢ikarmiglardir. Elde ettikleri bilgiler 1s1ginda mercimek ¢esit ve
hatlarin1  benzerlik ve farkliliklarina gore 1ki ana gruba aywrmuslardir.
Karacadag/Diyarbakir bolgesi mercimek c¢esitleri diger bolgelerden 6nemli
farkliliklar gostermislerdir. Tescilli ¢esitlerden, Firat-87 ve Cagil-2004 ayni grupta
yer alirken, Kafkas, Ozbek, Cift¢i ve Yerli Kirmuizi farkli grupta yer almustur.
Arastirmacilar Tiirkiye’deki yerel mercimek hatlar1 arasinda hala genetik cesitlilik
kaynagmi temsil edecek sekilde mercimek hatlarinin  mevcut oldugunu
belirtmislerdir. Bununda giineydogu bolgesindeki ciftcilerin  6zellikle kendi
bolgelerine adapte olmus ¢esitleri kendi seleksiyon yontemleri ile kiiciik alanlarda
yetistirmesinden kaynaklandigini belirtmislerdir. Bu alanlar hala mercimek 1slahinda

onemli rol oynamaktadir.
Altintas ve ark. (2008), Tiirkiye’deki ekmeklik ve makarnalik bugdaylarin

AFLP ve SAMPL (selective amplication of microsatellite polymophic loci)

markorleri ile genetik c¢esitliliginin - hesaplanmasi calisgmasmi  yapmuglardir.
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Aragtiricilar 12°si makarnalik 22’si ekmeklik olma iizere 34 yerli ve yabanci
kaynakli olup Tirkiye‘de kiiltlirii yapilan ¢esitle ¢alismiglardir. Caligma sonucunda
skorlanan 344 banttan 214’nii polimorfik olarak tespit etmislerdir. Dendogram
programi olarak UPGMA’y1 secen arastiricilar ornekleri iki ana baglik altinda
toplamislardir. Arastirmacilar bu ¢alismalariyla eski ve yeni kiiltiirii yapilan bugday

cesitlerinin genetik ¢esitliliginin smirl oldugunu belirtmiglerdir.

Ganeva ve ark. (2009), 102 Bulgar bugday cesidinde 14 SSR (mikrosatellit)
markorii kullanarak, toplamda 100 allel yeri tanimlamiglardir. Genetik cesitlilik

degeri 0.23 ile 0.77 arasinda olup ortalama 0.52 olarak tespit edilmistir.

Hamwieh ve ark. (2009), 14 mikrosatalit markor (SSR) ile mercimek genetik
cesitliliginin belirlenmesi igin 15 iilke (Banglades, Hindistan, Iran, Urdiin, Pakistan,
Suriye, Tiirkiye, Sibistan, Filistin, Ermenistan, Kibris, Ozbekistan, Tacikistan,
Tiirkmenistan ve Liibnan)’den elde edilen 109 genotip ve 52 yabani tip iizerinde
calisma yapmiglardir. Toplamda alleller {izerinde 182 mikrosatelit yeri
belirlemislerdir. Genetik cesitlilik indeksi yabani cesitlerde 0.16 il 0.93 arasinda
degisirken kiiltiir ¢esitlerinde 0.03 ile 0.87 degistigi belirtilmistir. Cluster analizinde
ise tiim mercimek ¢esitleri kiiltiiri yapilan ve yabani c¢esitler olmak {izere iki ana
gruba ayrilmistir. Calismada farkli mercimek tiirleri arasindaki genetik cesitlik ve
akrabaligm, genetik kaynaklarin korunmasinda ve 1slah programlarinda
kullanilmasinda biiylik oneme sahip oldugu belirtilmistir. Arastiricilar morfolojik
markorler {izerinde molekiiler markorlerin kullanilmasmin baslica yararinin bu
markorlerin  hatlar arasinda genetik uzaklik-yakinlhigin ve genetik cesitliligin
belirlenmesinde daha 1yi bir gosterge olmasi1 ve bu sayede hatlar arasinda bagimsiz

seleksiyonu sagladigini vurgulamislardir.

Fiocchetti ve ark. (2009), 3 tip iri tohumlu Italyan mercimek g¢esitlerinde
florasan temelli AFLP markorleri ile parmak izi analizi yapmislardir. Calismada 6
primer kombinasyonu kullanilmistir. Genotipler ve popiilasyonlar arasindaki
akrabalikk UPGMA dendogram programi ile gorsellestirilmis ve Dice (1945)

tarafindan gelistirilen genetik benzerlik indeksi ile degerlendirilmistir. Arastirmada
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toplam genetik cesitlilik, populasyon i¢indeki genetik cesitlilik ve populasyonlar
arasindaki degisim genisligi sirasiyla 0.198, 0.155 ve 0.043 olarak hesaplanmastir.

Campbell ve Bauchan (2009), calismalarinda yonca gen kaynaklar1 genetik
akrabaliklarmi1 degerlendirmek tlizere SSR markdrlerini gelistirip belirlemislerdir.
Autotetraploid yonca gen kaynaklarindan elde edilen genomik DNA’dan W10
kullanarak 81 primer (SSRs AC, AT, CT, CTT, GAT ve GGT motiflerini
icermektedir) cifti gelistirmislerdir. Arastirmada cluster analizi ile olusturulan
dendogramda yonca hatlar1 ii¢ ana kola ayrilmistir. Arastirmacilar bu genomik yonca
SSR markérlerinin yoncada filogenetik ve haritalama c¢aligmalarinda ¢ok yararh

olduklarini belirtmislerdir.

Cetin ve Yiice (2009), makarnalik bugday (7iriticum durum) ve yabani bugday
(Tiriticum dicoccoides) ve bu tiirlerin hibritlerini kullandiklar1 calismalarinda RAPD
markorlerini kullanarak genotip belirlemesi yapmuslardir. 20 RAPD primeriyle
yaptiklar1 6n calismada Onemli bant veren 6 primeri belirlemis olup secilen bu
primerlerle polimorfizmi ve genotipleri belirlemek i¢cin kullanmislardir. Elde edilen
bantlar Cluster yontemiyle analiz edilip dendogram hazirlanmistir. Arastirmacilar bu
calismadan elde edilen verilerin gelecek 1slah programlar1 ig¢in bir temel

olusturacagini belirtmislerdir.

Fikiru ve ark. (2010), genetik cesitlilik ¢caligmalarinin Etiyopya yerel mercimek
cesitlerinde uygulanmasi amaciyla yapilan ¢alismada 9 morfolojik 6zellik ve 4 ISSR
markoriiyle yaptiklart kiyaslama calismasinda, fenotip ile genotip arasinda bir
baglantiy1 degerlendirmislerdir. Toplamda 70 yerel mercimek hatti1 ile calisan
arastirmacilarin ISSR’a dayali elde ettikleri veriler genetik uzaklik matrist UPGMA
ile hesaplanmis ve olusan cluster analizinde Ornekleri baglica 3 ana dala
ayrmiglardir. Genetik indeks ise Etiyopya mercimeklerinde 0.17 ile 1.00 arasinda
degismistir.

Carimi ve ark. (2010), Italya’nin Sicili bolgesinden toplamda 82 asma
genotipten Ornekler elde etmislerdir. Asma Ornekleri 6 mikrosatalit markor

kullanilarak genetik c¢esitlilikleri hesaplanmistir. 82 6rnek asmadan 70 kiiltiir ¢esidi
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olup bu cesitler SAHN-Cluster ve TREE program kullanilarak dendogram

hazirlanmistir. Benzerlik indeksi 0.15 ile 1.00 arasinda degismistir.

Lamia ve ark. (2010), Tunus kaysi (Prunus armeniaca) gen kaynaklarinin
AFLP ve SSR markorleri ile genetik ¢esitliliginin kiyaslanmasi analizinde bolgede
bulunan 81 hat kaysi iizerine ¢alisma yapmuslardir. Arastrmacilar 5 AFLP ve 24
SSR  markérii ile toplamda 339 polimorfik markér ortaya c¢ikarmiglardir.
Arastirmacilar bu c¢alismalarinda dendogramlarmmi AFLP ve SSR datalar1 i¢in ayr1
ayr1 sonrada her iki markorden elde edilen toplam datalar i¢in ayr1 bir kiyaslama
dendogrami yaparak ortaya koymuslardir. Dendogram hesaplamasinda kullandiklar
program Wards dendogram programi olup varyans araligi 4 ile 0 arasinda

degismektedir.

