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OZET

MERCIMEK GENOMUNUN AFLP, RAPD, ISSR VE BAZI
MORFOLOJIK MARKORLER KULLANARAK
HARITALANMASI

OZATAY, Sehnaz

Doktora tezi, Biyoteknoloji Anabilim Dali
Tez Yoneticisi: Do¢.Dr. Bahattin TANYOLAC

Bu c¢alismada, Lens culinaris Medic. (mercimek) bitkisinin
genomuna ait baglanti genom haritasinin elde edilmesi amaglanmustir.
Genom haritasinda AFLP, RAPD, ISSR ve morfolojik markoérler
kullanilmigtir.  Calismada WAS8649041 ve Precoz ebeveynlerin
caprazlanmasiyla elde edilmis 93 adet rekombinant hat (Rekombinant
Inbred Lines, RILs) kullanilmigtir. 178 adet AFLP markori tespit
edilmistir. 178 AFLP, 192 RAPD, 18 ISSR ve 3 morfolojik marker
olmak iizere toplam 391 adet DNA markoriinden 166 adeti ile baglanti
genom haritas1 yapilmistir.

Sonugta, toplam 11 tane baglanti (linkaj) grubu elde edilmistir.
Elde edilen haritanin toplam biiyiikliigii 2091.5 cM olarak saptanmustir.

Anahtar Sozciikler: Mercimek, genetik markorler, AFLP, haritalama
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ABSTRACT

MAPPING OF LENTIL GENOME BY USING AFLP, RAPD,
ISSR AND SOME MORPHOLOGICAL MARKERS

OZATAY, Sehnaz

Ph.D. Thesis, Institute of Natural and Applied Sciences
Supervisor: Do¢.Dr. Bahattin TANYOLAC

In this study, a linkage genome map of Lens culinaris Medic.
(lentil) was aimed to construct using AFLP, RAPD, ISSR and
morphological markers. Genetic material, consisted of 93 Recombinant
Lines (Recombinant Inbred Lines, RILs), was developed from
WAB649041 and Precoz crosses. A total of 178 AFLP, 192 RAPD, 18
ISSR and 3 morphological markers were detected. Out of these, 166
DNA markers were able to be mapped in the lentil genome.

As a result total of 11 linkage groups was constructed with

spanning 2091.5 cM of the genome.

Key Words: Lens culinaris Medic., genetic markers, AFLP, mapping
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1. GIRIS

Ulkemizde ticari olarak iiretimi yapilan baklagillerin basinda
mercimek, nohut, kuru fasulye ve bakla gelmektedir (Uysal,2007).
1980’11 yillarda diinya genelinde Tiirkiye, mercimek iiretimi bakimindan
dis iilkelere satista ilk siralarda yer almis ve liretim artig1 gostermistir.
1990’11 yillarin sonlarina dogru iiretimde azalmanin meydana gelmis ve
buna bagl olarak ihracatta diislis hatta ithal etme durumu s6z konusu

olmaya baslamistir (Aydogan, 2003).

Mercimek bitkisi kendine ddllenebilen, yillik, diploid (2n=2x=14),
Ozellikle Orta Dogu, Kuzey Afrika, Giliney Avrupa, Kuzey ve Giiney
Amerika ve Avusturalya’da yetisebilen 6nemli bir {lriindiir. Mercimek,
Ozellikle insan beslenmesinde ve hayvan yemlerinde zengin bir protein
kaynagi olmasi nedeniyle dnem teskil eden bir {iriindiir (Rubenna, et al.,
2003; Hamwieh, et al. 2005). Cesitlere ait 6nem teskil eden 6zelliklerle
ilgili markorlerle olusturulmus detayli bir genom haritasi, 1slah
caligmalarinda verimliligin arttirilmasi bakimindan énemli bir kaynaktir.
Gilinlimiizde, tarimsal 6éneme sahip ve bir¢ok {irline ait genetik haritalar
olusturulmus durumdadir. Mercimek genomuna ait ilk haritalama
caligmalar1 izoenzimler, morfolojik ve sitolojik markorler kullanilarak
gergeklestirilmistir. Daha sonraki haritalama ¢aligmalarinda DNA markor
tekniklerinden yararlanilmistir. DNA markorlerinin - morfolojik  ve
izoenzim markorlerine gore avantaji yliksek miktarda polimorfizim elde
edilebilmesidir. Ornegin, PCR’a dayali RAPD markér teknigi birgok

baklagil tiiriiniin genomik haritasinin olusturulmasinda kullanilmigtir
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(Eujayl, et al. 1997; Rubenna, et al., 2003). Havey and Muehlbauer
(1989) mercimekle yaptiklari ilk ¢aligmada az markér yogunluguna sahip
bir harita elde etmislerdir. Daha sonra, Eujayl, et al. (1997) ilk gelismis

mercimek haritasini olusturmuslardir.

Son yillarda DNA markdrlerinin kullanilmasi ile ¢esitli iirlinlere ait
1slah galigmalarinda verim ve efektiflik saglanabilmistir (Baum et al.,
2000). Elde edilen molekiiler haritalardan markdrlere dayali seleksiyon
ve klonlamada yararlanilabilmektedir. Mercimeke ait ilk genetik haritalar
olusturulurken izoenzim, RFLP ve bazi morfolojik markdrler gibi
genomun kii¢iik bir kismmi kavrayan markorler kullanilmistir (Havey
and Muehlbauer, 1989). Eujayl et al. (1998) 86 rekombinant kendilenmis
hat ile 86 RAPD, 79 AFLP ile cogunlugu RFLP markoriinden olusan 6
kodominant markor ile mercimek genom haritasi olusturulmuslardir.
Rubeena et al. (2003) F, populasyonu ile 100 RAPD, 11 ISSR ve 3 RGA
markorii ile haritalamay1 gergeklestirmislerdir. Duran et al. (2004)
olusturduklar1 haritada 62 RAPD, 29 ISSR, 65 AFLP, 4 morfolojik ve 1

mikrosatellit markorii kullanmislardir.

