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MIiKROSATELIT (SSR) DNA MARKORLERININ MERCIMEK GENOM
HARITALAMASINDA KULLANILMASI
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Harran Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Tarla Bitkileri Anabilim Dah

Danisman: Yrd. Dog. Dr. Abdullah KAHRAMAN
Yil: 2009, Sayfa: 48

Bu ¢aligmada, mercimek (Lens culinaris Medik.) bitkisinin genomuna ait baglant1 (linkaj) haritasina
SSR (Simple Sequence Repeats) markodrlerinin  katilimi  amaglanmistir.  Genom haritasi
olusturulmasinda WA8649041 ve Precoz ebeveynlerin ¢aprazlanmasiyla elde edilmis olan 93 adet
rekombinant saf hat (Rekombinant Inbred Lines, RILs) populasyonu kullanilmistir. Genom
haritalamasinda SSR markdrlerine ilaveten RAPD, AFLP, ISSR ve morfolojik markdrler
kullanilmigtir. Caligmada 175 SSR primeri kullanilmig olup, 25 SSR primeri polimorfik, 109 SSR
monomorfik, 41 SSR ¢aligmamigtir. Polimorfik SSR markérleri genetik baglanti haritasinda belirli bir
kromozom veya grupta toplanmayip farkli baglantt gruplarina dagilmigtir. SSR markdrleri
kodominant olmalar1 nedeniyle karsilagtirmali genom haritalama calismalarinda biiyiikk 6neme
sahiptirler. Halihazirda mevcut 123 markérden olusan genom haritasina (57 AFLP, 48 RAPD, 16
ISSR ve 2 morfolojik markdr) bu ¢alismayla 13 SSR markédr ilave edilerek genom haritasindaki
toplam markdr sayist 136 olmustur. Genom haritasi 11 baglanti (linkaj) grubundan olusmus olup,
toplam harita uzunlugu 1311.2 ¢M dir. Iki markér aras1 ortalama uzunluk 9.64 cM dir.

ANAHTAR SOZCUKLER: Mercimek, Genetik harita , SSR markdorler
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ibrahim VARLI

Harran University
Graduate Schol of Natural and Applied Sciences
Deparment of Field Crops

Supervisor: Assist. Yrd. Do¢.. Dr. Abdullah KAHRAMAN
Year: 2009, Page: 48

The objective of this study was to integrate the SSR (Simple sequence Repeats) markers in lentil
(Lens culinaris Medik.) genetic linkage map. To construct the linkage map, an F6 derived
Recombinant inbreed line (RIL) population with 93 lines developed from the cross of WA8649041 x
Precoz lentil lines was used. Linkage map was comprised of RAPD, ISSR, AFLP, SSR and
morphological markers. One hundred seventy five (175) SSR markers were used in the study. 25 SSR
markers were polymorphic, while 109 SSR markers were monomorphic and 41 SSR markers did not
work. SSR markers were distrubuted in different linkage groups rather than clustering in some linkage
groups. Of the 21 SSR markers, 13 of them were mapped in lentil genome and the current genetic
linkage map is comprised of 136 markers including 57 AFLP, 48 RAPD, 16 ISSR, 2 morphologicl
and 13 SSR markers. Genetic linkage map is comprised of 11 linkage groups with 1311.2 ¢cM in
length and average genetic distance between two markers is 9.64 cM.

KEY WORDS: Lentil, Genetic linkage map, SSR markers
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1. GIRiS ibrahim VARLI

1. GIRIS

Ulkemizde ticari olarak {iretimi yapilan baklagillerin basinda mercimek, nohut,
kuru fasulye ve bakla gelmektedir (Uysal, 2007). 1980°1i yillarda diinya genelinde
Tiirkiye, mercimek iiretimi bakimindan dis iilkelere satista ilk siralarda yer almis ve
tretim artis1 gostermistir. 1990’11 yillarin sonlarma dogru iiretimde azalmanin
meydana gelmis ve buna baglh olarak ihracatta diisiis hatta ithal etme durumu s6z

konusu olmaya baglamistir (Aydogan, 2003).

Mercimek bitkisi kendine dollenen, yillik, diploid (2n=2x=14), 6zellikle Orta
Dogu, Kuzey Afrika, Giiney Avrupa, Kuzey ve Giiney Amerika ve Avusturalya’da
yetisebilen 6nemli bir iirlindiir. Mercimek, 6zellikle insan beslenmesinde ve hayvan
yemlerinde zengin bir protein kaynagi olmasi nedeniyle 6nem teskil eden bir tirlindiir
(Rubeena ve ark., 2003; Hamwieh ve ark., 2005). Cesitlere ait 6nem teskil eden
ozelliklerle ilgili markorlerle olusturulmus detayli bir genom haritasi, 1slah
caligmalarinda  verimliligin  arttirllmast  bakimindan o6nemli bir kaynaktir.
Gilintimiizde, tarimsal 6neme sahip ve bir¢ok {irline ait genetik haritalar olusturulmus
durumdadir. Mercimek genomuna ait ilk haritalama caligmalar1 izoenzimler,
morfolojik ve sitolojik markdrler kullanilarak gerceklestirilmistir. Daha sonraki
haritalama c¢aligmalarinda DNA markor tekniklerinden yararlanilmistir. DNA
markorlerinin morfolojik ve izoenzim markdrlerine gore avantaji yiiksek miktarda
polimorfizim elde edilebilmesidir. Ornegin, PCR’e dayali RAPD markér teknigi
bir¢ok baklagil tiiriiniin genomik haritasinin olusturulmasinda kullanilmistir (Eujayl
ve ark., 1997; Rubeena ve ark., 2003). Havey ve Muehlbauer (1989), mercimekle
yaptiklar ilk ¢alismada az markor yogunluguna sahip bir harita elde etmislerdir.

Daha sonra, Eujayl ve ark. (1999), ilk gelismis mercimek haritasini olusturmuslardir.
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Son yillarda DNA markorlerinin kullanilmasi ile ¢esitli iirlinlere ait 1slah
caligmalarinda verim artis1 saglanabilmistir (Baum ve ark., 2000). Elde edilen
molekiiler haritalar kullanilarak markorlere dayali seleksiyon yapilabilmekte ve
klonlamada yararlanilabilmektedir. Mercimege ait ilk genetik haritalar
olusturulurken izoenzim, RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) ve bazi
morfolojik markorler gibi genomun kiiciik bir kismimi kavrayan markdrler
kullanilmistir (Havey ve Muehlbauer, 1989). Eujayl ve ark. (1998), 86 rekombinant
kendilenmis hat ile 86 RAPD, 79 AFLP ile ¢ogunlugu RFLP markdriinden olusan 6
kodominant markor ile mercimek genom haritasi olusturmuslardir. Rubenna ve ark.
(2003) F, populasyonu ile 100 RAPD, 11 ISSR ve 3 RGA markoérii ile haritalamay1
gerceklestirmislerdir. Duran ve ark. (2004), olusturduklar1 haritada 62 RAPD, 29
ISSR, 65 AFLP, 4 morfolojik ve 1 mikrosatellit markorii kullanmislardir.

Aragtirmasi yapilan bir 6zellikle baglantili markorlerin yer aldigr detayl bir
genetik haritanin gelistirilmesi 1slah veriminin arttirilmasinda 6nemli bir aractir.
Tarimsal oneme sahip bir ¢ok {irliniin genom haritas1 olusturulmustur (O’Brien,
1993). Mercimege ait harita olusturulurken polimorfizimin arttirilabilmesi igin
oncelikle interspesifik haritalama populasyonlar1 kullanilmistir (Muehlbauer ve ark.,

1993).

Uzerinde ¢alisilan bitkiye ait DNA markérlerinin tanimlanmasi ve o bitkiye ait
genomik haritalarin olusturulmasi, yeni c¢esitlerin kisa silirede gelistirilmesini
kolaylastirarak ve 1slah siiresini kisaltarak zamandan kazanc¢ saglanmasina ve
seleksiyonda giivenilirlik ve kolaylik elde edilmesine yardimci olmustur. Bu amagla,
bir ¢cok molekiiler markor teknigi gelistirilerek bunlardan yararlanilmaya baslanmistir
(Michelmore ve ark., 2006). Son yillarda, molekiiler markor teknikleri ile iki veya
daha fazla birey arasindaki spesifik sekans farkliliklar1 dahil tespit edilebilmektedir.
IIk olarak kullanilan DNA bazli molekiiler markér teknigi RFLP (Restriction
Fragment Lenght Polimorphism) yontemidir (Lérz ve Wenzel, 2004).

Bu markor tekniklerinden yararlanabilmek i¢in Oncelikli olarak hiicre

icerisindeki kromozomal olaylarin iyi bilinmesi gerekmektedir. Bircok kromozom
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cok sayida genden meydana gelmektedir. Ayni kromozomda bulunan genler
baglantili (link) genlerdir ve genetik caprazlarda baglanti (linkaj) gosterirler. Mayoz
sirasinda, aktarim birimi genler degil de kromozomlar oldugu icin baglantili genler,
bagimsiz acilim konusunda o6zgiir degildir. Teoride, bir kromozomun biitiin
bolgelerinde bulunan alleller, gamet olusumu sirasinda bir birim olarak
aktarilmalidir. Ama birgok durumda bu bodyle olmaz. Birinci mayotik profaz
sirasinda homologlar eslestiginde (ya da sinapsis durumunda iken), kromozom
segmentlerinin (boliimlerinin) karsilikli (resiprokal) degis-tokusu gergeklesebilir.
Krosover adi verilen bu olay, allellerin homologlar arasinda yeniden karilmasi ya da
rekombinasyonu ile sonuglanir. Krosover, giiniimiizde mayoz sirasinda olusan gergek
bir fiziksel kirilma ve tekrar bir araya gelme olayr seklinde disiintilmektedir.
Kromozom segmentlerindeki bu degis tokus herhangi bir birey tarafindan olusturulan
gametlerde, genetik c¢esitlilik icin asir1 derecede fazla potansiyel saglar. Bu tip
varyasyon, bagimsiz acilim sonucu olusan ile birlikte, biitiin yavru bireylerin, anne
ve babadan gelen allellerin ¢esitli karisimlarini icermelerini saglar. Bir kromozom
tizerindeki herhangi iki bolge arasindaki krosover derecesi, aralarindaki uzaklik ile
orantilt olup bolgeler arast uzaklik (inter-lokus distance) olarak adlandirilir.
Dolayisiyla, hangi bdlgenin g6z Oniline alindigina bagli olarak rekombinant
gametlerin yiizdesi degisir. Bu korelasyon, genlerin kromozom iizerindeki goreceli
yerlesimlerini belirten kromozom haritalarinin olusturulmasinda bir temel olusturur

Oner, 2003).

Genetik varyasyonlar 2 sekilde tahmin edilebilir: (1) Fenotipik, (2) Genotipik.
Genetik markorler bireyin genotipik ve fenotipik karakteristiklerini tanimlar. Genetik

markdr tipleri morfolojik, protein (biyokimyasal) ve DNA (molekiiler) markorleridir.

Calismada, rekombinant kendilenmis hatlar kullanilmistir. Calismada
kullanilan 93 adet rekombinant hatlar, F2 bireylerinin 6 generasyon kendilenerek tek
tohuma dayali (single seed descent) yontem ile elde edilmistir. Bu hatlar, F2
popiilasyonlarina nazaran homolog basina iki kat daha fazla rekombinasyona ait bilgi
icermektedir. Ayrica bu hatlarin bir diger avantaji ¢ok sayida birey elde ederek

tekrarlamali ¢aligmalara izin vermesidir.
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Bu c¢alismada, daha 6nceden ayni populasyon kullanilarak olusturulan genetik
haritada kullanilan markorlere ilave olarak SSR markorlerinin  kullanilmas: ve

mercimek genomunda haritalanmasi1 amaglanmistir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Mercimek Bitkisi (Lens sp.)

Mercimek, Fabaceae familyasindandir. Fabaceae ¢igekli bitkilerin ti¢lincii en
biiyiik ailesidir. Ornegin, soya fasiilyesi, yer fistig1, nohut ve mercimek bu

familyadandir (Paterson ve ark., 2000).

Yaygin olarak Hindistan’in belli bdlgeleri, Orta Dogu, Kuzey Afrika, Giiney
Avrupa, Kuzey ve Giiney Amerika ve Avusturalya’da yetismektedir. Yiiksek oranda
protein icermesinden dolayr genellikle insan beslenmesinde kullanilmaktadir.
Genellikle diger hububatlarla miinavebe halinde yetistirilmektedir. Diinyadaki
toplam mercimek ekim alani (yaklasik 48 iilkede) 3,8 milyon hektar ve ortalama
verim 850 kgha™ dir. Bu miktarin % 58’i Asya iilkelerinde yetistirilirken, % 37’si
bati Asya ve kuzey Afrika iilkelerinde yetistirilmektedir (Galasso ve ark., 2001;
Rubeena ve ark., 2003; Furman ve Baum, 2006; Muehlbauer ve ark., 2006).