Torricelli ve ark. (2011), 28 mercimek ¢esit ve hatlar1 ile Italya’da yerel
mercimekgesitlerinin karakterizasyonu calismasi yapmislardir. AFLP markdrlerinin
kullanildig1 ¢alismada veriler UPGMA cluster analizine tabi tutularak dendogram
elde edilmistir. Arastirmada Jacard benzerlik indeksi 0.98 ile 0.65 arasinda
degismistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Bu calismada, Lens cinsine ait 6 tek yillik tiirden toplam 12 aksesyon, 19 Tiirk
tescilli c¢esit ve 16 tane yurtdist tescilli ¢esit olmak {izere toplam 47 genotip
kullanilmistir. Caligmada kullanilan Tiirkiye tescilli gesitler, ¢esitlerin gelistirildigi
Enstitiilerden, Kanada mercimek cesitleri Saskatchewan Universitesi, Kanada ve
yabani mercimek tiirleri ise Wasihgton State Regional Plant Introduction Station,
Pullman, ABD gen bankasindan temin edilmistir. Genetik cesitlilik ¢alismasinda

kullanilan tiir ve ¢esitlere ait bilgiler Cizelge 3.1 ve Cizelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.1 Calismada kullanilan mercimek c¢esitleri ve 1slah eden kuruluslar

Tescil
Cesit ;?lcl ! Yazhk/Kishk Tescil Eden Kurum
Firat-87 1987 | Kislik kirmizi GTAE- Gilineydogu Tarimsal
Arastirma Enstitiisii
Seyran 1996 | Kislik kirmizi GTAE- Gilineydogu Tarimsal

Arastirma Enstitiisii
Cagil-2004 2006 | Kishik kirmizi GTAE- Gilineydogu Tarimsal
Arastirma Enstitiisii
Altintoprak 2006 | Kishik kirmizi GTAE- Gilineydogu Tarimsal
Arastirma Enstitiisii

Yerli Kirmiz1 | 1983 | Kishik kirmizi GTAE- Glineydogu Tarimsal
Arastirma Enstitiisii

Kafkas 2001 | Kishik kirmizi TARM- Tarla Bitkileri Merkez
Arastirma Enstitiisii
Ozbek 2001 | Kishik kirmizi TARM- Tarla Bitkileri Merkez

Arastirma Enstitiisii

Cift¢i-62 2001 | Kishik kirmizi TARM- Tarla Bitkileri Merkez

Aragtirma Enstitiisii

Ali Day1 2001 | Yazlik kirmiz TARM- Tarla Bitkileri Merkez

Arastirma Enstitiisii
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Cizelge 3.1 (Devam)

Meyveci-2001 2001 | Yazlik kirmizi | TARM- Tarla Bitkileri Merkez
Arastirma Enstitiisii

Malazgirt-89 1989 | Yazlik kirmizi | DATAE- Dogu Anadolu Tarimsal
Arastirma Enstitiisii

Erzurum-89 1989 | Yazlik yesil DATAE- Dogu Anadolu Tarimsal
Arastirma Enstitiisii

Emre-20 1991 | Yazlik kirmiz1 | ETAE-Eskisehir Anadolu Tarimsal
Arastirma Enstitiisii

Sultan-1 1977 | Yazlik yesil ETAE-Eskisehir Anadolu Tarimsal
Arastirma Enstitiisii

Sazak-91 1991 | Kishik kirmizi | ETAE-Eskisehir Anadolu Tarimsal
Arastirma Enstitiisii

Kay1-91 1991 | Kishik yesil ETAE-Eskisehir Anadolu Tarimsal
Arastirma Enstitiisii

Sakar 2008 | Kislik kirmizi | Dicle Universitesi

Kislik Yesil-21 Kislik yesil Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi

Pul-11 Kislik yesil Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi

Blaze 2001 | Yazlik Kirmiz1 | CDC Kanada

Milestone 1998 | Yazlik Kirmiz1 | CDC Kanada

Plato 2002 | Yazlik Yesil CDC Kanada

Redbow Yazlik Kirmizi | CDC Kanada

Redcoat Yazlik Kirmiz1 | CDC Kanada

Reddiff Yazlik Kirmizi | CDC Kanada

Robin 1999 | Yazlik Kirmiz1 | CDC Kanada

Rosebud Yazlik Kirmizi | CDC Kanada

Vantage 1999 | Yazlik Yesil CDC Kanada

Redwing 2002 | Yazlik Kirmiz1 | CDC Kanada
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Cizelge 3.1 (Devam)

Redcap Yazlik Kirmizi CDC Kanada
Seedley 2001 | Yazlik Yesil CDC Kanada
WA8649041 1999 | Yazlik Kirmizi CDC Kanada
Precoz 1990 | Yazlik Yesil Arjantin
Giza 1992 Misir

Cizelge 3.2 Calismada kullanilan Lens tiirleri, aksesyon numaralar1 ve kaynak
iilkeleri

Sira Tir Adx Aksesyon No Kaynak Ulke

No .

1 Lens culinaris ssp. odemensis | 572360 Israil

2 Lens culinaris ssp. odemensis | 572364 Tiirkiye (Izmir)

3 Lens culinaris ssp. orientalis | 572384 Tirkiye (Gaziantep)
4 Lens culinaris ssp. orientalis | 572306 Tirkiye (Mersin)

5 Lens nigricans 572344 Ispanya

6 Lens nigricans 572359 Tirkiye

7 Lens montbretti TR 58080 Tirkiye (Sanlurfa)
8 Lens montbretti TR 54584 Tirkiye (Sanlurfa)
9 Lens ervoides 572311 Tirkiye (Antalya)
10 Lens ervoides 572317 Italya

11 Lens culinaris TR 26520 Tirkiye (Balikesir)
12 Lens culinaris TR 51401 Tirkiye (Tokat)
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3.2. Yontem

3.2.1. Bitki materyalinin temini

Her bir ¢esit ve tiire ait mercimek tohumlar1 sera sartlarinda saksilarda (10
bitki/saks1) ¢imlendirilip gelismeleri saglanmistir. Bitkiler fide doneminde iken DNA
analizleri i¢in gen¢ yaprak Orneklerinden yaklasik 1-1.5 g alinarak sivi azot
icerisinde muhafaza edilip laboratuvara getirilmis ve -80°C derin dondurucuda

muhafaza altina alinmistir.

3.2.2. DNA izolasyonu

Bitki DNA igeriginin zarar gérmemesi i¢in -80°C’de saklanan ornekler sivi
azot icinde toz haline getirilmistir. DNA izolasyonu Doyle ve Doyle (1987) nin
uyguladig1 yontem {izerinde baz1 modifikasyonlar yapilarak saglanmistir. Bitkilerden

DNA izolasyonu asagida belirtilen protokole gore yapilmaistir.

1. -80°C’de muhafaza edilen yaprak oOrneklerinden yaklasik 1-1.5 g yaprak
almip, stv1 azot ilave edilerek havan i¢inde havan kolu yardimiyla toz sekline
gelinceye kadar ezilip 50 mI’lik tiiplere konularak muhafaza i¢in kopiik kutu
icinde s1v1 azotta tutulmustur.

2. Ezilerek 50 ml lik tiiplere konulan yaprak orneklerinin iizerine buzdolabinda
(+4°C’te bekletilen) bekletilen soguk DNA ekstraksiyon tamponundan 7.5 ml
ilave edilerek tiiplerin agz1 kapatilip yavasca kisa bir siire ¢alkalandi.

3. 7.5 ml pargalama tamponu ve 3 ml % 5 lik sarkosyl ilave edilerek tiipler
tekrar hizli bir sekilde ¢alkalandi.

4. Ornek iceren 50ml’lik bu tiipler su banyosunda 65°C de 20-30 dakika
bekletildi.

5. Su banyosundan alman tiipler ¢eker ocak i¢inde bir ka¢ dakika sogumaya
birakildi. Sonra Kloroform/Izoamil Alkol (24:1) karisimindan 18 ml ilave
edildi.

6. Kloroform/Izoamil Alkol ilave edildikten sonra, tiipler ¢cok hafif bir sekilde
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8.

alt tstedildikten sonra santrifiijje yerlestirilerek. 2200 rpm’de 15 dakika
santrifiij yapildi.

Santrifiijden sonra tiip icinde iistte kalan kisim pipetle dikkatle alinarak yeni
50 ml’lik tiiplere aktarild1 ve iizerine tekrar 15 ml Kloroform/izoamil Alkol
karigim ilave edilerek kisa bir siireligine elde sallanarak karisimin homojen
olmasi saglandu.

Tipler tekrar 10 dakika santrifiij (2200 rpm) edildikten sonra tekrar {ist
kisimdaki karigim pipetle alinarak yeni 50 ml’lik tiiplere aktarildi.

Steril kabinde, tiip icinde bulunan karigimin hacminin 2 kat1 kadar (yaklasik
30 ml) soguk etanol ilave edilerek tiipler asag1 yukari olacak sekilde yavasca

dondiiriilerek DNA’nm tiipiin alt kisminda ¢okeltilmesi saglandi.

10. Tiip icinde ¢okelti olusturan DNA, tiipiin dip kisminda iyice ¢okmesi i¢in

1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Tipler igindeki etanolun fazlasi
dikkatli bir sekilde alind1 ve tiip i¢inde kalan etanolun u¢gmasi i¢in tiipler belli

bir siire agzi1 acik birakildi.

11. Kuruyan DNA iizerine 6 ml etanol eklenerek yaklasik 10-60 dk muamele

edilen DNA oOrneklerine 2 ml ultra saf su eklenerek yine 10 dk ile 1 sa
bekletildi. Sonra 6rnekler 5 dk santrifiijde edildikten sonra 1 gece kurumaya

birakild..

12. DNA ornekleri tizerine 1 ml steril TE ¢6zeltisi eklendi. Kuruyan DNA’larin

¢cOziilmesini saglamak icin 12 saat calkalayicida calkalandi. Sonra 6rnekler
1.5 ml’lik tiiplere aktarilarak saflik analizleri ve diger analizlerde kullanmak

uzere muhafaza edildi.