Aragtirmasi yapilan bir 6zellikle baglantili markorlerin yer aldigi
detayli bir genetik haritanin gelistirilmesi 1slah veriminin arttirilmasinda
onemli bir aragtir. Tarimsal 6neme sahip bir ¢ok {irlinlin genom haritasi
olusturulmustur (O’Brien, 1993). Mercimeke ait harita olusturulurken
polimorfizimin arttirilabilmesi i¢in Oncelikle interspesifik haritalama

populasyonlari kullanilmistir (Havey and Muehlbauer, 1989).
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Uzerinde ¢alisilan bitkiye ait DNA markérlerinin tanimlanmasi ve o
bitkiye ait genomik haritalarin olusturulmasi, yeni ¢esitlerin kisa siirede
gelistirilmesini  kolaylastirarak ve 1slah siiresini kisaltarak zamandan
kazan¢ saglanmasina ve seleksiyonda gilivenilirlik ve kolaylik elde
edilmesine yardimci olmustur. Bu amagla, bir ¢ok molekiiler markor
teknigi gelistirilerek bunlardan yararlanilmaya baglanmistir (Michelmore
et al., 2006). Son yillarda, molekiiler markor teknikleri ile iki veya daha
fazla birey arasindaki spesifik sekans farkliliklar1 dahil tespit
edilebilmektedir. ilk olarak kullamlan DNA bazli molekiiler markor
teknigi RFLP (Restriction Fragment Lenght Polimorphism) yontemidir
(Lorz, and Wenzel, 2004).

Bu markdr tekniklerinden yararlanabilmek i¢in Oncelikli olarak
hiicre igerisindeki kromozomal olaylarin iyi bilinmesi gerekmektedir.
Bircok kromozom ¢ok sayida genden meydana gelmektedir. Ayni
kromozomda bulunan genler baglantili (link) genlerdir ve genetik
caprazlarda baglant1 (linkaj) gosterirler. Mayoz sirasinda, aktarim birimi
genler degil de kromozomlar oldugu icin baglantili genler, bagimsiz
acilm konusunda Ozgiir degildir. Teoride, bir kromozomun biitiin
bolgelerinde bulunan alleller, gamet olusumu sirasinda bir birim olarak
aktarilmalidir. Ama bir¢ok durumda bu bdyle olmaz. Birinci mayotik
profaz sirasinda homologlar eslestiginde (ya da sinapsis durumunda
iken), kromozom segmentlerinin (bdliimlerinin) karsilikli (resiprokal)
degis-tokusu gergeklesebilir. Krosover adi verilen bu olay, allellerin
homologlar arasinda yeniden karilmasi ya da rekombinasyonu ile

sonuglanir. Krosover, gilinlimiizde mayoz sirasinda olugsan gercek bir
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fiziksel kirilma ve tekrar bir araya gelme olay1 seklinde diisiiniilmektedir.
Kromozom segmentlerindeki bu degis tokus herhangi bir birey tarafindan
olusturulan gametlerde, genetik cesitlilik i¢in asir1 derecede fazla
potansiyel saglar. Bu tip varyasyon, bagimsiz acilim sonucu olusan ile
birlikte, biitiin yavru bireylerin, anne ve babadan gelen allellerin ¢esitli
karigimlarini icermelerini saglar. Bir kromozom iizerindeki herhangi iki
bolge arasindaki krosover derecesi, aralarindaki uzaklik ile orantili olup
bolgeler arast uzaklik (inter-lokus distance) olarak adlandirilir.
Dolayisiyla, hangi bolgenin goz Oniine alindigina bagli olarak
rekombinant gametlerin ylizdesi degisir. Bu korelasyon, genlerin
kromozom {iizerindeki goreceli yerlesimlerini belirten kromozom

haritalarinin olusturulmasinda bir temel olusturur (Oner, 2003).

Genetik varyasyonlar 2 sekilde tahminlenebilir: (1) Fenotipik, (2)
Genotipik. Genetik markorler bireyin  genotipik ve fenotipik
karateristiklerini tanimlar. Genetik markor tipleri morfolojik, protein
(biyokimyasal) ve DNA (molekiiler) markoérleridir. Bu ¢alismada
Tiirkiye i¢cin 6onem teskil eden bitkilerden olan mercimek bitkisi (Lens
culinaris) nin genomu DNA markorleri ile haritalanmaya calisilmustir.
Bu projede amacglanan yeni DNA markdrlerini mercimek bitkisine ait

baglant1 genom haritasina eklemektir.

Calismada, rekombinant kendilenmig hatlar  kullanilmustir.
Caligmada kullanilan 93 bireylik rekombinant hat, F2 bireylerinin 6 kere
kendilenerek ve tek tohum nesil (single seed descent) yontemi ile

iretilmistir. Bu hatlar, F2 popiilasyonlarina nazaran homolog basina iki
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kat daha fazla rekombinasyona ait bilgi icermektedir. Ayrica bu hatlarin
bir diger avantaji ¢ok sayida birey elde ederek tekrarlamali ¢aligmalara

izin vermesidir..