Lens grubunda, kiiltiire alinmis L.culinaris medik. ssp. culinaris, yabani L.
culinaris ssp. orientalis bulunmaktadir. Ayrica, 5 tane ilave tiir daha tanimlanmigtur.
Yabani tiirler genellikle Akdeniz gevresinde dagilim gosterirken, L. culinaris ssp.
orientalis doguda Asya’nin ortalarina kadar uzanmaktadir. ICARDA (International
Center for Agricultural Research in the Dry Areas)’in yaptig1 aciklamaya 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). Tiirkiye mercimegin énemli gen merkezlerinden biridir ve yabani mercimek
tirlerinden L. culinaris medik. ssp. culinaris, L. culinaris ssp. orientalis, L.
odemensis, L. nigricans, L. ervoides ve L. tomentosus bitkileri dogal florada

yetismektedir (Ladizinsky, 1997).
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2.2. Molekiiler Markor Teknikleri ve Gen Haritalama

Molekiiler seviyede ilk incelenen markérler izoenzimlerdir. Izoenzimler
proteinlerin izo formlaridir ve aminoasit kompozisyonlarina ve yiklerine gore
degisim gostermektedirler. Bu farkliliklarindan yararlanilarak elektroforez ile
ayrimlanabilmektedirler. Bu ilk kullanilan teknigin arkasindan daha verimli sonuglar
almabilen ve DNA bazli molekiiler markor teknikleri gelistirilmistir (Meksem ve

Kahl, 2005).

Baglanti, polimorfik ozellikler arasindaki genetik mesafe olarak

tanimlanmaktadir. Enzim aktivitesi, kesim parcalarinin (restriksiyon fragmentlerinin)
uzunluklar1  veya  allelik  lokustaki  niikleotid  sekanslar1  yardimiyla
belirlenebilmektedir. Genetik polimorfizimin belirlenmesinde molekiiler markor
tekniklerinden yararlanilabilmektedir. Molekiiler markor tekniklerine 6rnek olarak
AFLP, RFLP, CAPS, DAF, ISSR, SSR, RAPD, SCAR, ve STS verilebilir. (Cizelge

2.1), (Mohan ve ark., 1997).

Cizelge 2.1. Molekiiler markor teknikleri (Mohan ve ark., 1997)

Teknikler ingilizce ad1 Acik Ad1

AFLP Amplified Fragment Length Cogaltilmis par¢a uzunlugu polimorfizmi
Polymorphism

RFLP Restriction Fragment Length Kesilmis parga uzunlugu polimorfizmi
Polymorphism

CAPS Cleaved Amplified Polymorphic Boliinerek ¢ogaltilmis polimorfik diziler
Sequences

DAF DNA Amplification Fingerprinting Cogaltilmis DNA parmak izi

ISSR Inter-SSR Amplification Rastlantisal basit dizi tekrarlar1

RAPD Random-Amplified Polymorphic DNA | Rastlantisal ¢gogaltilmis polimorfik DNA

SSR Simple Sequence Repeats Basit dizi tekrarlar

SCAR Sequence Characterized Amplified Sekansi tanimlanmis ¢ogaltilmis bolge
Region polimorfizmi

SNP Single niikleotit polimorfizm Tek niikleotid polimorfizmi

Markor teknikleri kendi aralarinda karsilastirildiklarinda PCR (Polimerase

Chain Reaction, Polimeraz Zincir Reaksiyonu) ile yapilabilmeleri, polimorfizm
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gosterme kaliteleri, dominant veya ko-dominant markorlerin tespitine izin vermeleri,
verimlilik, otomasyon ve maliyet agisindan farkliliklar gostermektedirler. En sik
kullanilan markdr tekniklerinin bu 6zellikleri Cizelge 2.2.’de verilmistir (Meksem ve

Kahl, 2005).

Cizelge 2.2 En fazla kullanilan molekiiler markdorlerin karsilastirilmasi (Meksem ve Kahl, 2005)

Markor | PCR Polimorfizim | Dominanthk | Verimlilik | Otomasyon | Maliyet
Teknigi | Temelli

olmasi
RFLP Hay1r Diisiik/Orta Kodominant | Yiiksek Diisiik Yiiksek
RAPD Evet Orta/Yiiksek Dominant Diisiik Orta Diisiik
SCARS Evet Yiiksek Kodominant | Yiiksek Orta Orta
AFLP Evet Yiiksek Dominant Yiiksek Orta/Yiiksek | Orta
SSR Evet Yiiksek Kodominant | Yiiksek Orta/Yiiksek | Yiiksek
ISSR Evet Yiiksek Dominant Yiiksek Orta/Yiksek | Diistik
STS Evet Yiiksek Kodominant/ | Yiiksek Orta/Yiiksek | Diistik

Dominat

Molekiiler markor teknikleri kullanilarak yapilan calismalarda F2 dolleri,
geriye melez populasyonlari, yakin isogenik hatlar (near-isogenik lines), doubled
haploidler ve rekombinant saf hatlar (recombinant inbred lines, RILSs)
kullanilmaktadir. Bunlardan RIL populasyonlar1 ile yapilan caligmalardan iyi

sonuglar elde edilmektedir (Mohan ve ark., 1997).

Rekombinant hatlar kendileme yoluyla elde edilmektedirler. Bu hatlar ayrica
tek tohuma dayali hatlar olarak da adlandirilmaktadirlar. Yaklasik 6 generasyon
sonunda tamamen homozigot hatlara ulasilmaktadir. RIL populasyonlar, F,
populasyonlarina gore daha iyi c¢Oziinilirliik gostermektedirler, bu nedenle
calismalarda kullanimlar1 daha fazladir. Bitkilerin bir¢ok ¢esidine ait RIL hatlarinin
elde edilmesi miimkiin olmaktadir. Ornegin, Arabidopsis thaliana ile yapilan genom
haritama calismasinda 300 adet RIL populasyonu kullanilmistir (Meksem ve Kahl,
2005).



2. ONCEKIi CALISMALAR ibrahim VARLI

Genetik haritalar bu molekiiler veya morfolojik markdérlerin dogrusal olarak
siralanarak baglant1 gruplarini olusturmalariyla elde edilmektedirler. Bu gruplanma
krosover veya rekombinasyon frekanslarina bagli olarak degismektedir (Meksem ve
Kahl, 2005). Yiiksek ¢oziiniirliikkte haritalar ise, ¢ok sayida molekiiler markdriin

haritalanmasi ile elde edilmektedir (Meksem ve Kahl, 2005).

2.3. Mikrosatellit DNA Markorleri

Mikrosatellit veya basit dizi tekrarlart (simple sequence repeats = SSR)
nisbeten yeni tip DNA markorleri olarak bilinmektedir. Mikrosatellitler, herhangi bir
canli organizma genomunda ardarda dizilmis (tandem repeats), genellikle 2 ila 5 bp
(baz cifti) uzunlugunda olusmus DNA tekrarlaridir. Bu tekrarlar genellikle 10 veya
daha fazladir. Mikrosatellit tekrarlamalar1 tam tekrar, eksik tekrar (tekrarlanan diziler
arasinda tekrarlanmayan dizilerin bulunmasi) veya karisik tekrarlar (Hearne ve ark.,

1992) olarak bitki genomunda bulunmaktadir (Hughes ve Queller, 1993).

Mikrosatellitler, dizi tekrarlarin1 kapsayacak sekilde gelistirilen iki primer (
ileri ve geri primer) yardimiyla PCR (polimeraz zincir reaksiyon) ile ¢ogaltilabilir.
Herhangi iki bitki veya birey arasindaki farklilik (polimorfizm) dizilerin tekrarlanma
sayilarindaki farklilardan kaynaklanmaktadir. Her hangi bir mikrosatellit lokusu bir

veya birden fazla allele sahip olabilir.

2.4. Mikrosatellit Markorlerin Avantaj ve Dezavantajlari

Mikrosatellit markorler kodominant (esbaskin) kalitim gostermekte olup, farkli
melezlerden olusturulan genetik haritalar arasinda kolaylikla kullanilabilirler. Buna
karsilik dominant (baskin) kalitim gésteren RAPD gibi markor sistemlerinde her bir
melez i¢in ayr1 bir genetik harita olusturma zorunlulugu vardir. Single (tek) lokus
markdrii olmalar1 nedeniyle skorlamalarin yapilmasi, genetik analizleri ve gen
haritalarinin olusturulmasi, multi lokus (¢ok lokuslu) DNA markérlerine (RAPD,

AFLP) gore daha kolaydir.
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Mikrosatellitler genoma 06zgii ve yiiksek oranda korundugu i¢in bir bitkinin
genomuna ait mikrosatellit markorlerin bagka bir bitki genomunun haritalamasinda
kullanilmas1 sinirli olmaktadir. Ornegin mercimek igin belirlenen mikrosatellit
primerlerinin nohut veya bezelye genomunda kullanilmas: olduk¢a simurlt
kalmaktadir. Buna karsin RAPD gibi markorler her genom igin rahatlikla
kullanilabilmektedir (Moore ve ark., 1991). Mikrostaellitlerin genoma 6zgii olmalari
yaninda mikrosatellit bolgelerinin genomda belirlenmesinde baslangic maliyetinin
yiksek olmasi baglica dezavantajlaridir. Bu durum halihazirda genom
veritabanlarinin  arastirilarak  mikrosatellitler  bulunmasi  yoluyla nisbeten

giderilmektedir.

SSR markdrler ¢ok genis bir kullanim alanina sahip olup, yiiksek ¢oziiniirliikte
genetik haritalarin gelistirildigi insan, fare (Love ve ark., 1990) ve diger memeli
genomlarinda kullanilmaktadir. Bunun yaninda énemli kiiltiir bitkilerine ait genetik
haritalarin olusturulmasinda da yaygin olarak kullanilmaktadir. (musir: Sharopova ve
ark., 2002; fasulye: Blair ve ark., 2003; yer fistig1: bugday: Somers ve ark., 2004; De
Carvalho Moretzsohn ve ark., 2004; soybean: Song ve ark., 2004; Asma: Adam-
Blondon ve ark., 2004).

2.5. Mercimek Bitkisi ile Yapilan Genetik Haritalama Calhismalari

Detayli bir genetik baglant1 haritas1 ve arastirilan 6nemli karekterleri kontrol
eden genlerin bitki genomunda lokasyonlarinin aydinlatilmasi 1slah ¢aligmalarinda
olduk¢a Onem tagimaktadir. Haritalama calismalarinda iyi bir baglanti haritasinin
olusturulmasinda rekombinant saf hatlar ¢ok iyi bir kaynaktir. Bu haritalama
populasyonlari, ¢ok yillik tarla denemelerinde kullanilmalar1 ve kantitatif
karakterlerin haritalanmasinda yeterli tohumu saglamalar1 nedeniyle kantitatif

karekterlerin haritalanmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Eujayl ve ark., 1998).

Mercimekte ilk genetik haritalar 90’1 yillarda olusturulmaya baglanmis olup
genelde izozimler, RFLP ve morfolojik markoérler kullanilmis, fakat az sayida

markdrden olugsan ve mercimek genomunun az bir kismini kapsayan haritalar
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yapilmistir (Havey ve Muehlbauer, 1989; Weeden ve ark., 1992; Tahir ve ark.,
1994).

Weeden ve ark. (1996), yapmis olduklari c¢alismada, (Lens ervoides x L.
culinaris) melez bireyleri lizerinde toplam 64 morfolojik, izoenzim ve DNA markdrii
kullanmiglar ve 560 cM’lik baglant1 haritas1 elde etmislerdir. DNA markdrii olarak
RFLP tekniginden yararlanmiglardir.

Eujayl ve ark. (1997), yabani mercimek ¢esidi Lens culinaris Medik. ile
yaptiklar1 ¢aligmada morfolojik, izoenzim, RFLP, oligoniikleotid ve RAPD markdr
tekniklerinden yararlanmiglardir. Toplam 390 adet primer denemesinin yapildig
calismada toplam 116 primerden 196 adet polimorfik bant elde edilmistir. Haritalama
calismasinda MAPMAKER (version 1.9) kullanmilmig ve LOD skoru 3 olarak
belirlenmistir. Sonugta 28 adet RAPD, 1 adet RFLP, 1 adet morfolojik ve 3 adet

oligoniikleotid makorii ile 9 adet baglant1 grubu elde edilmistir.

Eujayl ve ark. (1998), Lens sp. tiiriine ait genetik baglant1 haritasin1 177 markor
(89 RAPD, 79 AFLP, 6 RFLP ve 3 Morfolojik markor) kullanarak olusturmuslardir.
Aragtirma sonucunda 79 adet polimorfik AFLP pargasi tespit edilmis, toplam 79
AFLP markorii igersinden 21 tanesi baglanti kurmamistir. 21 markor %5°den fazla
eksik detaya sahip oldugu i¢in kullanilmamistir. Calismada 86 adet rekombinant saf
hat kullanmislardir. Harita, mercimek genomunun 1073 ¢M’hik kismini igermistir.
Morfolojik markor olarak, kabuk agilmasi, tohum kabuk paterni ve ¢icek rengi
bolgeleri haritalanmistir. Calismada, AFLP markdrlerinin RAPD markorlerine gore
daha fazla fark sapmasi1 gosterdigi gozlenmistir. Bu ¢aligmada Mapmaker/Exp 3.0
yazilimi kullanilarak baglanti analizi yapilmistir. Markérler gruplandirilirken LOD

skoru 4.0 kullanilmis ve maksimum uzaklik 25 ¢cM olarak tespit edilmistir.