3.2.3. DNA saflik analizi

Her bir mercimek c¢esidi i¢in izole edilen DNA miktarm1 PZR caligmalarina

uygun (25 ng/ul) hale getirmek icin DNA’lar %1°lik Agarose jel elektroforezi ile

ayristirilip, jeldeki standart markor temel almarak DNA miktarlart belirlenerek

orneklerin ne kadar seyreltilmesi gerektigi hesaplandi. DNA saflik analizi i¢in 2:8:2

oranma gore (2 ul DNA: 8 ul bromfenol blue: 2 pl ultra saf su karigimi) yiikleme

yapild1 ve 6rnekler agaroz jelde 1 saat kosturuldu. Seyreltme denemeleri sonucunda
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DNA miktarina gore uygun seyreltme oranlar1 kullanildi. DNA 6rnekleri RNA’dan
saflagtrmak igin Orneklere 5 pl RNAse enzimi eklenerek 60°C’de 5 dakika
bekletilmistir.

3.2.4. DNA Konsantrasyonunun Spektrofotometrik Olciimii

Nukleotidlerin heterosiklik halkalar1 260 nm dalga boyunda maksimum
absorbsiyon 0zelligi gosterirler. Bu 6zellik niikleik asit miktarmin belirlenmesinde
bir dlgtidiir. Bu nedenle 260 nm’de ki absorbsiyon degerleri (A260) oldukca saf
olarak izole edilen niikleik asitlerin mikrogram diizeyinde miktarlarinin
belirlenmesinde kullanilir. 280 nm’de ise protein miktari belirlenir. Cift zincirli DNA

molekiilleri i¢in, optik dansitenin (OD) 50 mg/ml’ye karsilik geldigi bilinmektedir.

Buna gore ¢iftzincirli DNA i¢in miktar belirlenmesinde asagidaki formiilden

yararlanilmistir:

DNA (pul /ml) = 260 nm’deki OD (Absorbans degeri) x seyreltme orani x 50

Calismada DNA’larin konsantrasyonlarinin élgiimleri i¢in her bir 6rnekten Sul
DNA alinip 995ul saf su eklenerek (seyreltme orani 1:200) karisimi saglanmistir.
Daha sonra bu karigimlar spektrofotometre tiiplerine yiiklenip 260nm dalga boyunda
Biochrom marka spektrofotometredeokunmustur. Ornekler ait DNA miktarlar:
farklilik gosterdiginden, orneklerin konsantrasyonlarmin 10 ng/ul olacak sekilde
esitlenmeleri i¢in seyreltme oranlar1 belirlenmistir (Cizelge 3.3). Ornegin ¢izelge 3.3’
te ilk swradaki bitki DNA’ s1 i¢in spektro okumasi 0.18 olarak belirlenmistir. Bu
deger yukarda verilen formulde yerine konularak (0.18 x 200 x 50 = 1800 ng) drnege
ait DNA miktar1 belirlenmistir. Bu 6rnekten PZR’ ¢alismalarinda kullanmak {izere
calisma c¢ozeltisi hazirlamak (1000 pl ve 10 ng/ml konsantrasyonda) i¢in alinmasi

gerekli DNA miktar1 belirlenmistir.
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Cizelge 3.3 Denemede kullanilan mercimek bitki 6rneklerine ait DNA miktarlar1 (Spektrofotometre okumasi ve 6rnekte bulunan DNA miktarr)

ve PZR c¢aligmalarina uygun konsantrasyonun (10 ng/pl) hazirlanmasi i¢in uygulanan seyreltme oranu.

2 1000 pl cahsma PZR
A260 Ornekte 10 ng/pl DNA cozeltisi hazirlamak Eklenmesi ¢alismalarinda
P okumasi ve | bulunan DNA . . . e kullanilacak
Cesit/Tiir Ada . konsantrasyonu i¢in icin alinmasi gereken saf su
DNA miktar v . calisma
. Seyreltme faktorii gereken DNA miktar (ul) A
miktar (ng/ml) . Cozeltisi (10
miktar (ul)

ng/ul)
L. culinaris 26520 0.18 1800 (1800/10) = 180 1000/180=5.55 994.44 1000
L. culinaris 51401 0.245 2450 245 4.08 995.91 1000
L. orientalis 572460 0.272 2720 272 3.67 996.32 1000
L. orientalis 572384 0.223 2230 223 4.48 995.51 1000
L. montbretti 54584 0.328 3280 328 3.04 996.95 1000
L. montbretti 58080 0.203 2030 203 4.92 995.07 1000
L. nigricans 572344 0.176 1760 176 5.68 994.31 1000
L. nigricans 572359 0.123 1230 123 8.13 991.86 1000
L. odemensis 572364 0.243 2430 243 4.11 995.88 1000
L. odemensis 572306 0.32 3200 320 3.12 996.87 1000
L. ervoides 572317 0.173 1730 173 5.78 994.21 1000
L. ervoides 572311 0.199 1990 199 5.02 994.97 1000
Altmtoprak 0.171 1710 171 5.84 994.15 1000
Firat-87 0.124 1240 124 8.06 991.93 1000
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Cizelge 3.3 (devam)

Seyran-96 0.24 2400 240 4.16 995.83 1000
Cagil-2004 0.211 2110 211 4.73 995.26 1000
Sakar 0.09 900 90 11.11 988.88 1000
Yerli Kirmizi 0.26 2600 260 3.84 996.15 1000
Kislik yesil-21 0.261 2610 261 3.83 996.16 1000
Cift¢i-62 0.212 2120 212 4.71 995.28 1000
Ozbek 0.105 1050 105 9.52 990.47 1000
Kafkas 0.212 2120 212 4.71 995.283 1000
Meyvec2001 0.258 2580 258 3.87 996.12 1000
Aliday1 0.292 2920 292 3.42 996.57 1000
Sultan 0.229 2290 229 4.36 995.63 1000
Pul-11 0.174 1740 174 5.74 994.25 1000
Kay1 0.288 2880 288 3.47 996.52 1000
Sazak-91 0.326 3260 326 3.06 996.93 1000
Emre-20 0.317 3170 317 3.15 996.84 1000
Malazgirt-89 0.201 2010 201 4.97 995.02 1000
Erzurum-89 0.341 3410 341 2.93 997.06 1000
Blaze 0.141 1410 141 7.09 992.91 1000
Milestone 0.193 1930 193 5.18 994.82 1000
Plato 0.192 1920 192 5.21 994.79 1000
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Cizelge 3.3 (devam)

Redbow 0.235 2350 235 4.26 995.74 1000
Redcoot 0.199 1990 199 5.03 994.97 1000
Reddift 0.206 2060 206 4.85 995.15 1000
Robin 0.157 1570 157 6.37 993.63 1000
Rosebud 0.21 2100 210 4.76 995.24 1000
Vantage 0.153 1530 153 6.54 993.46 1000
1897-30 Q 0.243 2430 243 4.12 995.88 1000
Giza 0.223 2230 223 4.48 995.52 1000
Seedley 0.344 3440 344 291 997.09 1000
Redwing 0.259 2590 259 3.86 996.14 1000
Redcap 0.271 2710 271 3.69 996.31 1000
WA 41 0.382 3820 382 2.62 997.38 1000
Precoz 0.328 3280 328 3.05 996.95 1000
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3.2.5. Mikrosatelit markor analizleri ve PZR protokolii

Mercimek i¢in yaklagik 175 mikrosatelit (SSR) primeri gelistirilmistir. Bu
calismada polimortfik oldugu bilinen ve mercimek genetik haritalama caligmalarinda
degerlendirilen (Varli, 2009) 23 SSR primerinden 15 SSR primeri (SSR 19, SSR 33,
SSR 66, SSR 107, SSR 113, SSR 138, SSR 204, SSR 207-2, SSR 212-1, SSR 317-2,
SSR 336, GLLC 537, GLLC 559, GLLC 562, GLLC 565) kullanilmistir. Kullanilan
SSR primerlerinin isimleri. primer dizilimleri ve baglanma sicakliklar1 Cizelge 3.4’te

verilmistir.

3.2.6. PZR protokolii (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

PZR analizleri i¢in 20 pl lik bir karisim hazirlanmistir ve bu karigim 5 pl DNA
eklenmistir. PZR karisimi 2 pl primer, 2 pl DNA, 2 ul 10xPZR tampon, 2 pl MgCl,
0.2 ul Tag DNA polimeraz enzimi ve 6.8 ul saf sudan olusmaktadir.

Cizelge 3.4. PZR karisim hazirlama (Bir 6rnek i¢in hazirlanacak reaksiyon igerigi)

Cahisma Reaksi Reaksi

Kullanilan kimyasallar ¢ozeltilerinin cakstyon ca 51y-0n
Konsantrasyonu hacmi
konsantrasyonlari

DNA 3 ng/ul 0.75 ng/ nl Sul
Primer (forward ve reverse) 10 pmol 10 pmol I pl+1 pl
dNTP 2 mM 200 uM 2 ul
(Adenin/100mM.
Guanin/100mM.
Sitozin/100mM.
Timin/100mM. 4X25 ul
Fermentas)
10X PZR tamponu + 25 mM | 10x Ix 2+2ul
MgClz
Taq DNA polimeraz enzim Su/ul 0.05 u/ul 0.2 ul
Ultra saf su 6.8 ul
Toplam 20 ul
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PZR i¢in hazir hale getirilen DNA 6rnekleri termal dongii cihazinda (thermal

cycler, Biorad-Mycycler US) PZR uygulamasi yapilmistir. Mikrosatellit primerleri

icin PZR protokolii asagida belirtilen programa gore yapilmistir.