Bu calismada, daha 6nceden aym hat ile yapilmis olan genetik
haritada kullanilan markorlere ilave olarak AFLP markorlerinin
kullanilmast ve haritalanamamig bdlgelere ait bilgilerin  bulunmasi

amaclanmustir.



2. LITERATUR OZETIi

2.1.Mercimek Bitkisi (Lens culinaris Medic.)

Mercimek, Fabaceae familyasindandir. Fabaceae ¢icekli bitkilerin
liciincii en biiyiik ailesidir. Ornegin, soya fasiilyesi, yer fistig1, nohut ve
mercimek bu familyada yer almaktadir (Paterson et al., 2000). Mercimek
bitkisi (2n=2x=14) kendine dollenebilen diploid bir bitkidir. Haploid
genom boyutu 4063 Mbp biiyiikliigiindedir (Arumuganathan and Earle,
1991).

Yaygin olarak Hindistan’in belli bolgeleri, Orta Dogu, Kuzey
Afrika, Giiney Avrupa, Kuzey ve Giiney Amerika ve Avusturalya’da
yetismektedir. Yiiksek oranda protein igermesinden dolayr genellikle
insan beslenmesi olarak kullanilmaktadir. Genellikle diger hububatlarla
doniisiim halinde yetistirilmektedir. Bunun amaci, hububat hastalik
dongiisiinii kirmak ve atmosforik azotu fiske etmektir. Bu sekilde azotlu
giibre kullanim ihtiyaci azaltilabilmektedir. Diinyadaki toplam mercimek
ekim alan1 (yaklasik 48 tilkede) 3,8 milyon hektardir (yillik verim 850
kg/ha). Bu miktarin % 58’1 Asya iilkelerinde yetistirilirken, % 37’si bat1
Asya ve kuzey Afrika iilkelerinde yetistirilmektedir (Rubenna et al.,
2003; Galasso et al., 2001, Muehlbauer, 2006; Furman and Baum, 2006).
Mercimek, Orta Asya lilkelerinde fazla miktarda yetistirilmektedir ve
yillik iiretim 2.5 ton/ha oranindadir (Malhotra, 2006).
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Lens grubunda, kiiltiir edilmis L.culinaris medik.ssp. culinaris,
yabani L.culinaris ssp. orientalis bulunmaktadir. Ayrica, 5 tane ilave tiir
daha tanimlanmistir. Yabani tiirler genellikle Akdeniz ¢evresinde dagilim
gosterirken, L.culinaris ssp. orientalis doguda Asya’nin ortalarina kadar
uzanmaktadir. Lens taksonomik olarak L.culinaris ssp. orientalis,
L.odemensis, L.ervoides ve L.nigricans olarak 4 gruba ayrilmaktadir
(Ferguson et al., 1998, Ferguson and Erskine, 2001). Ladizinsky, (1997),
Tirkiye’de, L.culinaris medik.ssp. culinaris, L.culinaris ssp. orientalis,
L.odemensis, L.nigricans, L.ervoides ve L.tomentosus tiirlerinin

bulundugunu belirtmistir.

2.2.Molekiiler Markor Teknikleri

Molekiiler seviyede ilk incelenen markorler izoenzimlerdir.
[zoenzimler proteinlerin izo formlaridir ve aminoasit kompozisyonlarina
ve vyiklerine gore degisim gostermektedirler. Bu farkliliklarindan
yararlanilarak elektroforez ile ayrimlanabilmektedirler (Meksem and
Kahl, 2005). Bu ilk kullanilan teknigin arkasindan daha verimli sonuglar

alinabilen ve DNA bazli molekiiler markdr teknikleri gelistirilmistir.

Molekiiler markor teknikleri kullanilarak yapilan ¢aligmalarda F2,
geriye melez (back-cross) populasyonlari, yakin isogenik hatlar (near-
isogenik lines), doubled haploidler ve rekombinant kendilenmis hatlar
(recombinant inbred lines, RILs) kullaniimaktadir. Bunlardan RIL
populasyonlar1 ile yapilan ¢alismalardan iyi sonuglar elde edilmektedir

(Mohan et al. 1997).



Rekombinant kendilenmis hatlar kendileme yoluyla elde
edilmektedirler. Bu hatlar ayrica tek tohuma dayali hatlar olarak da
adlandirilmaktadirlar.  Yaklastk 6 generasyon sonunda tamamen
homozigot  hatlara  ulasilmaktadir. RIL  populasyonlan, F;
populasyonlaria gore daha iyi ¢oziiniirlik gostermektedirler, bu nedenle
caligsmalarda kullanimlar1 daha fazladir. Bitkilerin birgok ¢esidine ait RIL
hatlarinin elde edilmesi miimkiin olmaktadir. Ornegin, Arabidopsis
thaliana ile yapilan genom haritama c¢alismasinda 300 adet RIL

populasyonu kullanilmistir (Meksem and Kahl, 2005).

Bir harita birimi, 100 mayoz iiriiniinden 1 tanesinin recombinant
olmasidir. Bu ifade iinlii genetik¢i Thomas Morgan’a atfen centMorgan
birimi olarak ifade edilmektedir. Polimorfizimin belirlenmesinde
molekiiler markor tekniklerinden yararlanilabilmektedir. Molekiiler
markor teknikleri; AFLP, ALP, AP-PCR, AS-PCR, CAPS, DAF, ISSR,
RAPD, RFLP, SAP, SCAR, SSCP, SSLP, SSR ve STS teknikleridir.
Asagidaki tabloda bu tekniklerin agik isimleri yer almaktadir (Mohan et
al. 1997).