Emami ve Sharma (1999), mercimek bitkisi ile yaptiklari calismada 25 melezde
13 monogenik morfolojik markor incelemisler ve bunlardan 3 tanesinin bagli (linkaj)
oldugunu belirlemiglerdir. Bu markorler, Ert (yayilma ve biiyiime yetenegini

tetikler), Gs (kahverengi ve yesil govde) ve B1 (kahverengi-yesil yaprak)’dir. B1 ve

10
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Gs arasinda %14, Bl ve Ert arasinda % 34, Gs ve Ert arasinda ise % 38
rekombinasyon frekansi bulundugunu tespit etmislerdir. Sonugta, B1 geninin Ert ve
Gs arasinda yer aldigimi tespit edilmistir. Bu calismada sadece morfolojik

markdrlerden yararlanilmistir.

Ford ve ark. (1999)’nin, ILL5588 Ascochyta lentis’e dayanikli bireylerde bulk
segregant analizi ile RAPD markorlerden yararlanarak yaptiklar calismada, 261
dekaniikleotid primer denenmis ve bunlardan 7 tanesi direngli lokus igerisinde
dagilim gosteren polimorfik markor olusturmustur. 7 tane RAPD markoriinden 5
tanesinin direngli lokusun 30 cM’lik kisminda oldugunu tespit etmislerdir. Bu
calisma ile ileriye yonelik klonlama c¢aligmalarina yardimci olabilecek sonuclar elde
edilmistir. Bu calismanin diger c¢alismalara gore farkliligt Bulk Segregant
Analizi’nden yararlanilmis olmasidir. Calismada haritalama icin MAPMAKER/QTL
version 1.1 yazilimi kullanilmistir. Three point analizi yapilmis ve LOD skoru 3

secilmistir.

Mercimek bitkisine ait ilk intraspesifik baglant1 haritasi, Ascochyta yanikligina
direngli olma durumlarina gore degisiklik gdsteren ILL5588 ile ILL7537 nin melez
kiiltiirlerinden elde edilen F2 populasyonu kullanilarak 114 molekiiler markor (100
RAPD, 11 ISSR, 3 RGA) ile gerceklestirilmistir (Rubeena ve ark., 2003). Baglanti
analizinde LOD skoru 4 ve maksimum rekombinasyon fraksiyonu 0.25°dir, 6 ve 18
markdr arasinda kiyaslanan 9 baglanti grubunu gostermistir. Intraspesifik haritanin
toplam uzunlugu 784.1 cM olarak belirlenmistir. Calismanin devaminda Ascochyta
yanikligina direngli bolgelerin belirlenmesine yonelik QTL haritalart olusturulmus ve
hastalikla ilgili bolgeler belirlenmistir. Calismada ilave olarak 72 markor (38 RAPD,
30 AFLP, 3 ISSR ve sap pigmentasyonu) kullanilmistir. LOD skoru 4 olarak
belirlenmis ve 11 adet baglant: haritasi tespit edilmistir. Toplam 23 markor hastalikla

iligkili bulunmustur (Rubeena ve ark., 2006).
Duran ve ark. (2004), L. c. ssp. culinaris L.c. ssp. orientalis hibriti 113 F2

bitkisi lizerinde 200 markor (71 RAPD, 39 ISSR, 83 AFLP, 2 SSR ve 5 morfolojik)

kullanarak yaptiklar1 ¢alismanin sonucunda, en fazla polimorfizimi AFLP markorleri

11
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ile elde etmislerdir. LOD skorunun 3 olarak secildigi calismada, 161 markor, 2172.4
cM lik bir haritada 10 tane baglant1 grubunda toplanmuslardir. iki markér arasindaki
ortalama uzaklik ise 15.87 c¢M olarak tespit edilmistir. Haritalama igin
Mapmaker/exp version 3.0 yazilimi kullanilmistir. Kahraman (2001), kisa
dayaniklilig1 kontrol eden genlerin haritalanmasi amaciyla WA8649090 X Precoz
melezinden elde edilen rekombinant saf hat populasyonu kullanarak 130 markor (27
RAPD, 55 ISSR ve 48 AFLP) dan olusan 9 gruplu 1192 ¢M uzunlugunda ve iki

markor arasi ortalama uzakligi 9.1 cM olan genetik harita gelistirmistir (Sekil 2.1).

Mikrosatellit markorleri ile genetik haritalama Hamwieh ve ark. (2005),
tarafindan yakin zamanda gelistirilmigtir. ILL 5588 ve ILL 692-16-1(s)
melezlemesinden elde edilen 86 bireyde 41 mikrosatellit ile 45 AFLP markorii
kullanarak haritalama yapmislardir. Caligmada, daha onceden elde edilen RAPD
markdrleri ile birlikte toplam 283 markor haritalanmis 751 ¢M uzunlugunda harita
elde edilmistir. Mercimek genom haritalama ¢alismalar1 ve mikrosatellit markdlerin
kullanim1 diger baklagil bitkileri ve bugdaygillerle karsilastirildiginda daha sinirh
goziikmektedir. Bunun nedeni de mercimek bitkisinde ¢alisan arastirmaci sayisinin

az olmasindan kaynaklanmaktadir.
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Sekil 2.1. WA8649041 x Precoz ebeveynlerinin melezlemesinden elde edilen rekombinant saf
hat (RIL) populasyonu kullanarak olusturulan mercimek genetik baglanti haritasi
(Kahraman ve ark., 2004 )
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2.6. Diger Baklagiller ile Yapilan Haritalama Caliymalar:

Mercimek bitkisinin yani sira fasiilye, soya fasiilyesi, Medicago truncatula ve
nohut gibi baklagillerin genomunun aydinlatilmasina yonelik genetik ¢aligmalarda
gerceklestirilmektedir. Ornegin, Medicago truncatula ile yapilan bir ¢alismada, 124
birey ile ¢alisilmis ve RAPD, AFLP ve morfolojik markorlerden olusan toplam 289
markor kullanilarak 8 baglanti grubundan olusan 1225 cM’lik bir harita elde
edilmistir (Thoquet ve ark., 2002).

Song ve ark. (2004), soya fasiilyesi ile yaptiklar1 calismada, SSR, RFLP,
RAPD, AFLP, morfolojik ve izoenzim kullanmislardir. Sonugta, 1849 polimorfik
bant elde etmislerdir. Bunlardan 1015’1 SSR, 709’u RFLP, 73’ii RAPD, 24’
morfolojik, 6’s1t AFLP ve 10’u izoenzim markérleri ile elde edilmistir. 20 baglh

(linkaj) grubu elde edilmistir.

Blair ve ark. (2003), fasiilye (Phaseolus vulgaris, L. 2n = 2X = 22) ile
yaptiklar1 calismada 150 adet mikrosatellit markor kullanmiglardir. Toplam harita
uzunlugu 1720 ¢cM ve iki mikrosatellit markor arasi ortalama uzaklik 19.5 ¢cM olarak

tespit edilmistir.

Flandez-Galvez ve ark. (1998), nohut bitkisi (2n = 2X = 16) ile yaptiklar1
calismada, 54 STMS, 3 ISSR ve 12 RGA markori kullanarak, LOD-skorunu 2.0
olarak belirlemis ve sonugta maksimum rekombinasyon uzakligini 20 ¢cM olarak

tespit etmislerdir. Elde edilen baglant1 grup sayis1 8 olarak belirlenmistir.

Tekeoglu ve ark. (2002), nohut bitkisi ile yaptiklar1 ¢alismada 146 adet RIL (C.
arietinum X Cicer reticulatum) bireyinde 1 adet morfolojik, 9 adet izoenzim, 17 adet
ISSR ve 90 RAPD markdrii kullanarak 981.6 ¢cM biiyiikliigiinde, markdrler arasi
uzaklik 8.4 cM olan harita elde etmislerdir. Elde edilen baglanti grup sayist 9

olmustur.
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Tar’an ve ark. (2003), fasiilye bitkisi ile yaptiklar1 ¢alismada 49 AFLP, 43
RFLP, 11 SSR, 9 RAPD, 1 morfolojik markoér kullanarak ¢ikardiklari haritada 12
baglant1 gruplu 1717 cM’lik bir harita elde etmislerdir. Tiim baglant1 gruplar1 ele
alindiginda markorler arasi ortalama uzaklik 15 c¢M olarak tespit edilmistir.
Maksimum uzaklik 48.6 cM bulunurken, minimum uzaklik 2.2 ¢cM olarak tespit

edilmistir. Mapmaker/Exp 3.0 yazilimi kullanilarak LOD skoru 3 olarak se¢ilmistir.

Santra ve ark. (2000), nohut bitkisi ile yaptiklari ¢aligmada C. arietinum
(FLIP84-92C, direngli ebeveyn) ve C. reticulatum Lad. (PI 599072 hassas ebeveyn)
800 RAPD ve 100 ISSR primeri kullanmiglardir. Sonugta 116 adet markor igeren
981.6 cM lik 9 baglant1 grubundan olusan bir harita elde etmislerdir. Markorler arasi

ortalama uzaklik 8.4 ¢cM olarak belirlenmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Calisma materyali olarak mercimek hatti WA8649041 ile Precoz ¢esidinin
melezlemesinden elde edilen bireylerin tek tohuma dayali (single seed descent)
metotla 6 generasyon kendileme yapilarak elde edilen 101 adet rekombinant saf
hatlardan (RIL, recombinant inbreed lines) olusan populasyon kullanilmistir.
WAS8649041 ebeveyni kiiciik taneli (1000 tane agirligi 30g) kisa dayanikli, kirmizi
kotiledonlu ve ge¢ ¢iceklenme 6zelligi gosteren ebeveyndir. Precoz ise orta iri taneli
(1000 tane agirhigr 45g), kisa dayaniksiz, yesil kotiledonlu ve ¢ok erken ciceklenme
ozelligine sahip ebeveyndir. Deneme materyali, Washington State Universitesi,
Pullman, ABD den temin edilmistir. Bu hatlar, homozigotlasmay1 saglamak i¢in 6
generasyon boyunca kendileme yapilarak elde edilmistir. Cizelge 3.1.’de ¢alismada

kullanilan RIL hatlarina ait genel kayit bilgileri verilmistir.

3.2. Yontem

Tohum c¢ogaltmak ve DNA analizleri i¢in yaprak ornekleri almak amaciyla
ebeveynler ve RIL hatlariin ekimi 2006 yilinda Ziraat Fakiiltesi deneme alaninda
yapilmistir. Her hatti temsilen yaklasik 1-2 g civarinda taze yaprak oOrnekleri
cigeklenme baslangicinda siirgiin uclarindan alinarak sivi azot ig¢erisinde muhafaza

edilmis ve laboratuvara getirilerek -80 °C de muhafaza altina alinmustir.
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Cizelge 3.1. Aragtirmada kullanilan popiilasyonu olusturan ebeveynler ve RIL hatlarina ait