1 94°C

2 94°C

3 55°C

4 72°C

5 72°C

6 4°C

3dk denatiirasyon (¢ift sarmal DNA nin

birbirinden ayrilmasi) 1 tekrar
30s (denatiirasyon agamast))

35s (primer baglanma asamasi)

(2.3 ve 4.
gdlmlar 35 kez

tekrarlanacak)

60 s (Primerlerin taq polimeraz enzimi ile )

uzama asamast)
5dk

oo (PZR friinlerinin muhafaza edilecegi

sicaklik)

3.2.7. Jel elektroforezi

PZR isleminden sonra DNA 6rnekleri % 3’liikk ytliksek kaliteli metaphor agaroz

jelinde elektroforezi ile ayristirmaya tabi tutuldu. Bu amacla 4.5 g agaroz 150 ml

TBE i¢inde homojen olarak karistirilip 100°C de 15 dk. kaynatilarak ¢ozdiiriildii ve

60°C ye kadar sogumasi beklendi. Daha sonra agaroz jel, elektroforez kasasina

dokiilerek 25 lik taraklarla 50 tane ornek sayisi kadar kuyucuk agilmasi saglandi. Bu

kuyucuklardan 47 tanesi Ornekler icin 2 tanesi ise markdr i¢in kullanildi

Amplifikasyon tirlinlerine her 6rnek i¢in 5 ul Bromfenol blue boyas: ilave edildikten

sonra elektroforez kasalarma her ornekten yaklasik 25 pl alinarak yilikleme yapilmis

ve 120 Voltta serbest akimda yaklasik olarak 180 dakika siirede ayrigmasi

saglanmigtir.
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3.2.8. Jellerin boyanmasi

Orneklerin jel iizerinde yiiriitme islemi tamamlandiktan sonra amplifikasyon
iirlinlerinin boyanmasi yaklasik 10 dakika kadar i¢inde 5 mg/L Etidyum bromit
(EtBr) bulunan kapta bekletilerek yapildi. Boyama islemi tamamlandiktan sonra
fazla boyanin uzaklastirilabilmesi i¢in jeller saf su ile 5-10 dk yikandiktan sonra
jeller GEL LOGIC ultraviyole jel goriintiileme sistemi ile fotograflar1 goriintiilenerek

bilgisayar ortamina aktarild.

3.2.9. Verilerin degerlendirilmesi

Agaroz jelde belirlenen bantlar, bant olma veya olmama durumlarma gore ‘1’
veya ‘0’ seklinde, amplifiksayon bulunmayan durumlarda ise °’-° olarak
skorlanmistir. Benzerlik indeksleri Nei ve Li (1979), tarafindan gelistirilen

“’benzerlik indeksi’’ formiiliine gore hesaplanmustir.

Tiirler ve c¢esitler arasindaki genetik benzerlik ve bu benzerliklere dayali
dendogramlarin olusturulmasi Rolf (1992), tarafindan gelistirilen NTSYS
(Numerical Taksonomy and Multivariate Analysis System, 2.0) bilgisayar paket

programui ile yapilmistir.

. . 2Nij
Benzerlik Indeksi=—

Ni+Nj
Nij: iki ¢esitteki homolog (ortak) bant sayisi
Ni+Nj: iki ¢esitteki toplam bant sayisi
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Toplam 47 6rnekten DNA izolasyonu yapilmis ve elde edilen DNA’lar %1°lik
agaroz jel elektroforezinde ytiriitiilerek DNA’nin SSR yontemi i¢in uygun oldugu

belirlenmistir.

Nukleotidlerin heterosiklik halkalar1 260 nm dalga boyunda azami absorbsiyon
ozelligi gdstermelerinden dolayr 260 nm’de Olgiilen absorbsiyon degerleri (A260)
oldukca saf elde edilen niikleik asitlerin miktar tayininde kullanilmistir. A260°daki
degerler DNA ve RNA’y1 birbirinden ayirt etmediginden izolasyon asamasmda
RNAse uygulanarak toplam nukleik asitler i¢inde yer alan RNA’larin pargalanmasi
saglanmistir. Orneklere karisan protein miktarinmn belirli smirlarda tutulmasi
orneklerin saflagtrma sonrasinda kullanilacaklar1 hassas uygulamalarda (6rnegin;

restriksiyon enzim kesimlerinde) sorun yaganmamasini saglamaktadir.

Kullanilan PZR protokoli Hamwieh ve ark (2005) ve Rajesh ve ark.
(2008)’larma gore optimize edilmistir. Ince ceperli 0,25 pl’lik PZR tiiplerine DNA
izolasyonu sonucunda elde edilen ve spektrofotometre sonuc¢larina gore seyreltilen
DNA o6rneklerinden 5 pl ilave edilmistir. PZR reaksiyonunda kullanilan molekiiler
biyoloji hassasiyetindeki kimyasallar ve miktarlar1 Cizelge 3.4’de verilmistir.
Uygulamalarda her zaman ayn1 PZR cihaz1 kullanilmistir. Varli (2009) tarafindan
polimorfik oldugu tespit edilen Cizelge 4.1°de verilen 15 SSR primeri kullanilmistir.

4.1. SSR amplifikasyonlan

Bu calismada kullanilan 15 adet primer SSR primerinden 13 adedi Lens
tiirlerinde istenilen amplifikasyonlar1 (Sekil 4.1. SSR 113 bant goriintiileri ve Sekil
4.2. SSR 559 bant goriintiileri) gerceklestirmistir. SSR 559 primeri 5 skorlana bilir
bantla en fazla bant iireten primer olurken, SSR 204 primeri 2 bantla en az bant

iireten primer olmustur.
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Sekil 4.1. SSR 113 primerine ait olugsan bant goriintiileri

s S - e —— O — i —

Sekil 4.2. SSR 559 primerine ait olusan bant goriintiileri
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Cizelge 4.1. Calismada kullanilan SSR markdrleri, DNA dizileri

ve baglanma (Tm) sicakliklar1

Pirimer ismi | Pirimer Dizilimi Baglanma
Sicakhgi
(Tm)

SSR19-F GACTCATACTTTGTTCTTAGCAG 58°C

SSR 19-R GAACGGAGCGGTCACATTAG

SSR33-F CAAGCATGACGCCTATGAAG 56 °C

SSR 33-R CTTTCACTCACTCAACTCTC

SSR66-F GGTAGTGGTGAGGAATGAC 55.1°C

SSR 66-R GCATCACTGCAACAGACC

SSR107-F GCGGCGAGCAAATAAAT 51°C

SSR 107-R GGAGAATAAGAGTGAAATG

SSR113-F CCGTAAGAATTAGGTGTC 46 °C

SSR 113-R GGAAAATAGGGTGGAAAG

SSR138-F GAAATGGGATAGCAGATAG 53°C

SSR 138-R GAAGACTCTCACCGTCG

SSR204-F CACGACTATCCCACTTG 52°C

SSR 204-R CTTACTTTCTTAGTGCTATTAC

SSR212-F GACTCATTGTTGTACCC 44 °C

SSR 212-R GCGAGAAGAATGGTTG

SSR317-2-F CACGTAACATCTTGCTTATG 48 °C

SSR 317-2-R | GTAGCAATAATTACACCCAC

SSR336-F GTGTAACCCAACTGTTCC 49 °C

SSR 336-R GGCCGAGGTTGTAACAC

SSR-537-F GATTCGGGAATTCTGGCTCT 55°C

SSR-537-R CTCCTCTTGCTCCTTCCAGA

SSR-357-F | GCTCTGCGACATGGATCTTT 3°C

SSR-557-R TGAGAACAAATGAGCAGTGTCTT

SSR-559-F CATGGATCCAAATGCAAAAA 53°C

SSR-559-R GCTTCTTCAAGAGCACGTTTC

SSR-562-F TGTGTAGGCACATCAACAAAA 55°C

SSR-562-R GGTGGGCATGAGAGGTGTTA

SSR-565-F TGCGGTTGAAGTTGTAGGAA 53°C

SSR-565-R TCAATTATATGAAGAGCTCGTAGCA
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA Umran A. YILDIRIM

Analizler sonucunda elde edilen dendogram Sekil 4.3’te verilmistir.
Dendogramda yabani tiirler, tescilli yerli ve yabanci mercimek cesitleri arasindaki

genetik benzerlik indeksi 0.54 ile 0.93 arasinda degismistir.

Dendogram iki ana gruba ayrilmistir (A ve B). A ana grubu kendi iginde Al ve
A2 grubu olusturmustur. Al gurubunda L. ervoides tiiriiniin ‘572317’ hatt1 tek basma
yer almistir. A2 grubu kendi icerisinde A3 ve A4 olmak iizere iki alt gruba
ayrilmistir.

A3 grubu kendi icerisinde A5 ve A6 olmak iizere iki alt gruba ayrilmistir. AS
grubu icerisinde L. culinaris tiirleri, L. orientalis tiirleri ve tescilli Tiirk c¢esitlerinden
Yerli kirmizi, Ozbek, Kafkas, Altintoprak, Firat-87, Seyran, Cagil-2004, Sakar,
Kislik yesil-21, Cift¢i-62, Meyveci-2001, Aliday1 ile yabanci tescilli ¢esitlerden
WAS8649041 genotipi bir arada bulunmaktadir.

A4 grubunda L. montbretti tiirleri, L. ervoides tiirleri ve L. nigricans tiiriiniin
‘572359’ nolu aksesyonu yer almistir. Calismamizda Seyran ve Cagil-2004 hatlari
arasindaki benzerlik 0.98 olarak belirlenmistir. Bu yoniiyle calismamiz Toklu ve ark.