Cizelge 2.1 Molekiiler Markor Teknikleri

Teknikler Acik Adr
AFLP Amplified Fragment Length Polymorphism
ALP Amplicon Length Polymorphism
AP-PCR Arbitrarily Primed PCR
AS-PCR Allele-specific PCR
CAPS Cleaved Amplified Polymorphic Sequences
DAF DNA Amplification Fingerprinting
ISSR Inter-SSR Amplification
RAPD Random-Amplified Polymorphic DNA
RFLP Restriction Fragment Length Polymorphism
SAP Specific Amplicon Polymorphism
SCAR Sequence Characterized Amplified Region
SSCP Single-strand Conformation Polymorphism
SSLP Micro and Minisatellite Simple Sequence Length Polymorphism
SSR Simple Sequence Repeats
STS Sequence Tagged Sites
(Mohan et al. 1997)
Markor teknikleri kendi aralarinda PCR (Polimerase Chain

Reaction, Polimeraz Zincir Reaksiyonu) temelli olmalari, polimorfizm
gosterme kaliteleri, dominant veya ko-dominant markorlerin tespitine
izin vermeleri, verimlilik, otomasyon ve maliyet acisindan farkliliklar

gostermektedirler. En sik kullanilan markér tekniklerinin bu 6zellikleri

asagidaki Cizelge 2.2 de verilmistir (Meksem and Kahl, 2005).
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Cizelge 2.2 En Fazla Kullanilan Molekiiler Markoérlerinin Karsilastirilmast

Markér | PCR | Polimorfizim | Dominanthk | Verimlilik | Otomasyon | Maliyet
Teknigi | Temelli
Olmasi
RFLP Hayir 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/Ylksek Diisiik
ISSR Evet Yiiksek Dominant Yiiksek Orta/Yiksek Diisiik
STS Evet Yiiksek Kodominant Yiiksek | Orta/Yiiksek Diisiik
Dominat
(Meksem and Kahl, 2005)

Genetik haritalar bu molekiiler veya morfolojik markdrlerin linear

olarak siralanmak suretiyle baglanti gruplarini olusturmalariyla elde

edilmektedirler.

Bu

gruplama

krosover

veya

rekombinasyon

frekanslarina bagl olarak degismektedir (Meksem and Kahl, 2005).

2.3.AFLP (Amplified Fragment Length Polimorphism)

AFLP teknigi, toplam kesim yapilmis genomik DNA’dan elde

edilen restriksiyon fragmentlerinin selektif PCR amplifikasyonu ile

cogaltilmasi prensibine dayanmaktadir.

AFLP teknigini 6zetle aciklayacak olursak:
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(1) DNA nin kesilmesi (Genomik DNA EcoRI (6 bp lik tanima
bolgesi) ve Msel (4 bp lik tanima bolgesi) restriksiyon enzimleri
ile kesilir. EcoRI her 2-2.5 kb’de bir kesim yaparken Msel 300-
400 bp’de bir kesim yapar. Sonucta ¢ok sayida fragment ortaya
cikar) ve oligoniikleotid adaptorlerinin ligasyonu (spesifik ds
oligoniikleotid adaptorleri (25-30 bp) bu kesilen DNA
fragmentlerine baglanir).

(2) Restriksiyon fragment setlerinin amplifikasyonu.

(3) Amplifiye fragmentlerin jel analizi.

Selektif amplifikasyon, restriksiyon fragmentlerine baglanarak
uzayabilen ve sadece bu fragmentleri amplifiye edebilen primerlerin
kullanilmastyla gerceklestirilmektedir. Yontem, ¢ok sayida fragmentin
spesifik amplifikasyonu izin vermektedir. Tipik olarak 50-100
restriksiyon fragmentinin amplifikasyonu ve denatiire poliaktilamid jelde
deteksiyonu saglanabilmektedir (Vos et al., 1995, Liscum and Oeller,
1995, Mohan et al., 1997).

Adaptorler genellikle kisa segmentli, restriksiyon bdlgesine
komplementer yapiskan uglu ¢ift iplikli DNA’lardir. Farkli restriksiyon
enzimleri i¢in ayr1 adaptorlere ihtiyag vardir. Farkli fragmentlere
baglanabilecek farkli primerlere ihtiya¢ vardir. Primerler addptor

sekanslarina spesifiktirler (Liu, 1999).

AFLP markor tekniginde PCR iirlinleri floresan boyalarla veya

radyoaktif maddeler ile isaretlenerek tespit edilebilmektedir. Floresan
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boyalarla tespit radyoaktivite ile tespite gore daha hassas oldugu icin
DNA’nin daha fazla seyreltilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir (Meksem and
Kahl, 2005; Lorz, and Wenzel, 2004). PCR firiinleri denatiire
poliakrilamid jelde ayrimlanirlar (Liu, 1999).

AFLP yontemi avantajlar1 olan bir metottur. Bu metot ile ¢ok
sayida polimorfizim elde edilebilmektedir. Ornegin; 1999 yilinda Barker
et al.in akasya bitkisi ile yaptiklar1 calismada 20 adet RAPD primeri ile
170 polimorfizim bulunurken, 4 adet AFLP primeri ile 645 polimorfik
bant elde edilmistir. Bagka bir avantaj1 ise herhangi bir sekans bilgisine

ihtiya¢ duyulmamasidir (Robinson and Haris, 1999).