kayit bilgileri
RIL
ekim
sira Gene
no RIL Kiitiik No PEDIGREE Orijinal kaynak | Notlar Melez No | rasyon
1 LIRIL-13-001 PRECOZ/WAB649041  PUL9769-639 | WH RIL | X92L035 |F9
2 LIRIL-13-002 PRECOZ/WAB8649041  PUL9769-640 | WH RIL |X92L035 |F9
3 LI9RIL-13-003 PRECOZ/WA8649041  PUL9769-641 | WH RIL |X92L035 |F9
4 LORIL-13-004 PRECOZ/WAS8649041 PUL9769-642 | WH_RIL |X92L035 |F9
5 LIRIL-13-005 PRECOZ/WAS8649041 PUL9769-643 | WH_RIL |X92L035 |F9
6 LIRIL-13-006 PRECOZ/WAB649041  PUL9769-644 | WH RIL |X92L035 |F9
7 LI9RIL-13-007 PRECOZ/WAB8649041  PUL9769-645 | WH RIL |X92L035 |F9
8 LI9RIL-13-008 PRECOZ/WA8649041  PUL9769-646 | WH RIL | X92L035 |F9
9 LORIL-13-009 PRECOZ/WAS8649041  PUL9769-647 | WH_RIL |X92L035 |F9
10 LYRIL-13-010 PRECOZ/WAS8649041 PUL9769-648 | WH_RIL |X92L035 |F9
11 LIRIL-13-011 PRECOZ/WAB649041  PUL9769-649 | WH RIL |X92L035 |F9
12 LI9RIL-13-012 PRECOZ/WA8649041  PUL9769-650 | WH RIL |X92L035 |F9
13 LI9RIL-13-013 PRECOZ/WA8649041  PUL9769-651 | WH RIL |X92L035 |F9
14 LORIL-13-014 PRECOZ/WAS8649041  PUL9769-652 | WH_RIL |X92L035 |F9
15 L9RIL-13-015 PRECOZ/WAS8649041 PUL9769-653 | WH_RIL |X92L035 |F9
16 LIRIL-13-016 PRECOZ/WAB8649041  PUL9769-654 | WH RIL |X92L035 |F9
17 LI9RIL-13-017 PRECOZ/WA8649041  PUL9769-655 | WH RIL |X92L035 |F9
18 LORIL-13-018 PRECOZ/WAS8649041  PUL9769-656 | WH_RIL |X92L035 |F9
19 LORIL-13-019 PRECOZ/WAS8649041  PUL9769-657 | WH_RIL |X92L035 |F9
20 LYRIL-13-020 PRECOZ/WAS8649041 PUL9769-658 | WH_RIL |X92L035 |F9
21 LIRIL-13-021 PRECOZ/WA8649041  PUL9769-659 | WH RIL |X92L035 |F9
22 LI9RIL-13-022 PRECOZ/WA8649041  PUL9769-660 | WH RIL |X92L035 |F9
23 LORIL-13-023 PRECOZ/WAS8649041  PUL9769-661 | WH_RIL |X92L035 |F9
24 LYRIL-13-024 PRECOZ/WAS8649041 PUL9769-662 | WH_RIL |X92L035 |F9
25 LYRIL-13-025 PRECOZ/WAS8649041 PUL9769-663 | WH_RIL |X92L035 |F9
26 LIRIL-13-026 PRECOZ/WAB8649041  PUL9769-664 | WH RIL |X92L035 |F9
27 LI9RIL-13-027 PRECOZ/WA8649041  PUL9769-665 | WH RIL |X92L035 |F9
28 LORIL-13-028 PRECOZ/WAS8649041  PUL9769-666 | WH_RIL |X92L035 |F9
29 LYRIL-13-029 PRECOZ/WAS8649041 PUL9769-667 | WH_RIL |X92L035 |F9
30 LIRIL-13-030 PRECOZ/WAB8649041  PUL9769-668 | WH RIL | X92L035 |F9
31 LIRIL-13-031 PRECOZ/WA8649041  PUL9769-669 | WH RIL | X92L035 |F9
32 LI9RIL-13-032 PRECOZ/WA8649041  PUL9769-670 | WH RIL | X92L035 |F9
33 LORIL-13-033 PRECOZ/WAS8649041  PUL9769-671 | WH_RIL |X92L035 |F9
34 LYRIL-13-034 PRECOZ/WAS8649041 PUL9769-672 | WH_RIL |X92L035 |F9
35 LIRIL-13-035 PRECOZ/WAB8649041  PUL9769-673 | WH RIL | X92L035 |F9
36 LI9RIL-13-036 PRECOZ/WA8649041  PUL9769-674 | WH RIL |X92L035 |F9
37 LI9RIL-13-037 PRECOZ/WA8649041  PUL9769-675 | WH RIL |X92L035 |F9
38 LORIL-13-038 PRECOZ/WAS8649041  PUL9769-676 | WH_RIL |X92L035 |F9
39 LYRIL-13-039 PRECOZ/WAS8649041 PUL9769-677 | WH_RIL |X92L035 |F9
40 LIRIL-13-040 PRECOZ/WAB8649041  PUL9769-678 | WH RIL | X92L035 |F9
41 LI9RIL-13-041 PRECOZ/WA8649041  PUL9769-679 | WH RIL |X92L035 |F9
42 LORIL-13-042 PRECOZ/WAS8649041  PUL9769-680 | WH_RIL |X92L035 |F9
43 LORIL-13-043 PRECOZ/WAS8649041  PUL9769-681 | WH_RIL |X92L035 |F9
44 LYRIL-13-044 PRECOZ/WAS8649041 PUL9769-682 | WH_RIL |X92L035 |F9
45 LIRIL-13-045 PRECOZ/WAB8649041  PUL9769-683 | WH RIL | X92L035 |F9
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3. MATERYAL ve YONTEM ibrahim VARLI
Cizelge 3.1. (devam)
RIL
ekim
sira Gene
no RIL Kiitiik No PEDIGREE Orijinal kaynak | Notlar Melez No | rasyon
46 LIRIL-13-046 PRECOZ/WA8649041 PUL9769-684 | WH RIL |X921.035 |F9
47 LIRIL-13-047 PRECOZ/WA8649041 PUL9769-685 | WH RIL |X92L.035 |F9
48 LIRIL-13-048 PRECOZ/WAS8649041 PUL9769-686 | WH RIL | X92L035 |F9
49 LIRIL-13-049 PRECOZ/WA8649041  PUL9769-687 | WH RIL | X92L035 |F9
50 LI9RIL-13-050 PRECOZ/WA8649041 PUL9769-688 | WH RIL | X92L035 |F9
51 LI9RIL-13-051 PRECOZ/WA8649041 PUL9769-689 | WH RIL |X921.035 |F9
52 LIRIL-13-052 PRECOZ/WA8649041 PUL9769-690 | WH RIL |X92L.035 |F9
53 LO9RIL-13-053 PRECOZ/WAS8649041 PUL9769-691 | WH RIL | X92L035 |F9
54 LIRIL-13-054 PRECOZ/WA8649041  PUL9769-692 | WH RIL |X92L035 |F9
55 LI9RIL-13-055 PRECOZ/WA8649041 PUL9769-693 | WH RIL | X92L035 |F9
56 LI9RIL-13-056 PRECOZ/WA8649041 PUL9769-694 | WH RIL |X92L.035 |F9
57 LO9RIL-13-057 PRECOZ/WAS8649041 PUL9769-695 | WH RIL |X92L035 |F9
58 LO9RIL-13-058 PRECOZ/WAS8649041 PUL9769-696 | WH RIL | X92L035 |F9
59 LIRIL-13-059 PRECOZ/WA8649041  PUL9769-697 | WH RIL |X92L035 |F9
60 LI9RIL-13-060 PRECOZ/WA8649041 PUL9769-698 | WH RIL | X92L035 |F9
61 LI9RIL-13-061 PRECOZ/WA8649041 PUL9769-699 | WH RIL |X92L.035 |F9
62 LI9RIL-13-062 PRECOZ/WAS8649041 PUL9769-700 | WH RIL | X92L035 |F9
63 LIRIL-13-063 PRECOZ/WA8649041  PUL9769-701 WH RIL | X92L035 |F9
64 LIRIL-13-064 PRECOZ/WA8649041  PUL9769-702 | WH RIL |X92L035 |F9
65 LI9RIL-13-065 PRECOZ/WA8649041 PUL9769-703 | WH RIL | X92L035 |F9
66 LIRIL-13-066 PRECOZ/WA8649041 PUL9769-704 | WH RIL |X92L035 |F9
67 LI9RIL-13-067 PRECOZ/WAS8649041 PUL9769-705 | WH RIL | X92L035 |F9
68 LIRIL-13-068 PRECOZ/WA8649041  PUL9769-706 | WH RIL |X92L035 |F9
69 LI9RIL-13-069 PRECOZ/WA8649041  PUL9769-707 | WH RIL |X92L035 |F9
70 LI9RIL-13-070 PRECOZ/WA8649041 PUL9769-708 | WH RIL | X92L035 |F9
71 LI9RIL-13-071 PRECOZ/WA8649041 PUL9769-709 | WH RIL |X92L.035 |F9
72 LI9RIL-13-072 PRECOZ/WAS8649041 PUL9769-710 | WH RIL | X92L035 |F9
73 LIRIL-13-073 PRECOZ/WA8649041  PUL9769-711 WH RIL | X92L035 |F9
74 LO9RIL-13-074 PRECOZ/WA8649041 PUL9769-712 | WH RIL |X92L035 |F9
75 LI9RIL-13-075 PRECOZ/WA8649041 PUL9769-713 | WH RIL |X92L.035 |F9
76 LIRIL-13-076 PRECOZ/WA8649041 PUL9769-714 | WH RIL |X92L035 |F9
77 LO9RIL-13-077 PRECOZ/WAS8649041 PUL9769-715 | WH RIL | X92L035 |F9
78 LIRIL-13-078 PRECOZ/WA8649041  PUL9769-716 | WH RIL |X92L035 |F9
79 LI9RIL-13-079 PRECOZ/WA8649041 PUL9769-717 | WH RIL |X92L035 |F9
80 LI9RIL-13-080 PRECOZ/WA8649041 PUL9769-718 | WH RIL |X92L.035 |F9
81 LI9RIL-13-081 PRECOZ/WAS8649041 PUL9769-719 | WH RIL |X92L035 |F9
82 LI9RIL-13-082 PRECOZ/WAS8649041 PUL9769-720 | WH RIL | X92L035 |F9
83 LIRIL-13-083 PRECOZ/WAS8649041  PUL9769-721 WH RIL | X92L035 |F9
84 LI9RIL-13-084 PRECOZ/WA8649041 PUL9769-722 | WH RIL |X92L035 |F9
85 LI9RIL-13-085 PRECOZ/WA8649041 PUL9769-723 | WH RIL |X92L035 |F9
86 LI9RIL-13-086 PRECOZ/WA8649041 PUL9769-724 | WH RIL | X92L035 |F9
87 LIRIL-13-087 PRECOZ/WAS8649041 PUL9769-725 | WH RIL | X92L035 |F9
88 LIRIL-13-088 PRECOZ/WA8649041  PUL9769-726 | WH RIL |X92L035 |F9
89 LI9RIL-13-089 PRECOZ/WA8649041 PUL9769-727 | WH RIL |X92L035 |F9
90 LIRIL-13-090 PRECOZ/WA8649041 PUL9769-728 | WH RIL |X92L.035 |F9
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3. MATERYAL ve YONTEM ibrahim VARLI
Cizelge 3.1. (devam)

RIL

ekim

sira Gene
no RIL Kiitiik No PEDIGREE Orijinal kaynak | Notlar Melez No | rasyon
91 LIRIL-13-091 PRECOZ/WAS8649041  PUL9769-729 | WH RIL | X92L035 |F9

92 LIRIL-13-092 PRECOZ/WAS8649041  PUL9769-730 | WH RIL | X92L035 |F9

93 LI9RIL-13-093 PRECOZ/WA8649041  PUL9769-731 | WH RIL |X92L035 |F9

94 LORIL-13-094 PRECOZ/WAS8649041 PUL9769-732 | WH_RIL |X92L035 |F9

95 LYRIL-13-095 PRECOZ/WAS8649041 PUL9769-733 | WH_RIL |X92L035 |F9

96 LIRIL-13-096 PRECOZ/WAS8649041  PUL9769-734 | WH RIL | X92L035 |F9

97 LYRIL-13-097 PRECOZ/WAS8649041  PUL9769-735 | WH RIL | X92L035 |F9

98 LI9RIL-13-098 PRECOZ/WA8649041  PUL9769-736 | WH RIL |X92L035 |F9

99 LORIL-13-099 PRECOZ/WAS8649041  PUL9769-737 | WH_RIL |X92L035 |F9
100 | L9RIL-13-100 PRECOZ/WAS8649041 PUL9769-738 | WH_RIL |X92L035 |F9

101 |L9RIL-13-101 PRECOZ/WAS8649041  PUL9769-739 | WH RIL |X92L035 |F9

102 | Anne Ebeveyn PRECOZ Spillman 1997 | Parent | ------- --

103 | Baba Ebeveyn WA8649041 Spillman 1997 | Parent  |----—--- --

3.2.1. DNA izolasyonu protokolu

DNA izolasyonu Doyle ve Doyle (1990)’nin uyguladigi yonteme gore bazi

modifikasyonlar yapilarak saglanmistir. DNA izolasyon protokolu asagida belirtilen

metoda gore yapilmustir.

-80 °C muhafaza edilen yaprak orneklerinden yaklasik 1 g yaprak alinarak, sivi
azot ilave edilerek havan i¢inde havan kolu yardimiyla yapraklar toz sekline
gelinceye kadar ezilmesi saglandi.

Ezilen yaprak ornekleri 50 ml lik tiiplere konularak {izerine buzda bekletilen
soguk DNA ekstraksiyon tamponundan 7.5 ml ilave edilmis, tliplerin agzi
kapatilip yavasca kisa bir siire elde ¢alkalanmistir.

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

Ornek igeren bu tiipler su banyosunda 65 °C de 20-30 dakika bekletildi.

Su banyosundan alinan tiipler ¢eker ocak icinde bir ka¢ dakika sogutulduktan
sonra Kloroform/Izoamil Alkol (24:1) karisimindan 18 ml ilave edilmistir.
Kloroform/Izoamil Alkol ilave edildikten sonra, tiipler santrifiijje yerlestirilerek

2200 rpm de 15 dakika santrifiij yapilmistir.
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7. Santrifiijden sonra tiip i¢inde {iistte kalan kisim pipetle alinarak yeni 50 ml lik
tiiplere aktarildi ve iizerine tekrar 15 ml Kloroform/izoamil Alkol karisim ilave
edilerek kisa bir siireligine elde sallanarak karigimin homojen olmasi saglandi.

8. Tipler tekrar 10 dakika santrifiije (2200 rpm) tabii tutuldu ve tekrar iist kistmdaki
karisim pipetle alinarak yeni 50 ml lik tiiplere aktarildi.