(2008) tarafindan yapilan ¢aligma ile ortiismektedir.

Toklu ve ark. (2008) elde ettikleri dendogramda ayni ana kol i¢inde Cift¢i-62,
Yerli kirmizi, Kafkas ve Ozbek yer almakta ve bu yonii ile calismamizla drtiismekte
iken Cagil-2004 ile Firat-87 ayr1 bir ana kolda fakat ayni gurupta bulunmaktadir. Bu
calismada elde edilen dendogramda A5 grubunun alt kollar1 incelendiginde Ozbek,
Kafkas, Altintoprak, Frrat-87, Seyran, Cagil-2004 ayni alt dal i¢inde iken Sakar,
Kisghl yesil-21, Cift¢i-62, Meyveci-2001, Aliday1 ¢esitleri ayr1 bir alt dal i¢indedir.
Yiizbasioglu (2005) tarafindan rapor edilen ¢alismada Katkas, Meyveci-2001,
Ozbek, Yerli kirmizi, Alidayr gesitleri ayn1 ana grup icinde olup ¢alismamizla

ortiismektedir.

Analizler sonucunda elde edilen dendogramda olusan A ana kolu igerisindeki

A6 grubunda ise tescilli Tiirk cesitlerinden Sultan-1, Pul-11, Kay1-91, Sazak-91,
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA Umran A. YILDIRIM

Emre-20, Malazgirt, ve Erzurum-89 ile yabanci tescilli ¢esitlerden Plato, Redcoot,
Wantage, Rosebud, Milestone, Redbow, Redwing, Redcap, Blaze, Giza, Crimson,
Reddif ve Robin gesitleri bir arada yer almiglardir. Yiizbasioglu (2005) ¢alismasinda
da Malazgirt-89, Firat-87, Erzurum-89, Sultan ve Pull-11 ¢esitlerini ayn1 grup altinda

toplanmustir.

Firat-87 ¢esidi A5 grubunda Giineydogu Anadolu bélgesinde yetistirilen ve
Gilineydogu Tarmmsal Arastirma Enstitiisii tarafindan Tescil edilen Seyran, Cagil-
2004, Altintoprak ve Yerli kirmizi gesitleri ile yine Giineydogu Anadolu Bélgesinin

gen merkezi oldugu L. culinaris ve L. orientalis tirleri ile ayni grupta yer almistir.

Dendogramda olusan diger ana kol ise B olarak adlandirilmistir. B ana kolu B1
ve B2 olarak iki gruba ayrilmistir. B1 ana grubunda L. odemensis yabant tiirliniin her
ikisi yer almaktadir. B2 grubunda Yabanci tescilli ¢esit olan Arjantin ¢esidi Precoz

tek basma yer almistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA Umran A. YILDIRIM

————————————1 L culinarig1
—_ 2 L. culinariz2
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e 4 Len= orientaliz 2
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Sekil 4.3 SSR markér analizleri ve Nei genetik uzaklik indeksine gére mercimek gesit ve tiirleri arasindaki iliskileri gdsteren dendogram
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5. SONUC ve ONERILER Umran A. YILDIRIM

5. SONUC ve ONERILER

Islah programlarinda gen kaynaklarmim en iyi sekilde kullanilabilmesi i¢in
genetik cesitliligin tespit edilmesi dncelik arz etmektedir. Daha 6nce mercimeklerle
ilgili yapilan ¢aligmalarda, Tirkiye’nin mercimegin anavatani oldugu ve ozellikle
Tiirkiye’nin Giineydogu’sunun kiiltiir mercimeginin evrimlesme surecinin basladigi
yer olarak belirtilmistir. Bu da Tiirkiye topraklarinda yetisen yabani mercimek

tiirlerinin var olan zengin gen havuzundan yararlanma fikrini giindeme getirmektedir.

Bu calismada kiltiirii yapilan tescilli Tiirk ve yabanci cesitler ile yabani
mercimek tlirlerinde genetik benzerlik ve farkliliklar SSR molekiiler markorleri ile

karakterize edilmistir.

Tirkiye’de tescil edilen cesitler ayn1 grupta toplanmalarina ragmen genetik
benzerlik indeksi 0.63 ile 0.93 arasinda degisim goOstermis olup ¢esitler arasinda
genetik varyasyonun bulundugu, bazi cesitler de orne§in Seyran ve Cagil-2004

cesitleri arasinda genetik benzerligin yiiksek oldugu gézlemlenmistir.

Yabanci tescilli cesitler ile Tiirk tescilli c¢esitler ayni grupta fakat farkli alt
gruplarda kiimelendigi gozlemlenmistir. Kiiltiiri yapilan mercimek cesitlerinin
genetik taban olarak birbirine yakin oldugu fakat ¢esit gelistirmede farkli pedigrilerin

kullanildigini1 gostermektedir.

Cesit gelistirme ¢alismalarinda genetik farkliliklarin  yliksek oldugu
genotiplerin melezleme programlarina alinmasi, genetik varyasyonu artirmada
onemli etkiye sahiptir. Genetik farklilik bulunmayan c¢esitlerin 1slah programlarindan
cikarilmast populasyondaki genetik c¢esitliligi azaltmamakla birlikte 1slah

programinin daha ekonomik ve etkin olmasini saglayacaktir.

Yabani mercimek tiirlerinden sadece L.odemensis B grubunda yer alirken diger

tiirler A grubunda yer almistir. Yabani tiirlerin kiiltiirii yapilan tescilli ¢esitlere gore
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5. SONUC ve ONERILER Umran A. YILDIRIM

farkli alt gruplarda kiimelendigi dolayisiyla genetik uzaklhigin ve genetik

varyasyonun yiiksek oldugu belirlenmistir.

Tirkiyede tescil edilen mercimek cesitleriyle yabani tiirlerden L. culinaris, ve
L. orientalis tirleri arasinda genetik mesafenin diger tiirlere nazaran daha yakin
oldugu ve bu tiirlerin kiiltiirii yapilan mercimegin progenitorii (atas1) oldugu tezini

desteklemektedir.

Firat-87 cesidi Glineydogu Anadolu bdlgesinde yaygm olarak kullanilan bir
cesittir. Bu ¢esit ilizerinde 1yilestirmeler yapilacaksa ve genetik varyasyon
genisletilmek isteniyorsa, Precoz, WA8649041 gibi genotiplerle melezlenmeleri

Onerilebilir.
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OZET

Bu calismada kiltiirii yapilan tescilli Tiirk ve yabanci gesitler ile yabani
mercimek tlirlerinde genetik benzerlik ve farkliliklarin SSR molekiiler markérleri ile
karakterizasyonu amacglanmistir. Calisma materyali olarak Tirkiye ve yurt disinda
tescil edilen 35 ¢esit ve 6 yabani tiire ait 12 aksesyon kullanilmistir. Caligsmada 13
SSR primeri kullanilmis olup 44 polimorfik band elde edilmistir. Benzerlik
indeksleri Nei ve Li (1979), tarafindan gelistirilen ‘’benzerlik indeksi’” formiiliine
gore hesaplanmigtir. Tiirler ve cesitler arasindaki genetik benzerlik ve bu
benzerliklere dayali dendogramlarin olusturulmasi Rolf (1992) tarafindan gelistirilen
NTSYS (Numerical Taksonomy and Multivariate Analysis System, 2.0) bilgisayar
paket programi ile yapilmistir. Dendogram verilerine gore yabani tiirler, tescilli yerli
ve yabanci mercimek cesitleri arasindaki genetik benzerlik indeksi 0.54 ile 0.93
arasinda degigmistir. SSR yontemi ile elde edilen arastirma sonucuna gore mercimek
hat ve cesitleri 2 ana (A ve B) gruba ayrilmiglardir. Ve her bir ana grupta kendi
icinde alt gruplar olusturmustur. Tiirkiye’de tescil edilen mercimek c¢esitleriyle
yabani tiirlerden L. culinaris, ve L. orientalis tlirleri arasinda genetik mesafenin diger
tiirlere nazaran daha yakin oldugu ve bu tirlerin kiiltiirii yapilan mercimegin
progenitorii (atas1) oldugu tezini desteklemektedir. Yabanci tescilli ¢esitler ile Tiirk
tescilli cesitler ayn1 grupta fakat farkli alt gruplarda kiimelendigi gozlemlenmistir.
Kiiltiirti yapilan mercimek ¢esitlerinin genetik taban olarak birbirine yakin oldugu

fakat ¢esit gelistirmede farkli pedigrilerin kullanildigini gostermektedir.
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SUMMARY

The objective of this study was to evaluate genetic diversity in lentil (Lens
culinaris Medik.) using SSR (Simple Sequence Repeats) markers. Thirty five lentil
cultivars released in Turkey and abroad and 6 wild species of lentil with 12
accessions were evaluated in the study. Data were analyzed using NTSYS PC 2.0
computer software to determine genetic diversity among the genotypes. Thirteen
SSR markers that produced 44 scorable polymorphic bands were used to evaluate
lentil genotypes. An unweighted pair-group method with arithmetic averages
(UPGMA) cluster analysis results indicated two main groupings. Cultivars released
in Turkey and abroad including wild species of L. culinaris, L. orientalis, L.
odemensis, L. montbretti and L. nigricans were in the first group. Although lentil
cultivars released in Turkey and abroad were in the same main group, they were
clustered in different sub-groups. In spite of close genetic similarities of the released
lentil cultivars, it appeared to be derived from different pedigrees or genetic
backgorunds indicating presence of genetic variation among the cultivars. Close
genetic distances between wild species of L. culinaris, L. Orientalis and lentil
cultivars (Firat-87, Seyran-96 and Cagil) commonyl grown in South Anatolia

supported the views of the center of origin of these wild species.
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Ek -1. DNA izolasyonunda kullanilan kimyasallar