AFLP metodu ile yiiksek ¢0Oziiniirliikte haritalama kalitesi elde
edilebilmektedir. AFLP tekniginde zaman ve maliyet verimi,
tekrarlanabilirlik, c¢oziiniirlik diger markdrlere (allozimler, RAPD,
RFLP, mikrosatellit) gore daha iyi veya esit seviyededir. Ancak
kodominant markorler elde edilemez, elde edilen markorler dominanttir.
Genis uygulama alaniyla; sistematik, populasyon genetigi, DNA
parmakizi analizi ve QTL c¢aligmalarinda yararlanilmaktadir (Robinson

and Haris, 1999; Ulrich et al., 1999).

Bu markoér tekniklerinden yiiksek c¢oziiniirliikte harita elde
edilmesinde yararlamilmaktadir. Ornegin, Harushima et al. (1998)
yaptiklari ¢alismada 2275 markdr ile geltik bitkisine (Oryza sativa L.) ait
ylksek c¢oziiniirliikte genetik baglant1 haritasi elde etmislerdir. Sonugta

1521.6 cM lik bir harita elde edilmistir (Harushima et al., 1998).
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2.4.Mercimek Bitkisi ile Yapilan Haritalama Calismalar:

Detayli bir genetik baglant1 haritas1 ve arastirilan bazi1 6zelliklerin
lokasyonlarinin aydinlatilmasi iiriin gelistirme calismalarinda oldukga
Onem tagimaktadir. Haritalama ¢alismalarinda iyi bir baglant1 haritasinin
olusturulmasinda rekombinant hatlar ¢ok iyi bir kaynaktir. Bu haritalama
populasyonlari, tarla testlerinde ve kantitatif karakterlerin lokalizasyonu

icin yeterli tohumu saglamaktadir (Eujayl et al., 1998).

Weeden et al. (1992), yabani mecimek (Lens ervoides x L.
culinaris) melez bireyleri ile yapmis olduklari haritalama ¢aligmasinda
toplam 64 (morfolojik, izoenzim ve DNA markorii) markor kullanmiglar
ve 560 cM’lik baglant1 haritas1 elde etmislerdir. DNA markorii olarak
RFLP tekniginden yararlanmiglardir. Caligmalarindaki esas amag,
mercimek ve bezelyeye ait genetik baglant1 haritalariin karsilastirilmasi
olmustur. Mercimek bitkisine ait elde ettikleri baglanti haritasini, daha
onceden baglanti  haritas1  olusturulmus Pisum  sativum ile
karsilastirdiklarinda, bu iki tiirde sekiz bdlgenin korunmus oldugunu
tespit etmislerdir. Sonugta, mercimek ve bezelye genomunun belli

kisimlarinin ko-linear olduklarini tespit etmislerdir.

Eujayl et al. (1997) Lens culinaris Medik. ile yaptiklari haritalama
calismasinda morfolojik, izoenzim, RFLP, oligoniikleotid ve RAPD
markdr tekniklerinden yararlanmiglardir. Toplam 390 adet primerin

kullanildig1 calismada 116 primerden 196 adet polimorfik bant elde
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edilmistir. Haritalama c¢alismasinda MAPMAKER (version 1.9)
kullanilmis ve LOD skoru 3 olarak belirlenmistir. Sonugta 28 adet
RAPD, 1 adet RFLP, 1 adet morfolojik ve 3 adet oligoniikleotid markdrii
ile 9 adet baglanti grubu elde edilmistir. Bu c¢alisma ile DNA
markdrlerini kullanarak mercimek bitkisine ait bir baglanti haritasinin

elde edilmesi amaglanmustir.

Eujayl et al. (1998), 86 adet rekombinant kendilenmis hattan olusan
mercimek bitkisine ait genetik baglanti haritasin1 olustururken 177
markér (89 RAPD, 79 AFLP, 6 RFLP ve 3 Morfolojik markor)
kullanmiglardir. Sonugta, 79 adet polimorfik AFLP fragmenti tespit
edilmis, toplam 79 AFLP markdri igcerisinden 21 tanesi baglanti gurubu
olusturmamistir. BU markorlerlerden 21 tanesi %5°den fazla eksik detaya
sahip oldugu icin kullanilmamistir. Harita mercimek genomunun 1073
cM’lik kismini igermistir. Morfolojik markor olarak, kabuk agilmasi,
tohum kabuk paterni ve ¢icek rengi bolgeleri haritalanmistir. Calismada,
AFLP markorlerinin RAPD markorlerine gore daha fazla segregation
distortion (Mendel a¢ilimina uymayan sapmalar) gdsterdigi gézlenmistir.
Mapmaker/Exp 3.0 kullanilarak baglanti analizi yapilmigtir. Markdrler
gruplandirilirken LOD skoru 4.0 kullanilmistir. Bu calismada, daha
onceden yapmis olduklar1 genom haritasinda kullanilan markorlere ilave
markdrler kullanarak mercimek bitkisine ait genom haritasin
gelistirmeyi amaglamglardir. Onceki ¢alismalarindan farkli olarak bu

calismada AFLP markorlerinden yararlanmiglardir.
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Emami and Sharma (1999) mercimek bitkisi ile yaptiklari
calismada 25 ¢aprazda 13 monogenik morfolojik markdr incelemisler ve
bunlardan 3 tanesinin baglanti kurdugunu tespit etmislerdir. Bu
markdrler, Ert (yayillma ve biiylime yetenegini tetikler), Gs (kahverengi
ve yesil govde) ve B1 (kahverengi-yesil yaprak) olarak belirlenmistir. B1
ve Gs arasindaki rekombinasyon frekansinin %14, B1 ve Ert arasinda %
34, Gs ve Ert arasinda ise % 38 rekombinasyon frekansi bulundugunu
tespit etmislerdir. Sonugta, B1 geninin Ert ve Gs arasinda oldugu tespit
edilmistir. Bu ¢calismada sadece morfolojik markorlerden yararlanilmistir.
Calismada morfolojik markorler yardimi ile mercimek bitkisine ait
genom haritasint  olusturulmasi1 amaglanmistir. Sonugta, morfolojik
markdrlerin - kullanilmasiyla olusturulmus ilk mercimek baglanti

haritasini elde etmeyi basarmislardir.