9. Steril kabin de tiip i¢inde bulunan karigimin hacminin 2 kati kadar (yaklasik 15-
18 ml) soguk etanol ilave edilerek tlipler asag1 yukar1 olacak sekilde yavasca
dondiiriilerek DNA nin tiipiin alt kisminda ¢okeltilmesi saglandi.

10. Tip icinde ¢okelti olusturan DNA, ucu egik steril ince bir cam ¢ubuk yardimiyla
(glass hook) almarak yeni tiiplere konuldu ve tiip i¢inde kalan etanolun ugmasi
icin tiipler belli bir siire agz1 agik birakildi.

11. Kuruyan DNA {izerine 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
ornekler santrifiijde (rpm) 5 dk spin edildikten sonra 1 gece kurumaya birakildi.

12. DNA o6rnekleri tizerine 1 ml steril TE ¢ozeltisi eklendi. Sonra 6rnekler 1.5 ml lik
tiplere aktarilarak saflik analizleri ve diger analizlerde kullanmak {izere
buzdolabinda muhafaza edildi. RNA ihtimali olmasina karsin her bir tiipe Sul
RNaze ilave edildi.

3.2.2. DNA saflik analizi

Her bir RIL hatt1 i¢in izole edilen DNA miktar1 PCR ¢alismalarina uygun (25
ng/ul) hale getirmek i¢cin DNA’lar %1 lik Agarose jel elektroforezi ile ayristirildi ve
jeldeki standart markér baz alinarak DNA miktarlar1 belirlendi ve ne kadar
seyreltilmesi gerektigi hesaplandi. DNA saflik analizi i¢in 2:8:2 oranina gore (2 ul
DNA: 8 pl bromfenol blue: 2 pl ultra saf su karisimi) yilikleme yapildi ve 6rnekler %
3 lik agaroz jelde 1 saat kosturuldu. Seyreltme denemeleri sonucunda DNA
miktarina gére uygun seyreltme oranlari kullanildi. DNA 6rnekleri mikrosatellit ve
diger markor sistemleri i¢in hazir kullanilabilir durumda +4 °C de buzdolabinda

muhafazaya alindi.
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3.2.3. Microsatellit markor analizleri ve PCR protokolii

Mercimek i¢in yaklasik 175 mikrosatellit (SSR) primeri (Duran ve ark., 2004;
Hamwieh ve ark., 2005; Rajesh ve ark., 2008) gelistirilmistir. Bu primerlerden 124
SSR primeri Washington State Universitesinde (WSU), 46 SSR primeri ICARDA da
ve 5 SSR primeride Duran ve ark. (2004), tarafindan gelistirilmistir. 175 SSR
primerinden 35 adedi halihazirda mercimek genetik haritalama calismalarinda
kullanilmistir (Duran ve ark., 2004; Hamwieh ve ark., 2005). Bu ¢alismada ilk once
35 SSR primeri ve daha sonra da diger SSR primerleri kullanarak ebeveynler
arasindaki genetik farkliliklar1 belirlenmis ve ebeveynler arasinda polimorfik
bulunan markdrler ile RIL hatlar1 skorlanarak genetik haritalama olusturulmustur.
Denemede kullanilan SSR primerlerine ait DNA dizileri, bu primerlerin baglanma
sicaklik dereceleri (Tm), primerlerin polimorfik, monomorfik yada calisip

calismadiklar1 Cizelge 3.2.’de verilmistir.

Cizelge 3.2. PCR karisim hazirlama (Bir 6rnek igin hazirlanan reaksiyon igerigi)

Kullanilan kimyasallar | Calisma Reaksiyon Reaksiyon hacmi
¢ozeltilerinin Konsantrasyonu
konsantrasyonlar1

DNA 5 ng/ul 1,25ng/ pl Sul

Primer (forward ve 10 pmol 10 pmol I pl+1pl

reverse)

dNTP

(Adenin/100mM, 2 mM 0,2 uM 2 ul

Guanin/100mM,

Sitozin/100mM,

Timin/100mM, 4X25 pl

Fermentas)

10X PCR tamponu + 10x Ix 2+2ul

25mM MgCl,

Taq DNA polimeraz Su/ul 0,05 u/pul 0.2 ul

enzim

Ultra saf su 6.8 ul

Toplam 20 pl
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3.2.4. PCR protokolii (Polimeraz zincir reaksiyonu)

PCR analizleri i¢in 20 pl lik bir karisim hazirlanmis ve bu karisim 15 ng DNA,
10 pmol ileri ve geri primerler, 1 X PCR bafer (tampon) ve 1 U Tag DNA polimeraz

enziminden olusmustur.

PCR i¢in hazir hale getirilen DNA 6rnekleri sicaklik dongii cihazinda (Thermal
Cycler, Biorad Mycycler US) yapildi. Mikrosatellit primerleri i¢in PCR protokolii
asagida belirtilen programlara gore Cizelge 3.3.’te yapilmustir.

Cizelge 3.3. Denemede kullanilan SSR primerlerine ait PCR protokolleri

Scaklik Hamwieh ve | Rajesh ve ark. | Duran ve ark.
ark. (2005)* | (2008)** (2004)***
1 94 °C denaturasyon (¢ift sarmal | 3 dk 5 dk 1 dk
DNA nin birbirinden ayrilmasi)
1 tekrar
2 | 94°C 30s 20 sn 15sn | 2,3 ved4.
adimlar 35 kez
(denaturasyon agamasi) tekrarlanmigtir
3 | (49-57°C) 35s 1 dk 15 sn
(primer baglanma agamasi)
4 | 72 °C (Primerlerin Taq 60 s 2 dk 1 dk
polimeraz enzimi ile uzama
agamast)
5 |72°C 5dk 8 dk 5dk
6 | 4°C (PCR iiriinlerinin ) o0 0
muhafaza edildigi sicaklik)

*  ICARDA dan temin edilen SSR primerleri (Hamwieh ve ark., 2005)
**  WSU dan temin edilen SSR primerleri (Rajesh ve ark., 2008)
***  Duran ve ark. (2004)
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3.2.5. Jel elektroforezi

PCR isleminden sonra ornekler agaroz jel elektroforezi ile ayristirildi. DNA
ornekleri, 2 ebeveyn + 93 birey + 1 tane markor olmak {izere toplam 96 6rnek olup
bu ornekler i¢in % 3 liikk metaphore agaroz jel kullanilmistir. Bu amagla 15 g agaroz
500 ml TBE i¢inde homojen olarak karistirilip mikrodalga firinda 15 dk. kaynatilarak
¢oziildii ve 60 °C ye kadar sogumasi beklendi. Daha sonra agaroz jel, elektroforez
kasalarina dokiilerek 25 lik taraklarla 100 tane 6rnek sayisi kadar kuyucuk acilmasi

saglandi.

Amplifikasyon iriinlerine her 6rnek icin 2 ul Bromfenol mavi boyasi ilave
edildikten sonra elektroforez kasalarina her 6rnekten yaklasik 22 pl alinarak yiiklendi

ve 100 Voltta serbest akimda yaklasik olarak 180 dakika siirede ayrigmasi saglandi.

3.2.6. Jellerin boyanmasi

Orneklerin jelde yiiriime islemi tamamlandiktan sonra amplifikasyon
tirtinlerinin boyanmasi i¢in etidyum bromit (EtBr) boyasi kullanilarak konsantrasyon
yapilmistir. Boyama islemi tamamlandiktan sonra fazla boyanin uzaklastirilabilmesi
icin jeller saf su ile 5-10 dk yikandi. Boyanan jeller GEL LOGIC ultraviyole jel

goriintiileme sistemi ile fotograflar1 goriintiilenerek bilgisayar ortamina aktarildi.

3.2.7. DNA markorlerinin skorlanmasi ve genetik haritanin olusturulmasi

Kullanilan primerlerin  gdsterdikleri polimorfizmler A ve B olarak
skorlanmigtir. Anne bireyin DNA pargasi polimorfizm gosteriyorsa A, baba

ebeveynin DNA pargcasi polimorfizm gosteriyorsa B olarak skorlanmistir.

Mercimek genetik baglanti haritasinin olusturulmasinda MAPMAKER V.2
(Lander ve ark.,1987) yazilimi kullanilmistir. Herhangi iki markor arasindaki genetik
baghlig (linkage) belirlemede LOD = 3 (lower limit of detection, diisiik tespit sinir1)
skoru (yani herhangi iki markériin bir kromozom {izerinde birlikte baglanti

olusturmas1 ancak 10 binde 1 olasilikla yanlis olabilir) alinarak birbirleriyle
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baglantili olan markorlerin olusturduklart gruplar yada kromozomlar belirlenmistir.
Baglant1 haritasinda markorlerin genom boyunca kapladiklar1 alan ve birbirine olan

uzakliklar1 sentimorgan (cM) olarak belirlenmistir.
Baglant1 gruplari set, sequence, map, three point, multipoint, compare ve map

komutlar1 kullanilarak olusturulmustur. Haritalama i¢in markor uzakliklar1 Kosambi

(1944) fonksiyonu segilerek yapilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Mevcut Mercimek Genetik Baglant1 Haritas1

WAB649041 x Precoz melezinden elde edilen RIL populasyonunda
halihazirda genetik baglanti haritasi ¢aligsmalar1 yiirtitiilmekte olup, bu haritada
giincel olarak 123 markdr (57 AFLP, 48 RAPD, 18 ISSR ve 2 morfolojik)
bulunmaktadir. Bu ¢alisma ile 13 SSR markoérii mercimek genomunda haritalanmis
olup, giincel mercimek genetik haritast 136 markor ile 1311.2 ¢cM uzunlugunda 11
baglanti grubundan olusmaktadir. SSR markérleri ile yapilan ¢alismalara ait bulgular

asagida detayli olarak verilmistir.

4.2. Ebeveynler Arasinda SSR Primerleri ile Polimorfizm Testleri

Projede kullanilan SSR primerleri ve bu primerlere ait baz1 bilgiler Cizelge
4.1°de verilmistir. ICARDA’ dan temin edilen 46 adet SSR primerinin baglanma
sicakliklart (annealing temperature) onceden bilindigi i¢in dogrudan ebeveynler
arasinda polimorfizm testleri yapilmistir. Washington State Universitesinden (WSU)
saglanan 124 SSR primeri i¢in baglanma sicakliklari bilinmediginden bu primerlerin
baglanma sicakligini belirlemek icin gradient PCR yapilmistir. Gradient PCR da her
bir primer 49 °C ile 60 °C arasinda 8 farkli sicaklik degerinde denenerek her bir
primer i¢in uygun baglanma sicaklik derecesi bulunmustur. Bunun yaninda her bir
primerin ebeveynler arasinda farklilik gosterip gostermedigi de belirlenmistir (Sekil

4.1).

Polimorfizm testleri sonucunda, ICARDA’ dan saglanan 46 SSR primerinden
16 SSR polimorfik, 19 SSR monomorfik oldugu ve 11 SSR primerininde ¢alismadig:

belirlenmistir. (Cizelge 4.2)’de polimorfik SSR primerleri ile RIL hatlar1 skorlanmis
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ve 11 SSR primerinin mono ya da polimorfik olduklar1 net olarak

belirlenemediginden ¢alismayan primerler grubuna dahil edilmistir.

A B RIL HATLARI (3-12. siralar) M RIL HATLARI (14-25. siralar)

GLLC562

= 11 Rl bl vve bl e Towee - a1 S o o Ll T g,

GLLC559

Sekil 4.1. SSR primerleri SSR19, GLLC562 ve GLLC559” a ait jel resimleri. Ilk iki sira anne ve baba
ebeveynlere ait, takib eden siralar RIL hatlarma ait DNA lar, ortada 13. sira DNA Markor
(100bp).
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Washington State Universitesinden (WSU) temin edilen 124 SSR
primerinden istenilen polimorfizm orami elde edilememistir. 124 SSR primerine
gradient-PCR uygulamalari sonucu 29 tanesinin polimorfik, 55 SSR primerinin
monomorfik ve 30 SSR primerinin de ¢alismadig: belirlenmistir. Ancak ebeveynler
arasinda polimorfizm gosteren primerlerden c¢ogunun tekrarlanan ¢aligmalarda
monomorfik oldugu belirlenmistir. Ayrica 2 primer (SSR538 ve SSR624) ebeveynler
arasinda net olarak polimorfizm gostermesine ragmen RIL hatlarinda acilma

gostermediginden skorlanamamustir.

Sonug olarak 124 SSR primerinden 8 tane SSR primerinin polimorfik oldugu
belirlenmis ve bunlardan 6 tanesi skorlanabilmis, 86 SSR primeri mononorfik

bulunmus ve 30 tane SSR primeri ¢alismamistir.

Miimkiin oldugunca yiiksek sayida SSR primerinin polimorfik olmasi ve
haritada bulunmasi arzu edildiginden, her bir primer {izerinde tekrarlamalar
fazlasiyla yapilmustir. Primer dizilimlerinden veya bilinmeyen bagka nedenlerden

dolay1 baz1 primerler ¢alismamaktadir.