DNA ekstraksiyon tamponu hazirlamak i¢in gerekli kimyasallar;
Sorbitol 63.77 g

Tris 12.10 g

EDTA 1.68 ¢g

Parcalama tamponu (Nuclei Lysis Buffer) hazirlamak i¢in gerekli kimyasallar;

1 M Tris-HCI 200 ml

0.5 M EDTA 100 ml
5 M NaCl 400 ml
CTAB 20 g

dHy0..oooiii 300 ml
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Ek -2. Denemede kullanilan ¢esit ve tiirler arasindaki genetik benzerlik indeksi (y1ldizli isaretlerin iistiindeki rakamlar) ve genetik uzaklik

indeksi (yildizli isaretlerin altindaki rakamlar)

: z ; E E: E - N 2 2 - N B _
HEIRIR il HE 1B | 8| % ¥
HE IHHHHENEHEREIEIREEIE JHIRINEEIEIEIRIHARINIRIEIEE
HEIRBEENMHMBRIRIRINININIRIEIRIEIR N HEIFIFRIHE il 5| 2% i 8| & g
L. culinaris 1 |**** 0,87 0,68 0,76 |0,49 |0,51 |Jo,6 0,71 |0,56 |0,6 [0,53 ]o,5 |0,61 |0,62 |0,59 |0,67 |0,48 0,61 Jo,63 |0,53 |0,72 |0,63 |0,47 |0,51 0,61 J0,49 |0,47 |0,5 |o0,66 0,49 |0,51 |0,52 |0,53 |0,62 |0,6 |0,58 |0,41 [0,51 |0,49 |0,58 |0,44 |0,41 |0,47 |0,49 [0,59 |0,43 |0,35
L. culinaris 2 |0,14 |[**** |0,71 [0,76 |0,46 |0,54 |0,52 |0,62 |0,48 0,52 [0,5 0,53 |0,59 |0,59 |0,57 |0,64 0,51 [0,58 Jo,6 |0,51 |0,69 |0,58 [0,6 0,62 [0,61 0,55 |0,53 |0,45 |0,66 [0,49 |0,46 |0,52 |0,59 |0,62 |0,65 |0,63 |0,51 [0,56 |0,6 |0,58 |0,49 |0,47 |0,52 0,55 [0,53 |0,48 |0,35
L. orientalis 1 |0,38 [0,34 [**** [0,88 0,4 [0,48 |o,6 |0,56 |0,5 0,59 [0,69]o,5 |0,63]0,71 0,73 0,71 |0,6 [0,78 Jo,67 |0,65 |0,71 |0,73 |0,56 |0,61 [0,48 |0,37 |0,47 |0,61 |0,65 [0,48 |0,4 ]0,41 |0,5 |o0,56 |0,62 |0,68 |0,59 0,55 |0,59 |0,68 |0,46 |0,41 0,57 |0,52 [0,53 |o,5 |0,45
L. orientalis 2 |0,28 [0,28 0,13 [****]0,43 |0,51 |0,62 |0,56 |0,53 |0,51 [0,64 J0,61 |0,69 |0,73 |0,76 |0,78 |0,65 [0,83 Jo,69 0,7 |0,81 |0,75 |0,56 0,61 [0,6 ]0,48 0,53 |0,52 |0,68 |0,53 |0,45 |0,46 |0,52 |0,61 |0,64 0,57 |0,51 0,55 |0,48 |0,54 |0,49 |0,41 |0,43 0,52 [0,53 |0,55 |0,34
L. montbretti 10,71 [0,77 0,93 [0,85 |**** |0,87 |o,56 |0,58 |0,4 0,34 [0,39 Jo,54 |0,54 |0,59 |o,5 0,53 |0,49 0,44 J0,48 |0,4 |0,46 |0,35 0,53 0,54 [0,4 0,45 0,42 |0,3 |0,35 [0,39 |0,46 |0,46 |0,37 |0,49 |0,47 |0,44 0,46 |0,42 |0,36 |0,3 |0,46 |0,5 |0,26 0,3 [0,38 |0,32 |0,32
L. montbretti 210,66 [0,61 [0,74 0,68 |o,14 [**** 0,58 |0,63 |0,36 |0,25 0,44 Jo,59 |0,63 |0,67 |0,58 |0,61 0,57 [0,53 Jo,56 |0,48 |0,54 |0,44 |0,58 |0,6 [0,43 J0,44 |0,41 |0,39 |0,44 [0,42 |0,42 |0,36 |0,33 |0,51 |0,49 |0,47 |0,48 0,44 |0,38 |0,39 |0,49 |0,45 |0,36 |0,39 [0,41 |0,41 |0,22
L. nigricans 1 |0,5 |0,65 |0,52 (0,47 |0,58 [0,54 |**** |0,82 |0,41 |0,42 0,59 |0,54 |0,69 |0,61 |0,58 |0,61 0,57 [0,62 |0,54 |0,57 |0,6 |0,59 0,42 |0,39 0,39 |0,37 |0,34 |0,39 |0,48 |0,41 |0,41 0,35 |0,36 |0,43 |0,5 |0,39 |0,38 0,31 |0,29 |0,38 |0,41 |0,32 |0,38 |0,44 0,51 J0,49 |0,2
ans2 (0,35 0,47 |o,58 |0,58 |0,55 |0,45 0,2 |**** 0,45 |0,46 |0,55 |0,58 |0,62 |0,57 |0,49 [0,52 0,5 |0,55 0,5 |o0,48 0,51 |0,49 [0,37 |0,41 |0,43 |0,44 |0,35 [0,46 |0,52 0,45 |0,42 |0,36 0,31 |0,48 [0,46 0,44 |0,36 |0,35 |0,33 [0,42 |0,39 [0,36 |0,45 |0,42 |0,5 |0,32 |0,29
is 110,59 [0,73 0,69 [0,64 |0,93 [10,3 |o,9 |o,8 |**** 0,67 [0,52 |o,63 |0,58 |0,66 |0,61 [0,59 0,58 [0,52 |0,74 |0,68 |0,51 |0,6 0,54 |0,48 [0,51 |o,57 |0,59 |0,58 |0,55 [0,59 0,56 |0,62 |0,47 |0,67 |0,62 |0,62 0,48 0,61 0,56 |0,62 |0,57 |0,65 |0,46 |0,49 [0,5 |0,47 |0,42
L is 2|0,52 |0,65 |0,53 (0,67 |10,7 [14,1 |0,87 |0,78 |0,41 |**** [0,61 |0,48 |0,42 |0,45 |0,45 |0,53 |0,38 0,35 |0,53 |0,49 |0,47 |0,51 0,37 |0,4 0,46 0,47 |0,41 |0,48 |0,4a8 [0,3 0,38 Jo,5 |0,45 |0,44 |0,5 |o0,56 |0,52 |0,54 |0,55 |0,53 |0,42 |0,47 |0,47 |0,36 [0,54 |0,41 |0,57
L. ervoides 1 |0,64 |0,69 0,37 0,44 J0,94 |0,81 |0,53 |0,59 |0,66 |0,5 [****]o,57 |0,57 |0,55 |0,51 |0,58 0,54 0,59 Jo,51 |0,47 |0,63 |0,62 |0,48 |0,58 [0,5 ]o,5 |0,43 0,52 |0,59 |0,53 0,42 |0,38 |0,38 |0,5 |0,58 |0,56 |0,53 [0,39 |o,5 |0,51 |0,56 |0,48 |0,51 J0,51 [0,47 0,6 |0,31
L. ervoides 2 0,69 |0,64 [0,7 [0,5 ]o,62 |0,52 |o,62 |0,54 |0,46 |0,73 0,56 |**** |0,61 |0,62 |0,62 |0,64 0,58 [0,6 ]o,57 |0,58 |0,59 |0o,6 0,54 0,58 [0,49 Jo,56 |0,55 |0,48 |0,54 |0,53 0,56 |0,57 |0,48 |0,62 |0,68 |0,52 |0,47 [0,44 |0,44 |0,45 0,6 |0,57 |0,39 |0,57 [0,52 |0,49 |0,32
Altintoprak 0,49 |0,54 |0,46 (0,37 |0,62 |0,47 |0,38 |0,49 |0,55 |0,86 [0,56 0,5 |****]0,83 |0,78 0,81 0,69 [0,72 |0,73 |0,63 |0,7 |0,63 |0,51 0,62 [0,49 |0,44 |0,51 |0,52 |0,6 0,53 0,41 |0,48 |0,39 |0,62 |0,56 |0,54 0,44 |0,52 |0,47 |0,54 |0,45 |0,48 |0,45 0,48 [0,52 |0,49 0,29
Firat-87 0,48 0,52 0,35 [0,31 Jo,52 0,4 |o,5 |o,56 |0,4a2 |0,8 [0,59 |o,48 |0,18 |**** 0,88 |0,86 |0,78 [0,79 |0,84 |0,76 |0,72 |0,71 0,7 0,71 0,47 Jo,5 |o0,61 |0,59 0,58 [0,57 |0,5 ]o,5 |0,48 |0,65 |0,63 |0,61 0,55 |0,64 |0,52 |0,61 |0,56 |0,58 |0,53 Jo,5 [0,57 |0,54 |0,36