Eujayl et al. (1999), mercimek bitkisi ile yapmig olduklar1 bagka bir
calismada, donmaya kars1 dayamikli RIL (ILL5588 ve L692-16-1)
mercimek populasyonu kullanarak, 254 DNA markérii (RFLP, RAPD,
ve AFLP) ile genetik baglant1 haritasini olusturmuslardir. Haritalama igin
MAPMAKER/EXP. ver. 3.0’den yararlanmiglardir. Sonugta, OPS-16
primerinin donmaya kars1 dayanikli ¢esite ait lokus {izerinde 9.1 cM lik
aralikla baglandigini tespit etmislerdir. Calismada amaglanan, donmaya
kars1 dayanikli mercimek tiirlerinin kalitimi ile ilgili bolgeler hakkinda
bilgi elde edilmesi olmustur. Sonugta, bu ¢alisma ile soguga dayanikl
mercimek tiirleri ile ilgili ileride yapilacak markdrlere dayali ¢aligmalar

i¢in bir baslangi¢ noktasi olusturulmustur.
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Ford et al. (1999), ILL5588 Ascochyta lentis’e dayanikli bireylerde
bulk segregant analizi ile RAPD markoérlerinden yararlanarak
olusturduklart haritada toplam 261 adet dekaniikleotid primer
kullanmiglar ve bunlardan 7 tanesinin direngli lokus igerisinde dagilim
gosteren polimorfik markorler olusturduklarini tespit etmislerdir. 7 tane
RAPD markoriinden 5 tanesi direnglilik 6zelligini tasiyan lokusun 30
cM’lik kisminda oldugunu tespit etmislerdir. Bu calisma ile ileriye
yonelik klonlama ¢alismalarina yardimci olabilecek sonuclar elde
edilmistir. Caligmanin diger haritalama c¢aligmalarina goére farkliligi Bulk
Segregant Analizi’nden yararlanilmis olmasidir. Baglanti haritasi
olusturulurken MAPMAKER/QTL version 1.1 kullanilmigtir. Three
point analizi yapilmig ve LOD skoru 3 secilmistir. Sonugta elde edilen
verilerin, mercimek bitkisinde direngli genlerin klonlanmasia yonelik
yapilacak caligsmalara bir temel teskil edecegi ortaya konmustur. Bu
calismada arastirmasit yapilan bolge, Ascochyta lentis ‘e karsi
dayaniklilig1 saglayan ve major bir bolgede yer alan AbR; dominant geni

olmustur.

Mercimek bitkisine ait ilk intraspesifik baglanti1 haritasi, ascochyta
yanikligina direngli olma durumlarina gore degisiklik gosteren ILL5588
ile ILL7537 melezlenmesinden elde edilen F2 populasyonunun
kullanilmasi ile 114 molekiiler markor (100 RAPD, 11 ISSR, 3 RGA) ile
gergeklestirilmistir. Baglant1 analizinde LOD skoru 4 olarak belirlenmis.
Intraspesifik haritanin toplam uzunlugu 784.1 c¢cM olarak belirlenmistir
(Rubenna et al., 2003). Calismanin devaminda ascochyta yanikligina

direncli bolgelerin belirlenmesine yonelik QTL haritalar olusturulmus ve
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hastalikla ilgili bolgeler belirlenmistir. Calismada, 72 adet markor (38
RAPD, 30 AFLP, 3 ISSR and stem pigmentasyonu) kullanilmigtir. 11
adet baglant1 haritas1 tespit edilmistir. Toplam 23 markor hastalikla
iliskili bulunmustur. Calismada, F2 populasyonu kullanilmis ve sonugta
ilk intraspesifik mercimek haritasin1 olusturulmasi amaglanmistir.
Ayrica, Eujayl et al. (1998)’na ait ¢aligma ile yaptiklar1 karsilastirmada, o
caligmaya ait verilerin ilave edilmesi sonucunda kendi rastirmalarinda
elde ettikleri harita boyutunun 1217 ¢cM degerine ulasacagini belirtmisler
ve bu durumda olusturduklart haritanin %13 daha uzun olacagim

belirtmislerdir (Rubenna et al., 2006).

Duran et al. (2004) yaptiklar1 c¢alismada, Lens culinaris ssp.
culinaris _ L.c. ssp. orientalis hibritine ait 113 F2 bitkisi ile baglanti
haritas1 olusturmuslardir. Toplam 200 markér (71 RAPD, 39 ISSR, 83
AFLP, 2 SSR ve 5 morfolojik) kullanmislaridir. Sonugta, en fazla
polimorfizimi AFLP markdrleri ile elde etmislerdir. LOD skorunun 3
olarak secildigi ¢alismada, toplam 161 markdr, 2172.4 ¢cM biiyiikliigiine
sahip haritada 10 adet baglant: grubu altinda toplanmustir. iki markdr
arasindaki ortalama uzaklik ise 15.87 cM olarak tespit edilmistir.
Haritalama i¢in Mapmaker/exp version 3.0 kullanilmistir. Bu ¢alisma
sonucunda, AFLP tekniginin baglanti haritasindaki Onemi ortaya

cikarilmistir.