Duran ve ark. (2004), tarafindan gelistirilen ve mercimek genom
haritalamasinda kullanilan 5 SSR primeri (MS1, MS3, MS6, MS11 ve MS5S)
calismamizda kullanilan ebeveynler arasinda polimorfizm testlerinde kullanilmis ve
bunlardan sadece MS3 primerinin polimorfik oldugu digerlerinin monomorfik

oldugu belirlenmistir.

SSR primerleri toplam olarak degerlendirildiginde, 175 primerden 25
tanesinin polimorfik oldugu, 109 SSR primerinin monomorfik ve 41 SSR primerinin
de calismadigr belirlenmistir  (Cizelge 4.1). Toplamda 23 SSR primeri

skorlanabilmistir. Polimorfizm oran1 diisiik (%14.3) goziikkmektedir.
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Cizelge 4.1. Projede kullanilan SSR primerlerine ait polimorfizm test sonuglar1

Primerler Test edilen | Polimorfik Monomorfik | Calismayan Skorlanan SSR
Hamwieh ve |46 16 19 11 16

ark. (2005)

Rajesh ve 124 8 86 30 6

ark. (2008)

Duran ve ark. |5 1 4 0 1

(20004)

Toplam 175 25 109 41 23

Polimorfik oldugu tespit edilen SSR primerlerinden, 23 SSR primeri (SSR19,
SSR33, SSR66, SSR90, SSR107, SSR113, SSR138, SSR183-1, SSR183-2, SSR204,
SSR207-1, SSR207-2, SSR212-1, SSR317-2, SSR323, SSR336, MS1, GLLC537,
GLLC557, GLLCS559, GLLC562, GLLC565 ve GLLC567), ile RIL hatlan

skorlanarak genetik haritalama analizlerinde kullanilmistir.

Mercimek genomunda polimorfizm seviyesinin RAPD, AFLP, ISSR ve SSR
gibi markorlerde yiiksek oldugu gozlemlenmesine ragmen (Kahraman ve ark., 2004;
Hamwieh ve ark., 2005) bu ¢alismada SSR primerlerinden beklenen polimorfizm
orant saglanamamistir. Duran ve ark. (2004), gelistirdikleri 5 SSR primerinden
sadece MS5S SSR primerini kullandiklart F2 populasyonunda haritalarken,
Hamwieh ve ark. (2005), gelistirdikleri 30 SSR primerinden 42 polimorfik markor
(26 kodominant ve 16 dominant) belirleyerek 39 SSR markdriinli mercimek
genomunda haritalamislardir. Polimorfizm orani ve genetik baglant1 haritasinda fazla
sayida SSR markorii haritalanmasinin sebebi, SSR primerlerinin ¢alismada kullanilan
populasyonun ebeveynlerine ait genomik DNA’larindan gelistirildigi i¢in olabilir.
Diger yandan Hamwieh ve ark. (2005), tarafindan gelistirilen SSR primerleri baska
bir mercimek genetik haritalama populasyonunda kullanilmis olup sadece 7 SSR
markorii haritalanabilmistir (Tullu ve ark., 2008). Bu ¢alismada elde edilen sonuglar

Tullu ve ark. (2008), tarafindan elde edilen sonuglara benzerlik géstermekte olup,
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kullanilan populasyonun genetik yapisinin SSR primerlerinde polimorfizm oranini

etkiledigi goriilmektedir.

4.3. Genetik Baglant1 (Linkage) Harita Analizleri

Baglant1 analizleri sonucunda 23 SSR markoériinden 13 SSR degisik baglanti
gruplarinda yer alirken (Sekil 4.2) diger 10 SSR markor higbir baglant1 grubunda yer
almamistir (unlink). Mercimek genetik baglanti haritas1 11 baglanti grubundan
olusmus olup, LG1, LG3, LG4 ve LG7 gruplar1 disinda diger baglant1 gruplarinda en
az 1 SSR markorii bulunmaktadir (Sekil 4.2). Baglant1 gésteren SSR primerlerinden
SSR33 ve SSR 66 LG2 grubunda, SSR317-2, SSR336 ve SSR567 LG4 grubunda,
LG4 grubunda, SSR565 LGS grubunda, SSR212-1 LG6 grubunda, SSR 138 LGS,
SSR19 LG 10 grubunda ve SSR207-2, SSR323, SSR567 ve MS3 LG 11 grubunda
yer almistir (Sekil 4.2). SSR markorlerinin genomda farkli gruplarda dagilis
gostermesi istenilen bir sonug¢ olup, mercimekte gelistirilen diger genetik haritalarla
karsilagtirma imkani saglamasi bakimindan Onemlidir. Genetik harita toplam
uzunlugu 1311.2 cM olup iki markor arasi ortalama uzaklik 9.64 ¢cM ve ortalama
kromozom uzunlugu 1311.2 cM’dir. SSR markdérlerine ait 6rnek goriintiiler Sekil

4.2.°de mercimek genetik baglanti haritas1 goriilmektedir.
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Cizelge 4.2. Precoz ve WA8649041 mercimek hatlar1 arasinda polimorfizm durumlarini belirlemede
kullanilan SSR primerlerine ait dizilimleri, baz uzunluklar1 (bp), baglanma sicakliklari
(Tyn), primerler tarafindan ¢ogaltilan DNA fragment uzunluklari, ve polimorfizm
durumlart. Dizilimi bilinmeyen primerlere ait ilgili kisimlar bos birakilmistir. F= ileri

primer, R= geri primer.

Baglanma
Primer ismi Primer Dizilimi Sicakhi@1 (Tm) | Polimorfizm
SSR13-F GAAACAACACCGAAATACAC Calismadi
SSR13-R CGAAGTCAGATGAAGTTTG
SSR 19-F GACTCATACTTTGTTCTTAGCAG 58 °C Polimorfik
SSR 19-R GAACGGAGCGGTCACATTAG
SSR 28-F GAGGGCATAAATTCAGATTC 53.5°C Polimorfik
SSR 28-R GGACAACGCACATTTGATG
SSR 33-F CAAGCATGACGCCTATGAAG 56 °C Polimorfik
SSR 33-R CTTTCACTCACTCAACTCTC
SSR 34-F CGGCGGATGAAACTAAAG 51°C Monomorfik
SSR 34-R CATTTCCTTCACAAACCAAC
SSR 46-F CACTAAACATGGAAAATAGG 54.5 °C Monomorfik
SSR 46-R CTTATCTTTGTTTGAAGCAA
SSR 48-F CATGGTGGAATAGTGATGGC 57 °C Monomorfik
SSR 48-R CTCCATACACCACTCATTCAC
SSR 59-2-F CCAAATACTGCAACACACCG Caligmadi
SSR 59-2-R | GTTCCCATCAGGCAGAAGG
SSR 66-F GGTAGTGGTGAGGAATGAC 55,1 °C Monomorfik
SSR 66-R GCATCACTGCAACAGACC
SSR 72-F CAAACAGTACAAGGAAAGGAG 55,5°C Monomorfik
SSR 72-R CTGACTGAGCTGCTTGAAC
SSR 80-F CCATGCATACGTGACTGC 50 °C Monomorfik
SSR 80-R GTTGACTGTTGGTGTAAGTG
SSR 90-F CCGTGTACACCCCTAC 54,5 °C Polimorfik
SSR 90-R CGTCTTAAAGAGAGTGACAC
SSR 96-F GTTATCTTCCAGCGTC Calismadi
SSR 96-R GATATACAATCAGAGATG
SSR 99-F GGGAATTTGTGGAGGGAAG 57°C Monomorfik
SSR 99-R CCTCAGAATGTCCCTGTC
SSR 107-F GCGGCGAGCAAATAAAT 51°C Polimorfik
SSR 107-R GGAGAATAAGAGTGAAATG
SSR 113-F CCGTAAGAATTAGGTGTC 46 °C Polimorfik
SSR 113-R GGAAAATAGGGTGGAAAG
SSR 119-F GAACTCAGTTTCTCATTG Calismadi
SSR 119-R GAACATATCCAATTATCATC
SSR 124-F GTATGTGACTGTATGCTTC 52 °C Monomorfik
SSR 124-R GCATTGCATTTCACAAACC
SSR 130-F CCACGTATGTGACTGTATG 55°C Monomorfik
SSR 130-R GAAAGAGAGGCTGAAACTTG
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Cizelge 4.2. (devam)

Baglanma
Primer ismi Primer Dizilimi Sicakligi (Tm) | Polimorfizm
SSR 132-F CCAGAACAAACGTAAACC 51,4°C Monomorfik
SSR 132-R CTATCGCATATGAGTGAAC
SSR 138-F GAAATGGGATAGCAGATAG 53 °C Polimorfik
SSR 138-R GAAGACTCTCACCGTCG
SSRI151-F GGTAGGTGAGATAGTTG 54 °C Monomorfik
SSR151-R GGAGCAAGAAGAAGCAG
SSR 154-F GGAATTTATCACACTATCTC 51°C Monomorfik
SSR 154-R GACTCCCAACTTGTATG
SSR 156-F GTACATTGAACAGCATCATC 53 °C Monomorfik
SSR 156-R CAAATGGGCATGAAAGGAG
SSR 167-F CACATATGAAGATTGGTCAC Calismadi
SSR 167-R CATTTATGTCTCACACACAC
SSR 183-F GCTCGCATTGGTGAAAC 50.5 °C Polimorfik
SSR 183-R CATATATAGCAGACCGTG
SSR 184-F CCTAAAGCCTTGGCAGAC Caligmadi
SSR 184-R CTGAAACCACCACATACG
SSR 191-F GCAAATTTCTTGGTCTACAC 51°C Monomorfik
SSR 191-R GGGCACAGATTCATAAGG
SSR 197-F CACCAATCACCAACACAC 53.5°C Monomorfik
SSR 197-R GAGCTGTGAAGTCTTATCTG
SSR 199-F GTGTGCATGGTGTGTG 51°C Monomorfik?
SSR 199-R CCATCCCCCTCTATC
SSR 202-F CAACCTCACTTACCTTAC 51°C Monomorfik
SSR 202-R GCTCTTTATCATCATTCTAC
SSR 204-F CACGACTATCCCACTTG 52 °C Polimorfik
SSR 204-R CTTACTTTCTTAGTGCTATTAC
SSR 207-F GAGAGATACGTCAGAGTAG 55.1°C Polimorfik
SSR 207-R GATTGTGCTTCGGTGGTTC
SSR 212-1-F GACTCATTGTTGTACCC 44 °C Polimorfik
SSR 212-1-R GCGAGAAGAATGGTTG
SSR 213-F CACTCGCACCTCTTATG Caligmadi
SSR 213-R GAAATTGTCTCTTAGCAAG
SSR 215-F CATTAATATTTCTTTGGTGC Calismadi
SSR 215-R CTTTTCTTCTCTTCCCC
SSR 230-F CCAACAACAATTCACCATAC 53.5°C Monomorfik
SSR 230-R AACATTGTACTGAGAGGTG
SSR 233-F CATTGTGGAATGCTTGTAG Calismadi
SSR 233-R GCCGCCTACATTATGG
SSR 253-F GAAGAAGCATTCACGGTG 53.5°C Monomorfik
SSR 253-R GAGGGACTACTATATCAG
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Cizelge 4.2. (devam)

Baglanma
Primer ismi Primer Dizilimi Sicakhigi (Tm) | Polimorfizm
SSR 302-F CAAGCCACCCATACACC Calismadi
SSR 302-R GGGCATTAAGTGTGCTGG
SSR 309-2-F GTATGTCGTTAACTGTCGTG Calismadi
SSR 309-2-R GAGGAAGGAAGTATTCGTC
SSR 317-1-F GTGGGTGTAATTATTGCTAC 48 °C Monomorfik
SSR 317-1-R GTATCAAACTTATGGTGAAATC
SSR 317-2-F CACGTAACATCTTGCTTATG 48 °C Polimorfik
SSR 317-2-R GTAGCAATAATTACACCCAC
SSR 323-F AGTGACAACAAAATGTGAGT 45°C Polimorfik
SSR 323-R GTACCTAGTTTCATCATTG
SSR 336-F GTGTAACCCAACTGTTCC 49 °C Polimorfik
SSR 336-R GGCCGAGGTTGTAACAC
MSI1-F TTACGAAAAAGGCAAACATA 50 °C Monomorfik
MS1-R ATCTTCTTCTTCTTCTTCTCA
MS3-F TTGTGTTTTTCTACCCTTCA 50 °C Polimorfik
MS3-R CCATTAGAGAGTTGAGTAGGC
MS6-F GAGATTTCCAATACTGAATA 50 °C Monomorfik
MS6-R TTCTACTTCTTCTTTCTTGA
MSI11-F ACTCTAGCCTTTTCAACG 50 °C Monomorfik
MSI1-R TTCTTCTTTTTCTTCTCTTG
MSS5S-F TGGTAGCGTAAAAAAGTGTC 50 °C Monomorfik
MS5S-R TTTAGTGCTGGTATGATCGC
SSR501-F TGGAACTCCCTCACACAACA 56 °C Monomorfik
SSR501-R ATGGGTAAGCAACGACAAGG
SSR502-F TTGCTGCACAATCTCAGGTC 56 °C Monomorfik
SSR502-R CAGGTTTTGGGAGAGTTTGC
SSR503-F TCTTGCGACGGATTATACCC 55°C Monomorfik
SSR503-R TAGGTCGGCCTTGGATACAC
SSR504-F ACTACTCAGCCGGCCAGTTC 55°C Monomorfik
SSR504-R GCCCCTCAATTGCCTTTAAT
SSR505-F TATCCCCCTCTCCCCATAAA 53 °C Monomorfik
SSR505-R AATGCGAGACCCTGTGAAAG
SSR506-F ACGACAATCCTCCACCTGAC 56 °C Monomorfik
SSR506-R AACAAGGAAGGGGAGAGGAG
SSR507-F CACTTCACAAACCCCACTTG 55°C Monomorfik
SSR507-R GGTTTAGGGGATTTGGGAGA
SSR508-F ACGACAATCCTCCACCTGAC 55°C Monomorfik
SSR508-R ACAAGGAAGGGGAGAGGAAG
SSR509 -F TTTCCCAATCCCTTCCTTCT 55°C Monomorfik
SSR509 -R CGCGCACTCTCTCTCTGATA
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Cizelge 4.2. (devam)