Seyran 0,52 0,57 |0,31 (0,28 |o,68 |0,54 |0,54 |0,71 |0,49 |0,8 [0,68 |0,48 |0,25 |0,13 |**** |0,93 0,71 0,81 |0,77 |0,68 |0,74 |0,74 |0,63 |0,65 [0,5 ]0,39 |0,54 |0,59 |0,63 [0,63 |0,55 |o,56 |0,54 |0,65 |0,65 |0,61 |0,52 |0,59 |0,55 |0,61 |0,48 |0,5 |0,53 |0,53 [0,62 |0,49 |0,41
Cagil 0,4 |o,44 |0,35 (0,25 |0,63 |0,49 |o,5 |o0,66 |0,54 0,64 0,55 |0,44 |0,22 |0,15 |0,07 [**** |0,68 0,74 |0,75 |0,66 |0,82 |0,71 [0,6 0,63 0,58 0,47 |0,51 |0,51 |0,66 [0,55 |0,52 |0,53 |0,51 |0,63 |0,63 |0,58 |0,44 0,51 |0,52 |0,58 |0,45 |0,48 |0,5 |o,5 [0,59 |0,57 |0,33
Sakar 0,73 |0,68 0,51 0,43 |0,72 |0,57 |0,56 |0,69 |0,55 |0,96 0,61 0,55 |0,37 |0,25 |0,35 [0,38 [**** [0,78 |0,72 |0,78 |0,63 |0,73 [0,67 0,64 [0,42 |0,51 |0,53 |0,47 |0,44 [0,45 |0,48 |0,43 |0,5 |0,51 |0,54 |0,42 0,53 0,47 |0,43 |0,43 |0,52 |0,43 |0,46 |0,57 [0,47 |0,61 0,26
Yerli Kirmizi_[0,5 0,55 |0,25 |0,18 |0,81 |0,64 |0,48 |0,59 |0,65 |10,6 |0,53 |0,51 |0,33 |0,24 0,21 [0,31 0,25 |**** |0,69 |0,75 [0,76 0,81 [0,64 |0,64 |0,56 |0,41 |0,52 [0,54 0,62 0,67 |0,53 |0,48 |0,49 |0,64 [0,67 0,54 |0,53 |0,52 |0,44 |0,59 |0,51 [0,42 |0,48 |0,56 |0,58 |0,55 |0,3
Kishk yesi 0,47 0,51 0,41 (0,37 |0,73 |0,58 |0,62 0,7 |0,3 0,63 0,67 |o,56 |0,31 |0,17 |0,26 0,29 0,33 [0,37 |****]0,81 |0,78 |0,77 0,71 0,69 [0,5 0,56 |0,64 |0,65 |0,62 |0,55 |0,5 |0,56 |0,52 |0,60 |0,63 |0,64 0,53 0,68 |0,55 |0,64 |0,56 |0,59 |0,59 J0,51 [0,6 |O,57 |0,34
Ciftci-62 0,63 |0,68 0,43 0,36 |0,93 |0,74 |0,56 |0,74 |0,39 0,72 0,76 |0,55 |0,46 |0,28 |0,38 0,42 |0,25 [0,28 0,2 |**** 0,68 |0,78 0,72 |0,56 [0,45 J0,45 |0,53 |0,52 |0,47 [0,45 |0,51 |0,46 |0,47 |0,53 |0,59 |0,49 0,48 |0,58 |0,45 |0,57 |0,52 |0,49 |0,43 0,49 [0,5 ]o,69 |0,26
Hzbek 0,33 0,37 |0,34 (0,21 |0,77 |0,61 |o,5 |0,67 |0,68 |0,76 [0,47 |0,54 |0,36 |0,33 |0,3 [0,2 0,46 [0,27 |0,25 |0,38 | **** 0,82 |0,65 |0,65 0,64 |0,52 |0,5 |0,53 |0,71 [0,6 |0,51 |0,55 |0,5 |0,68 |0,62 |0,58 |0,41 |0,51 |0,49 |0,58 |0,49 |0,47 |0,58 0,55 0,64 |0,61 |0,21
Kafkas 0,46 |0,55 |0,32 (0,28 |10,6 |0,83 |0,52 |0,71 |0,51 |0,68 0,48 |0,51 |0,46 |0,34 |0,31 [0,34 0,32 0,21 Jo,26 |0,25 0,2 |**** 0,64 0,64 0,53 J0,47 |0,55 |0,57 |0,62 |0,56 |0,53 |0,54 |0,57 |0,67 |0,69 |0,59 |0,47 |0,52 0,5 |0,59 |0,56 |0,48 |0,62 |0,62 |0,66 |0,58 |0,27
Meyveci 0,76 |0,52 |0,57 (0,57 |0,63 |0,54 |0,87 0,99 0,62 |1 0,73 |0,62 |0,68 0,36 |0,47 |0,51 |0,41 |0,45 |0,34 |0,33 [0,43 Jo,45 [****]0,83 |0,52 |0,52 0,57 [0,37 |0,48 |0,52 |0,63 |0,53 |0,56 |0,6 [0,61 Jo,56 |0,55 |0,59 |0,52 [0,5 0,61 [0,58 0,47 0,5 |o0,51 |0,68 [0,22
Aliday: 0,67 0,47 |0,49 0,49 |o,61 |0,51 |0,93 0,9 |0,74 0,91 0,55 |0,54 |0,49 |0,34 |0,42 |0,47 0,44 [0,45 |0,37 |0,58 |0,43 |0,45 |0,18 |**** [0,53 Jo,48 0,59 |0,4 |o0,52 0,51 |0,6 |0,55 |0,62 |0,66 |0,63 |0,61 |0,54 |0,62 0,6 |0,49 |0,64 |0,61 |0,49 |0,58 [0,56 |0,53 |0,32
Sultan 0,5 |o,5 |o,74 (0,51 |o,92 |0,85 |0,94 |0,83 |0,68 0,78 [0,69 |0,71 |0,71 |0,76 |0,7 0,54 |0,87 [0,58 |0,69 |0,8 |0,45 |0,64 |0,65 0,63 [****]0,75 |0,59 |0,46 |0,75 [0,73 0,73 |0,62 |0,59 |0,77 |0,67 |0,65 0,48 |0,57 |0,58 |0,58 |0,68 |0,62 |0,55 |0,62 |0,66 |0,57 |0,32
Pul-11 0,72 |o,6 |1 0,73 [o,8 [o0,82 |1 0,81 |0,57 0,76 (0,68 |0,57 |0,83 |0,7 0,95 [0,75 0,67 [0,88 |o,58 |0,79 |0,66 |0,75 [0,65 0,74 0,29 |**** 0,77 |0,56 |0,68 |0,64 |0,58 |0,62 |0,5 0,7 |0,64 |0,59 0,55 [0,57 |0,55 |0,46 |0,71 |0,68 |0,55 0,59 [0,51 |o,6 |0,3
Kayi 0,75 |0,63 |0,77 [0,64 |0,88 |0,9 |10,9 |10,6 |0,53 0,88 [0,85 Jo,6 |0,67 |0,5 |o0,61 |0,66 |0,64 [0,66 |0,44 |0,64 0,69 0,6 0,56 |0,53 [0,52 Jo,26 |**** 0,65 |o0,55 [0,63 0,56 |0,67 |0,61 |0,76 |0,76 |0,71 Jo,6 |0,62 |0,66 |0,57 |0,64 |0,61 |0,5 |0,57 [0,49 |0,46 |0,36
Sazak 0,69 |0,81 |o,5 [0,65]12 ]0,93]0,95 |0,77 |0,55 0,73 0,66 |0,72 |0,66 |0,53 |0,53 [0,67 |0,76 [0,61 |0,43 |0,65 |0,64 0,56 [10 0,92 [0,78 0,57 |0,43 |**** 0,66 |0,68 |0,47 |0,51 |0,48 |0,68 |0,65 |0,74 0,62 0,61 |0,65 |0,75 |0,51 |0,51 |0,69 |0,51 [0,49 |0,38 |0,49
Emre-20 0,42 |0,42 0,43 (0,39 |10,6 |0,83 |0,74 |0,65 |0,61 0,73 0,53 |0,61 |0,51 |0,54 |0,46 |0,42 0,82 [0,48 |0,48 |0,76 |0,34 |0,48 |0,73 |0,65 0,29 |0,39 0,6 |0,42 |****|0,78 0,64 |0,65 |0,54 |0,81 |0,72 |0,76 0,53 0,69 |0,67 |0,76 0,68 |0,7 |0,7 ]0,73 |0,74 |0,66 |0,38
Malazgirt 0,72 0,72 |0,73 (0,63 |0,94 |0,88 |0o,9 0,8 |o0,53 |12 0,64 |o,64 |0,64 |0,56 |0,47 [0,6 |0,79 [0,41 |o,59 |0,79 |0,52 |0,59 |0,65 |0,68 0,31 J0,45 |0,46 |0,39 |0,25 [****|0,74 0,7 |0,53 |0,86 |0,77 |0,75 |0,57 |0,68 |0,66 |0,7 0,67 |0,7 0,64 |0,61 |0,62 |0,48 |0,42
Erzurum-89 0,67 0,78 |0,91 (0,79 |0,79 |0,88 0,9 0,87 |0,58 0,96 (0,86 |0,58 |0,89 |0,7 |o,6 0,65 |0,73 [0,64 |0,69 |0,68 |0,67 |0,64 |0,46 |0,51 0,31 Jo,55 |0,57 |0,75 |0,45 0,3 |****]0,72 |0,71 |0,77 |0,71 |0,67 0,46 0,56 |0,63 |0,61 |0,7 |0,67 |0,52 |0,7 [0,7 ]o,59 |0,39