Hamwieh et al. (2005) ILL 5588 (fusarium solgunluguna direngli)
ve ILL 692-16-1(s) caprazlamasindan elde edilen 86 birey kullanmiglar
ve 41 adet mikrosatellit ve 45 adet AFLP markorti ile baglanti haritasim
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olusturulmuslardir. Daha Onceden elde edilen RAPD markdrleri ile
birlikte toplam 283 markdér haritalanmis ve sonugta 751 cM
uzunlugundaki harita elde edilmistir. Calismalarinda, oOzellikle
mikrosatellitleri kullanarak genom haritasini gelistirmeyi

amaclamislardir.

2.5.Diger Baklagiller ile Yapilan Haritalama Calismalar

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

Song et al., (2004) soya fasiilyesi ile yaptiklar1 calismada, SSR,
RFLP, RAPD, AFLP, morfolojik ve izoenzim markdrlerini
kullanmiglardir. Sonugta, 1849 polimorfik bant (1015 SSR, 709 RFLP,
73 RAPD, 24 morfolojik, 6 AFLP ve 10 izoenzim) elde etmislerdir.
Toplam 20 baglant1 grubu elde edilmistir. Calismada kullanilan genomik
DNA kiitiiphanesinden dizayn edilmis SSR markdrlerinden bir kismi Gen
bankasinda bulunan genlerden, diger kismi ise bakteriyel yapay
kromozomlarindan elde edilmistir. Calismada amaclanan, bu gelistirilen
SSR markorlerini kullanarak bes farkli soya fasulyesine ait haritalama

calismalarinin yapilmasi1 ve elde edilen bu bes haritanin kombine
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edilmesi olmustur. Sonugta, soya fasulyesi genomunda bazi bolgelerin
yiliksek miktarda sekans homolojisine sahip olduklar1 ortaya konmus ve
bu durumun duplike olmus bolgelerin lokusa spesifik gelistirilen

markdrler ile tespitinin zorlasabilecegi belirtilmistir.

Blair et al. (2003), 2n=2X=22 kromozom sayisina sahip olan
fasiilye (Phaseolus vulgaris L.) bitkisi ile yaptiklar1 ¢alismada 150 adet
mikrosatellit markor kullanmiglardir. Mikrosatellit bolgeleri fasiilye
bitkisinin 11 kromozomu {iizerinde yerlerini bulmuglardir. Toplam harita
uzunlugu 1720 cM ve iki mikrosatellit arasi ortalama uzaklik 19.5 cM
olarak tespit edilmistir. Bu calisma ile Gen bankasi veri tabanindaki
sekanslardan yararlanarak gelistirilen yeni mikrosatellit markorleri
yardimiyla elde edilen bu genetik harita ile fasulyede QTL analizine ve

markorlere dayali seleksiyon ¢aligmalarina temel olusturulmustur.

Flandez-Galvez et al., (2003), 2n=2X=16 kromozoma sahip olan
nohut bitkisine ait F2 populasyonunda yaptiklar: haritalama c¢alismasinda
toplam 54 adet STMS, 3 adet ISSR ve 12 adet RGA markéri
kullanmislardir. LOD-skoru 2.0 olarak belirlemis ve sonugta maksimum
rekombinasyon uzakligt 20 cM olarak tespit edilmistir. Elde edilen
baglanti grup sayisi 8 olarak belirlenmistir. Bu ¢alisma ile nohutta
ascochyta yanikligina kars1 direnglilik saglayan bdlgeye ait bilgi veren

sonuglar elde edilmistir.

Tekeoglu vd., (2002), nohut bitkisi ile yaptiklar1 calismada 146 adet

RIL (C. arietinum X Cicer reticulatum) bireyinde 1 adet morfolojik, 9
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adet izoenzim, 17 adet ISSR ve 90 RAPD markorii kullanarak 981.6 ¢cM
biiylikliigiinde, markorler arast uzaklik 8.4 ¢cM olan baglant1 haritasini

elde etmiglerdir. Elde edilen baglant1 grup sayist 9 olmustur.

Taran et al., (2002) fasiilye bitkisi ile yaptiklar1 ¢aligmada 49
AFLP, 43 RFLP, 11 SSR, 9 RAPD, 1 morfolojik markor kullanarak
olusturduklar1 haritada 12 baglant1 gruplu 1717 cM lik bir harita elde
etmiglerdir. Tiim baglant1 gruplar1 ele alindiginda markorler arasi
ortalama uzaklik 15 cM olarak tespit edilmistir. Maksimum uzaklik 48.6
cM bulunurken, minimum uzaklik 2.2 cM olarak tespit edilmistir.

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

Santra et al., (2000), nohut bitkisi ile yaptiklar1 calisma of C.
arietinum (FLIP84-92C, resistant parent) ve C. reticulatum Lad. (PI
599072 susceptible parent) 800 RAPD ve 100 ISSR primeri
kullanmiglardir. Sonugta 116 adet markor iceren 981.6 ¢cM lik 9 baglanti
grubundan olusan bir harita elde etmislerdir. Markdrler arasi ortalama

uzaklik 8.4 ¢cM olarak belirlenmistir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1.Materyal

Calismada, Amerika Birlesik Devletleri, Washington State
Universitesi’nden temin edilmis WA8649041 (P1) ve Prekoz (P2)
ebeveynlerin ¢aprazlanmasi ile elde edilmis rekombinant hattan se¢ilmis
93 adet birey kullanilmigtir. Bu hatlar, 6 generasyon boyunca kendileme

yapilarak elde edilmistir.