Baglanma
Primer ismi Primer Dizilimi Sicakligi (Tm) |Polimorfizm
SSR510-F TTCGGAAATGGGTAAGCAAC 55°C Monomorfik
SSR510-R CTCTTCCAAAGACCCATTCC
SSR511-F ATTGAGAGGAGGCGGAGAA 55°C Monomorfik
SSR511-R CGCGTGTCTCTCTCTCTCAC
SSR512-F AATGGATAGCTGCCAAGAGG 55°C Monomorfik
SSR512-R ACCGTATCACACCCACAATG
SSR513-F GAATTCTGGCTCTGCGACAT 55°C Monomorfik
SSR513-R TGTGCATTATTACTGTTTATTTTTGTT
SSR514-F GAATTCTGGCTCTGCGACAT 55°C Monomorfik
SSR514-R GGGTTTTTGCTGCAGTCTTT
SSR515-F TTGGCCATGCTGTTTCCT 52°C Monomorfik
SSR515-R TGTGTTGGGTTGCACATCTT
SSR516-F CCGATGATTGGTGGGTAAGT 55°C Monomorfik
SSR516-R GCTCTTACATCCTCCGGAAA
GLLCS517-F | TGGGCTCACTGAACCAAAAG 55°C Monomorfik
GLLCS517-R | CCCCCTTCTAAGTGAGATTCG
GLLCS518-F | CCATCCATCTATCTATCTATCCATC 56 °C Monomorfik
GLLCS518-R | CACACACACACGCAGAGAGA
GLLCS519-F | GTAACTCTCTCGCCCCCTCT 53°C Monomorfik
GLLC519-R | GTGATTGGGTATGCAAACATCT
GLLC520-F | TCCGCCTCTATGTGTTTGAG 55°C Monomorfik
GLLC520-R | GGGAATTCTGGCTCTGCTAC
GLLC521-F | TGGGCTCATTGAACCAAAAG 53°C Monomorfik
GLLC521-R | CCCCCTTTTAAGTGATTTTCCT
GLLC522-F | GCATCTCTCTAGCTCATGTTCTG 55 °C Monomorfik
GLLC522-R | TGTCTCTCCCACCCACTCAT
GLLC523-F |CCCCCTTTCTAAGTGATTTTCC 55°C Monomorfik
GLLC523-R | CGGGGGAGAGACAGAAATAA
GLLC524-F | GTTCTACCGCCATGGAAATG 55°C Monomorfik
GLLC524-R | CACTCACACGCCACAAACTT
GLLC525-F | CGTTTGGAAGTGGTGTTGTG 53°C Monomorfik
GLLC525-R | GGCCACATAAGGATGCAAGA
GLLC526-F | GGATGGGTTAGTGAAGAGATCG 55°C Monomorfik
GLLC526-R | GAATTCTGGCTCTGCGACAT
GLLC527-F | GTGGGACGGTTTGAATTTGA 55°C Monomorfik
GLLC527-R | GAACATAAAATGGGAGTGTCACAA
GLLC528-F | CGATACATAGGGTGCCACATT 53°C Monomorfik
GLLC528-R | GACGGACGTTTGTTTTCGTT
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Cizelge 4.2. (devam)

Baglanma
Primer ismi Primer Dizilimi Sicakhig1 (Tm) | Polimorfizm
GLLC529-F | CCTGTATCTCCCCGAGAAAA 53°C Monomorfik
GLLC529-R | TTGACCGTCCAACTCTTCAA
GLLC530-F | TGTGCAATGTTCAACCCTCT 53°C Monomorfik
GLLC530-R | CACTCCAATAGCCCCTACCA
GLLC531-F | TCACGTGAGGTGAAAAACTTTG 53°C Monomorfik
GLLCS531-R | TCAAGCTCAGGACCTAAAACC
GLLC532-F | GAAATCTTCAAAGTGAAGCAAGG 53 °C Monomorfik
GLLC532-R | TGGTTTTCTCCGCTCGTACT
GLLC533-F | TGCATATTGTTTTCTGCCACTT 53°C Monomorfik
GLLC533-R | AGACGGAAAATGGCTGTAGG
GLLC534-F | GTCCCCATTGGAATTTAGGG 53 °C Monomorfik
GLLC534-R | CGCACGGGTGCTCTTTTT
GLLC535-F | TCCGTGTGTTCTTTTCTCCTG 55°C Polimorfik
GLLC535-R | AGTGGACACTCCACCTTTCC
GLLC536-F | CTAGAACCCTTTGCCGTGTC 55°C Polimorfik
GLLC536-R | AAACAATGAATGAAAGAATGATCG
GLLC537-F | GATTCGGGAATTCTGGCTCT 55°C Monomorfik
GLLC537-R | CTCCTCTTGCTCCTTCCAGA
GLLC538-F | AAGGGAAGGAAAAGGGAAGT 54 °C Monomorfik
GLLC538-R | GCACGAAGAGGGTACGTAGG
GLLC539-F | TTGTGTCGGTGTCTTTGTCG 55°C Monomorfik
GLLC539-R | CATTTCCACCTGCCATTTTC
GLLC540-F | AGCTTGGCGTAATCATGGTC 53°C Monomorfik
GLLC540-R | TGTCATTATCATAGTAGTAAAGCACCA
GLLC541-F | TGGGCTCATTGAACCAAAAG 53°C Monomorfik
GLLC541-R | CCCCCTTTTAAGTGATTTTCC
GLLC542-F | GTGTTTGTCTTCGGCGTTTT 53°C Monomorfik
GLLC542-R | GTAAACCATTTCGCCACCAT
GLLC543-F | CCTCCCATTACACCCAATGA 53°C Monomorfik
GLLC543-R | ACCTCGGTTTTTGGTTAGGG
GLLC544-F | AACTTGCTCGGAAGAAGACG 53°C Monomorfik
GLLC544-R | GGTCCGGAAACACTGAGGT
GLLC545-F | CTGCGACATGGATCTGAGAC 55°C Monomorfik
GLLC545-R | CTTCGCCTTCAACCAGATTC
GLLC546-F | CAGAGGTGGAGAGGATTTCG 53°C Monomorfik
GLLC546-R | CCTCCCTCGAAAACAACAGT
GLLC547-F | TTGACGCCTTGAGAAAAGGT 53°C Monomorfik
GLLC547-R | TCGCTCGCTCTCTCTCTCTC
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Cizelge 4.2. (devam)

Baglanma
Primer ismi Primer Dizilimi Sicakhig1 (Tm) | Polimorfizm
GLLC548-F | CTGTTGTGGCCAAGAGGATT 55°C Monomorfik
GLLC548-R | CCAAAACCCCCACTACTTCA
GLLC549-F | CCCCCAAAAGGGCTTATACA 53 °C Monomorfik
GLLC549-R | CCGAATTTTCCTCCTCTCG
GLLC550-F | AAGGCCCCTTTATCCAGAGA 53°C Monomorfik
GLLC550-R | CTGCCTGGCCTCATAAACTT
GLLC551-F | GTTTATGAGGCAGGCAGGAA 53 °C Monomorfik
GLLC551-R | GGAAAATTGGCACTGGAAAA
GLLC552-F | GTAGGGCCCCTTTATCCAGA 53°C Monomorfik
GLLCS552-R | CTGCCTGGCCTCATAAACTT
GLLC553-F | TGCGACAGAAATCCTAGGTG 53°C Polimorfik
GLLC553-R | CACAGGTCAAGCTCACATGAA
GLLC554-F | GGGGGAAATCTAGACCCTGA 55°C Monomorfik
GLLC554-R | GCCAACTCTAGGTGCAATGG
GLLCS555-F | CTGATCATTTTTAGTGCATTTCA 55 °C Polimorfik
GLLC555-R | GCTATGCATAAATTTTTGTAAATCAT
GLLC556-F | TGCATTTGGATGAGAAAGGA 53°C Monomorfik
GLLC556-R | GGGTTACAAATAACCCGCTTG
GLLCS557-F | GCTCTGCGACATGGATCTTT 55°C Monomorfik
GLLC557-R | TGAGAACAAATGAGCAGTGTCTT
GLLCS558-F | TGTGCAATGTTCAACCCTCT 55°C Polimorfik
GLLC558-R | CACTCCAATAGCCCCTACCA
GLLC559-F | CATGGATCCAAATGCAAAAA 53 °C Monomorfik
GLLC559-R | GCTTCTTCAAGAGCACGTTTC
GLLC560-F | TGGGCTCATTGAACCAAAAG 53°C Monomorfik
GLLC560-R | GGGGTTTTCGTTCATCACTT
GLLC561-F | TGGGAGTGTCACAAATTTCA 55°C Polimorfik
GLLC561-R | TCAAAATTCCTCGTTCTTAATTATC
GLLC562-F | TGTGTAGGCACATCAACAAAA 55°C Monomorfik
GLLC562-R | GGTGGGCATGAGAGGTGTTA
GLLC563-F | ATGGGCTCATTGAACAAAAG 55°C Polimorfik
GLLC563-R | CCCCCTCTAAGAGATTTTCCTC
GLLC564-F | GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGA 53°C Monomorfik
GLLC564-R | CCCGCTTGATAAGGGTTTTG
GLLC565-F | TGCGGTTGAAGTTGTAGGAA 53°C Monomorfik
GLLC565-R | TCAATTATATGAAGAGCTCGTAGCA
GLLC566-F | TTCCCTCCATGCCAACATA 53°C Monomorfik
GLLC566-R | TGCATTTCGTCGTGTTTTTG
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Cizelge 4.2. (devam)

Baglanma
Primer ismi Primer Dizilimi Sicakhigi (Tm) | Polimorfizm
GLLC567-F | TCTCTCTATCAATTTGTCAATCCATC 53°C Monomorfik
GLLC567-R | GGTGAAGTGTGTGGAGATAACG
GLLC568-F | TGTATGCACACCCAATCACTAC 53°C Monomorfik
GLLC568-R | CACTCTTTCATTGACTGGCTGA
GLLC569-F | CCAACTCTTGTAATACCCCGATA 54 °C Monomorfik
GLLC569-R | TCCTTTATCCCAAAATGACTTTC
GLLC570-F | ATGGGCTCATTGAACCAAAA 55°C Monomorfik
GLLC570-R | TCACTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTC
GLLCS571-F | CCACCAAAGAAACCCAATTIT 53°C Monomorfik
GLLCS571-R | CCACCAAAGAAACCCAATTTIT
GLLC572-F | GAATTCTGGCTCTGCGACAT 55°C Monomorfik
GLLC572-R | TGGCAACAACAGAAAAATCAA
GLLCS573-F | GAATTCTGGCTCTGCGACAT Calismadi
GLLCS573-R | CACCCCCGTAAATGATATGC
GLLC574-F | TCCTCACCATGGGAATTAGC Calismadi
GLLC574-R | TTAGAGTGTGAGCATGTGTCCA
GLLC575-F | TGAGGGAGGAGATGGTAACG Calismadi
GLLC575-R | TCGCTTCCCAAACTCTCCTA
GLLC576-F | CAGAGGTGGAGAGGATTTCG Caligmadi
GLLC576-R | CCGTCTCCATCACACTGGTA
GLLCS577-F | AATCCCCACCTTCCTTAACC 51°C Monomorfik
GLLCS577-R | ATCGTCGGGTGGATTCAATA
GLLCS578-F | CCAGCCTAATTTTCCAACGA 51°C Monomorfik
GLLC578-R | CTTAAATCCTCCCGGGTTTC
GLLCS579-F | AGTCCCAAAACCCCAAATTC 54 °C Monomorfik
GLLC579-R | CCGAGGATGTGTAAACAAAGG
GLLC580-F | AGGCCGACTTTGGATGGTAT 55°C Monomorfik
GLLCS580-R | GAATTCTGGCTCTGCGACAT
GLLCS581-F | AGGTTGCTGAAGCAGAATGG Caligmadi
GLLCS81-R | CCACCTTTCCCTCTTCCTCT
GLLC582-F | AAGCCCAAATCCGAAATACA 55°C Monomorfik
GLLC582-R | TTAAGCTAGCCACCCCGAAT
GLLC583-F | GTGGGATGAATCAGCCAGTC 55°C Monomorfik
GLLC583-R | ACCCGTGAGACAGTCGTTCT
GLLC584-F | CGGACAGACAGACAGACAGAG 55°C Monomorfik
GLLC584-R | TTTGTCCATCTATCCATCTATTCA
GLLC585-F | GGAGAGTTGTAACACCCCGATA Calismadi
GLLCS585-R | CCGTTCAACTCCTCAATTTCC
GLLC586-F | GGGGTCAAAGCAAAACTTCA Calismadi
GLLC586-R | CCATTCCAATTCCCAAAAGA
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Cizelge 4.2. (devam)