Blaze 0,65 |0,65 0,9 [0,77 |0,77 |10,3 |10,4 |10,1 |0,47 0,69 0,98 |0,57 |0,74 |0,69 |0,59 |0,64 0,84 0,74 |0,58 |0,77 |0,6 0,62 0,64 |0,61 0,48 0,48 |0,4 |0,68 |0,43 [0,36 |0,32 |**** |0,72 |0,84 |0,72 |0,73 |0o,55 |0,66 |0,78 |0,65 |0,65 |0,79 |0,56 |0,62 0,66 |0,51 |0,51
Mileston 0,64 |0,54 [0,7 [o0,65]1 11,1 |10,3 [11,8 |0,76 |0,79 [0,97 |0,72 0,93 |0,73 |0,62 |0,67 |0,7 0,72 |0,66 |0,76 |0,69 |0,56 |0,57 |0,49 |0,52 0,69 |0,49 |0,72 |0,61 |0,64 |0,35 |0,33 [**** 0,68 |0,79 |0,69 |0,68 [0,64 |0,71 [0,57 |0,69 |0,6 |0,54 0,72 [0,7 0,49 |0,55
Plato 0,47 0,47 0,58 (0,49 |0,72 |0,67 |0,83 |0,74 0,4 0,82 0,69 |0,48 |0,48 |0,43 |0,43 [0,47 0,68 [0,45 |0,38 |0,63 |0,39 |0,41 |0,51 |0,42 0,27 J0,36 |0,27 |0,39 |0,22 [0,15 |0,26 |0,17 |0,39 | **** |0,85 |0,89 |o,6 |0,76 0,8 |0,78 |0,75 |0,78 |0,67 0,7 [0,7 ]o,51 |0,4a5
Redbow 0,52 |0,43 |0,49 [0,44 |o,76 |0,71 |0,69 |0,78 |0,49 |0,69 0,54 |0,39 |0,57 |0,47 |0,43 [0,47 0,62 [0,41 0,46 |0,53 |0,47 0,37 [0,5 0,46 [0,39 |0,44 |0,27 |0,43 |0,33 [0,26 0,34 |0,32 |0,23 |0,16 |**** |0,85 0,74 0,73 |0,77 |0,75 |0,78 |0,7 |o0,58 |0,72 [0,7 0,57 |0,49
Redcoot 0,55 |0,46 0,39 (0,56 |0,81 |0,76 |0,93 |0,83 |0,47 0,58 [0,57 |0,66 |0,61 |0,5 0,5 0,54 |0,88 [0,62 |0,44 |0,71 |0,55 |0,52 |0,58 0,49 0,43 J0,53 |0,34 |0,3 |0,28 [0,29 0,41 |0,31 |0,38 |0,12 |0,16 |**** 0,72 |0,77 |0,92 0,9 |0,7 |0,73 |0,73 0,65 0,66 |0,47 |0,58
Reddift 0,9 |o,67 |0,53 [0,68 |0,79 |0,74 |0,98 |10,3 |0,73 |0,65 0,64 |0,75 |0,82 0,6 |o0,65 [0,81 0,63 0,64 |0,64 |0,73 |0,9 |0,75 [0,6 |0,62 (0,74 Jo,6 |0,52 |0,48 |0,64 |0,56 |0,78 |o,6 |0,39 |0,51 |0,3 |0,33 |****|0,76 |0,71 |0,61 |0,7 |0,61 |0,55 |o,55 |0,56 |0,48 |0,56
Robin 0,68 |0,58 |0,59 (0,59 |0,87 |0,82 |11,6 |10,4 |0,5 0,61 [0,94 |0,83 |0,65 |0,44 |0,53 |0,66 |0,75 [0,65 |0,39 |0,55 |0,68 |0,65 |0,52 0,48 [0,57 |0,56 |0,48 |0,5 |0,38 0,39 |0,57 |0,42 |0,45 |0,27 |0,31 |0,27 |0,27 [**** 0,76 |0,69 |0,69 |0,77 |0,54 |0,54 [0,64 0,5 |0,58
Rosebud 0,72 0,52 0,53 [0,73 |10,3 |0,96 |12,4 |11,1 0,58 |0,6 [0,69 |0,82 |0,75 |0,65 0,6 |0,65 0,85 [0,81 |o,59 |0,79 |0,72 |0,69 |0,65 0,51 0,55 Jo,6 |0,41 |0,43 |0,41 [0,42 |0,46 |0,25 |0,35 |0,22 |0,26 |0,09 |0,34 [0,27 | **** |0,84 |0,64 |0,72 |0,7 ]o,67 |0,59 |0,51 0,59
Vantage 0,55 |0,55 0,39 [0,61 |12,1 |0,94 |0,96 |0,86 |0,47 |0,64 [0,68 0,8 |o,62 |0o,5 |o,5 0,54 |0,84 [0,52 |0,44 |0,56 |0,55 |0,52 |0,69 |0,72 [0,54 |0,77 |0,56 |0,29 |0,27 0,36 |0,5 |0,44 0,57 |0,25 0,29 |0,1 |o,5 |0,38 0,17 |****]0,59 |0,65 |0,74 0,65 0,66 |0,54 |0,49
i 0,82 [0,7 |0,77 [0,72 ]0,77 |0,72 |0,89 |0,93 |0,56 0,87 [0,58 0,52 |0,8 |0,59 |0,74 [0,8 0,66 [0,68 |0,58 0,66 |0,7 0,57 [0,49 |0,45 [0,38 J0,34 |0,45 |0,68 |0,39 [0,41 |0,36 |0,44 |0,38 |0,28 |0,25 |0,35 |0,36 0,38 |0,45 |0,53 | **** |0,85 |0,62 |0,79 [0,74 0,66 |0,4
Crimson 0,89 |0,76 0,9 [0,9 Jo,7 |o,79 |11,3 |10,1 |0,43 |0,75 0,73 |0,57 |0,74 |0,54 |0,69 |0,74 |0,84 [0,86 |0,53 |0,72 |0,76 |0,74 |0,54 |0,5 [0,48 0,39 0,5 |0,68 |0,35 [0,36 |0,41 |0,23 |0,52 |0,25 |0,36 |0,31 Jo,5 [0,26 0,32 |0,44 |0,16 |**** 0,59 0,65 0,66 |0,63 |0,49
Seedly 0,76 |0,65 0,56 (0,84 |13,3 |10,3 |0,96 |0,79 |0,77 0,75 [0,68 |0,95 |0,8 |0,64 |0,64 [0,69 |0,77 [0,74 0,53 |0,84 |0,55 |0,48 [0,75 0,72 [0,6 0,59 |0,68 |0,38 |0,35 [0,45 |0,65 0,58 |0,62 |0,41 |0,54 |0,31 Jo,6 [0,61 |0,36 |0,31 |0,48 |0,53 |**** 0,74 [0,74 0,49 |0,49
Redwing 0,7 |o,6 |o66 [0,66]12,1]0,94 |0,82 0,86 |0,72 |10,2 [0,68 |0,57 |0,74 |0,69 |0,64 |0,69 |0,56 [0,57 |0,68 |0,72 |0,6 |0,48 |0,69 |0,55 [0,48 Jo,54 |0,56 |0,68 |0,31 [0,5 0,36 |0,48 |0,33 |0,36 |0,32 |0,43 |0,6 [0,61 |0,41 |0,44 |0,23 |0,44 |0,31 [****[0,8 ]o,66 |0,4
Redcap 0,53 |0,63 0,64 (0,64 |0,95 |0,89 |0,66 |0,69 |0,69 0,61 [0,76 J0,65 |0,65 |0,57 |0,48 |0,53 |0,75 [0,55 Jo,51 |0,69 |0,45 |0,42 |0,67 |0,58 0,41 Jo,68 |0,71 |0,71 |0,3 [0,48 0,35 |0,42 |0,36 |0,35 |0,35 |0,42 0,57 0,45 |0,52 |0,42 |0,3 |0,42 |0,3 0,22 [****]o,58 |o,5
WA 41 0,85 |0,73 0,69 (0,59 |11,4 |0,89 |0,72 |11,3 |0,75 |0,9 [0,51 |0,71 |0,71 |0,62 |0,72 [0,57 |0,5 [0,6 ]o,56 |0,38 |0,49 |0,55 |[0,39 0,63 0,57 J0,51 |0,78 |0,98 |0,42 [0,74 0,52 |0,66 |0,71 |0,68 |0,57 |0,76 |0,74 0,69 |0,68 |0,61 |0,42 |0,46 |0,72 |0,42 [0,54 |**** |0,14
Precoz 10,6 |10,6 0,8 |10,7 |11,4 [15,1 |16,1 |12,2 Jo,86 |0,57 |11,6 |11,4 [12,4 |10,2 |o,89 |11 [13,3]|12 |10,8|13,3 [15,4 12,9 |15,3 11,3 11,6 |12,1 |10,2 [0,71 Jo,96 |0,86 |0,93 |0,66 [0,6 |0,8 [0,72 |0,55 |0,57 |0,54 0,52 [0,72 |0,92 [0,72 |0,72 |0,92 |0,69 19,7 [****
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