Baglanma
Primer ismi Primer Dizilimi Sicakhigi (Tm) |Polimorfizm
GLLCS587-F | GTGGGACGGTTTGAATTTGA Caligmadi
GLLC587-R | GAACATAAAATGGGAGTGTCACAA
GLLC588-F | ACACCCTTCTACCCCAACG Caligmadi
GLLCS588-R | TTATTTGAATTCCGCTGCAA
GLLC589-F | GGTAGAAAGATGCATGTCACACA Caligmadi
GLLC589-R | TGAATCACTCCACGCTATGC
GLLC590-F | TGTGTCTTTGTTTATTTTCTTTCG Caligmadi
GLLC590-R | AAGGTAATCGCGATGCAAAC
GLLC591-F | TGTTTGATGTACCTCAGGCTTA Caligmadi
GLLC591-R | TGAACTGATGAGGAGGACGTT
GLLC592-F | GCGACATGGATCCTTACCC 54 °C Monomorfik
GLLC592-R | TCATTCAAACAAAAACAAAACAAAA
GLLC593-F | TGAATTCTGGCTCTGCGACAT Caligmadi
GLLC593-R | TGTGCATTATTACTGTTTATTTTTGTT
GLLC594-F | TGGATGCTGAGCTTGTATCTTC 53°C Monomorfik
GLLC594-R | GGGAGTGAAGAGGAGAGTTTGA
GLLC595-F | TTGTCTGGTGGTGTTTTTGG 54 °C Monomorfik
GLLC595-R | CACAAAGTTTCTCACCTCACG
GLLC596-F | CAAAGCGTTTTTCTTTTTGGA Caligmadi
GLLC596-R | TGATTGTTAAAATGTTCCTTTGTGA
GLLCS597-F | GCAAAAATCTCTTTGCAAGC 54 °C Monomorfik
GLLC597-R | CTCTCTCTCCCTCAACTCAACA
GLLC598-F | TGGGCTCATTGAACCAAAAG Caligmadi
GLLC598-R | CCCCCTTCTAAGTGATTTTCC
GLLC599-F | AATTCTGTGGCCATTCCATC Caligmadi
GLLC599-R | TAATTGCGTCGTGGTTGTTG
GLLC600-F | TCTATTTGTCTCTCTATCAATTTGTCA Caligmadi
GLLC600-R | TGGTGAAGTGTGTGAAGATAACG
GLLC601-F | GACCTGGGTCTGACCTCTTG 54 °C Monomorfik
GLLC601-R | TCACTTTTATTTTAACAGCATTACCA
GLLC602-F | CAGCTGGGGGTAAAATTGTC 53°C Monomorfik
GLLC602-R | TCGGGAATTCTGGCTCTG
GLLC603-F | GAATTCTGGCTCTGCGACAT 54 °C Monomorfik
GLLC603-R | CATTCAAACAAAAACAAAACAAAGA
GLLC604-F | CCCCATGACACAACAAAAGT Caligmadi
GLLC604-R | CATTCATTTTCATCCCATCG
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Cizelge 4.2. (devam)

Baglanma
Primer ismi Primer Dizilimi Sicakhigi (Tm) | Polimorfizm
GLLC605-F | TGCCCATCTATCCATCTATTCA Calismadi
GLLC605-R | CAGACAGACAGACAGACAGACAGA
GLLC606-F | AAATGCGAAGTTCACGTTCA Calismadi
GLLC606-R | GCGACATGCATCTTGTTGAC
GLLC607-F | CTGTTGTGGCCAAGAGGATT 54 °C Monomorfik
GLLC607-R | CCAAAACCCCCACTACTTCA
GLLC608-F | AGGAATGTTTTCGAGGACGA Caligmadi
GLLC608-R | TCCATAATCCCCGTCATACC
GLLC609-F | GCGACATGGAATTGGATTTG Calismadi
GLLC609-R | GCACAAAGTCGAGGAGCCTA
GLLC610-F | GGAAGGGAAAGGGAAGTTTTT 55°C Monomorfik
GLLC610-R | TTTTTCATTTTAGTCCCGTATTTT
GLLC611-F | CCAGGCTCGTGATCTTCTCT 55°C Monomorfik
GLLC611-R | GCCGGGATTGAAATATTGAG
GLLC612-F | TTGTGAGAGGGGGAGAGAGA 55°C Monomorfik
GLLC612-R | GTATGCATCCTTCGGGAATC
GLLC613-F | GGAGGACAAGGTGCACTAGG 55°C Monomorfik
GLLC613-R | TTAGTTTCCGGATGGTGGAC
GLLC614-F | AACCCCAGCCAGATCTTACA Calismadi
GLLC614-R | AAGGGTGGTTTTGGTCCTATG
GLLC615-F | GGAAGACGACAGAGGTGAGG Caligmadi
GLLC615-R | ATTCGGTGTGCCCAAATTAC
GLLC616-F | AAAACCATTTTGTGCGTGTG Caligmadi
GLLC616-R | TCCACACACCCATTCATACAC
GLLC617-F | AAGGCCCCTTTATCCAGAGA 55°C Monomorfik
GLLC617-R | CTGCCTGGCCTCATAAACTT
GLLC618-F | AGGAGAGGTAGGAGGAGGAAC Caligmadi
GLLC618-R | TGACTCGTGATTTTTGTTTTCC
GLLC619-F | TGGACTGGAGGGAGTTATGG Calismadi
GLLC619-R | CTCTCTCACGCCTCCAAATC
GLLC620-F | AACGGAGTGTGAGTTCATGC 55°C Polimorfik
GLLC620-R | GAGAGTGTTGGGGTTGGAAA
GLLC621-F | CACCAGAAAACCCAGATGTTG 50 °C Monomorfik
GLLC621-R | TGTCTGGCCTCATAAACCTG
GLLC622-F | CCCACCACCCCTCATTTATT 50 °C Polimorfik
GLLC622-R | GGGGACTGCGATTGAGAAT
GLLC623-F | TATGGAGGAATGGGGATTGA 50 °C Monomorfik
GLLC623-R | TCCGCATCCTCCTATGTGAC
GLLC624-F | TGGACTCATAAGATAGGGGAACTC 50°C Monomorfik
GLLC624-R | TTACCCTTGCCCTTCACTTG
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Calismada 175 adet SSR primeri kullanilmistir. Bu primerlerden 25 adeti
polimorfik, 109 adeti ise monomorfik olarak belirlenmistir. 41 SSR primeri ile

herhangi bir amplifikasyon elde edilememistir.

Miimkiin oldugunca yiiksek sayida SSR primerinin polimorfik olmasi ve
haritada bulunmasi arzu edildiginden her bir primer iizerinde tekrarlamalar fazlasiyla
yapilmistir. Primer dizilimlerinden veya bilinmeyen baska nedenlerden dolay1 bazi

primerler ¢calismamaktadir.

Polimorfik SSR primerleri ile RIL hatlar1 skorlanmis ve 25 polimorfik SSR
primerinden 23 kadar1 skorlanabilmis, 2 SSR primeri net olarak skorlanamadigindan
degerlendirmeye alinmamistir. Baglant1 analizleri sonucunda 23 SSR markdoriinden
13 SSR degisik baglanti gruplarinda yer alirken, 10 SSR markdr higbir baglanti
grubunda yer almamistir. Mercimek genetik baglanti haritast 11 gruptan

olusmaktadir.

WSU’dan temin edilen SSR primerlerinde (Rajesh ve ark., 2008) polimorfizm
oraninin diisik (% 6.45) oldugu belirlenmistir. Duran ve ark. (2004) ile
ICARDA’dan (Hamwieh ve ark., 2005) saglanan SSR primerlerinin, polimorfizm
oran1 nispeten yiiksek bulunmustur (sirasiyla, % 20 ve % 34.8). Tiim SSR primerleri

toplu olarak degerlendirildiginde, polimorfizm orani (%14.3) diisiik bulunmustur.
SSR markorlerinin genomda farkli gruplarda dagilis gostermesi istenilen bir

sonucgtur. Mercimekte gelistirilen diger genetik haritalarla karsilastirma imkani

saglamasi bakimindan énemlidir.
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5. SONUCLAR ve ONERILER ibrahim VARLI

SSR markdrlerinin mercimek genomunda toplu olmaktan ziyade genomda
dagilim gosterdikleri belirlenmistir. Baglanti gruplart 1, 3, 4 ve 7 harig, diger

baglant1 gruplarinda en az 1 SSR markorii haritalanmustir.

SSR markorleri farkli tiirlere ve aymi tiir icinde gelistirilen farkli genom
haritalarinin karsilastirmasina imkan verdigi i¢in 6nem arzetmektedir. Daha ¢ok SSR
markdriiniin  mercimek genomunda haritalanmasi i¢in mercimekte yeni SSR

markorlerinin gelistirilmesine ihtiyag vardir.
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OZET

Bu c¢alismada, SSR markdrlerinin  mercimek (Lens culinaris Medik)
genomuna ait baglanti haritasinda kullanilmasi amag¢lanmistir. Calisma materyali
olarak mercimek hatti WA8649041 ile Precoz ¢esidinin melezlemesinden elde edilen
bireylerin tek tohuma dayali (single seed descent) metotla 6 generasyon kendileme
yapilarak elde edilen 93 adet rekombinant saf hatlardan (RIL, recombinant inbreed
lines) olusan populasyon kullanilmistir. Deneme materyali, Washington State
Universitesi, Pullman, ABD den temin edilmistir.Genom haritalamasinda SSR
markorlerine ilaveten RAPD, AFLP, ISSR ve morfolojik markérler kullanilmistir.
Calismada 175 SSR primeri kullanilmis olup, 25 SSR primeri polimorfik, 109 SSR
monomorfik ve 41 SSR calismamustir. Polimorfik SSR markérleri genetik baglanti
haritasinda belirli bir kromozom veya grupta toplanmayip farkli baglant1 gruplarina
dagilmistir. Halihazirda mevcut 123 markdrden olusan genom haritasina (57 AFLP,
48 RAPD, 16 ISSR ve 2 morfolojik markor) bu caligmayla 13 SSR markoér ilave
edilerek genom haritasindaki toplam markdr sayis1 136 olmustur. Genom haritast 11
baglanti (linkaj) grubundan olugsmus olup, toplam harita uzunlugu 1311.2 cM dir.
WSU’ dan temin edilen SSR primerlerinde (Rajesh ve ark., 2008) polimorfizm orani
diisik (% 6.45) oldugu belirlenmistir. Duran ve ark. (2004) ile ICARDA’ dan
saglanan SSR primerlerinin (Hamwieh ve ark., 2005) polimorfizm orani nispeten
yiiksek bulunmustur (sirastyla, % 20 ve % 34.8). Tiim SSR primerleri toplu olarak
degerlendirildiginde, polimorfizm oram1 %14.3 gibi diisiik bulunmustur. Baglant1
gruplart 1, 3, 4 ve 7 harig, diger baglanti gruplarinda en az 1 SSR markori

haritalanmustir.
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SUMMARY

The objective of this study was to integrate the SSR (Simple sequence
Repeats) markers in lentil genetic linkage map. To construct the linkage map, an F6
derived Recombinant inbreed line (RIL) population with 93 lines developed from the
cross of WA8649041 x Precoz lentil lines was used. Linkage map was comprised of
RAPD, ISSR, AFLP, SSR and morphological markers. One hundred seventy five
(175) SSR markers were used in the study. 25 SSR markers were found polymorphic,
while 109 SSR markers were monomorphic and 41 SSR markers did not work. SSR
markers were distrubuted in different linkage groups rather than clustering in some
linkage groups. Of the 25 SSR markers, 13 of them were mapped in lentil genome
and the current genetic linkage map is comprised of 136 markers including 57 AFLP,
48 RAPD, 16 ISSR, 2 morphologicl and 13 SSR markers. Genetic linkage map is
comprised of 11 linkage groups with 1311.2 c¢cM in length and average genetic
distance between two markers is 9.64 cM. Polymorphizm rate of SSR primers
provided from Washington State University) was low (6.45%). Polymorphism rate of
SSR primers obtained from I[CARDA and Duran et al. (2004) were relatively higher
(34.8 and 20 %, respectively). Almost in each linkage group had at least one SSR
marker except 4 linkage groups (LG1, LG3, LG 4 and LG7)
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