3.2. Metot

3.2.1 Rekombinant Mercimek Hatlarina Ait Tohumlarin

Yetistirilmesi

Her bir birey i¢in 5 adet tohum torfiperlit (3:1) karigiminin
bulundugu viyollere ekilmistir. Biyomiihendislik Boéliimii  deneme
serasinda yeterli 151k ve sicaklikta, ger¢ek yapraklar cikana kadar
yetistirilmistirler. Yetisen gen¢ yapraklar DNA izolasyonu igin

kullanilmistir.

3.2.2 DNA lizolasyonu

Tinnemore’da (1999) yer alan makro-prep DNA izolasyon yontemi
mikro-prep yonteme gore modifiye edilerek DNA izolasyonu

gergeklestirilmistir. Ornek miktar1 dogrultusunda izolasyonda kullanilan
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¢ozeltilerin miktarlar1 hesaplanarak makro-prep olan yontem mikro-prep

izolasyon yontemine doniistiiriilmiistiir.

DNA izolasyonunda kullanilan c¢ozeltilerin icerikleri Ek1 de

verilmistir.

3.2.3 DNA Saflik Analizi

Tris-EDTA i¢inde ¢Ozlinmiis halde bulunan DNA 6rneklerinden 2
Ml alinarak 96 lik plaka i¢ine tek tek konulmusg ve iizerlerine 8 pl ultra saf
su ve 2 Ul brom fenol mavisi ilave edilmistir. Elde edilen DNA, ultra saf
su ve boya karisimi daha dnceden hazirlanmis ve 1X TAE (Tris-Asetat-
EDTA) icerisinde yaklasik 15 dk bekletilmis %1 lik agaroz jel

kuyucuklarina yiiklenmistir.

3.2.3.1 Agaroz Jel Elektroforezi

DNA saflik analizi igin gerekli olan % 1 lik agaroz jel hazirlayacak
kadar gerekli agoroz 1X TAE ¢ozeltisi ile karistirilarak 100 °C de
kaynatilarak homojen hale getirilmistir. 45 °C ye kadar sogumasi
beklendikten sonra elektroforez kasalarmma dokiilerek ornek miktarina
uygun taraklar takilmis ve ylikleme isleminin yapilacagi kuyucuklarin
acilmast saglanmistir. Jel donduktan sonra kasa elektroforez tankinin
icine konulmustur. Tanklara jelin tizerini 2-3 cm gececek kadar 1X TAE
coOzeltisi ilave edilmis ve jel yaklasik 15 dk 1X TAE igerisinde
bekletilmistir.
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Yukaridaki boliimde agiklandigi sekilde hazirlanan 6rnekler jelde
acilan kuyucuklara mikro pipet yardimiyla yiiklenmislerdir. Orneklerin
yuklendigi kuyucugun oOniindeki kuyucuga 2 pl molekiiler agirlik
markorii  yliklenmistir.  Yikleme islemi tamamlandiktan sonra
elektroforez kasalar1 giic kaynagina baglanmis ve 60 voltta 120 dk
boyunca yiiriitiilmiistiirler.

3.2.3.2 Jellerin Bovyanmasi ve Goriintiillenmesi

Orneklerin 2 saatlik yiiriime islemi tamamlandiktan sonra jeller saf
su i¢ine alimarak 5 pl/100 ml etidyum bromid boya ile 30 dk boyunca
boyanmislardir. Boyama islemi tamamlandiktan sonra fazla boyanin
uzaklastirilabilmesi icin jeller saf su ile 5 dk yikanmistir. Boyanan
jellerin ultraviyole jel goriintileyici ile fotograflar1 goriintiilenerek

bilgisayar ortamina aktarilmistir.

Agaroz jel elektroforezi ve boyamada kullanilan ¢d6zeltilerin

icerikleri Ek1 de verilmistir.

3.2.4 Spektrofotometrik DNA  Miktar1 ve DNA/RNA

Miktarinin Belirlenmesi

300 kat seyreltilen DNA 6rneklerinin spektrofotometre ile 260/280
nm dalga boylarinda 6l¢iimleri gergeklestirilmistir. Sonugta, ng/pl olarak

miktarlar1 ve DNA/RNA miktarlar1 belirlenmistir.
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3.2.5 AFLP Markor Analizi

Calismada Li-Cor firmasinin IRDyeTM Fluorescent AFLP®
kullanilmigtir. AFLP markdr analizinde kullanilan ¢ozeltilerin igerikleri

Ek1 de verilmistir.

3.2.5.1 DNA Orneklerinin Seyreltilmesi

AFLP markor analizi ¢aligmasinda reaksiyon ortamina konulacak
DNA 6rnek miktarinin 9 pl igerisinde maksimum 100 ng veya 100 ng
dan daha az miktarda olmasi gerektigi icin 3.2.4 de belirtildigi sekilde
ng/ul olarak miktarlar1 belirlenen ornekler reaksiyon i¢in gerekli olan

oranda seyreltilmislerdir.

3.2.5.2 Genomik DNA’nin Restriksivon Enzimleri ile Digest

Edilmesi
Hacim (toplam 12,5 pl)
5X Reaksiyon Tamponu 2.5 ul
DNA 9 ul
EcoR1/Msel Enzim Karigimi 1 pl

Yukarida belirtilen sekilde reaksiyon tiipleri icerisine hazirlanan

karisim 37 °C de 2 sa, 70 °C 15 dak reaksiyona tabi tutulmustur.
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3.2.5.3 Adaptorlerin Ligasyonu

Digest edilmis genomik DNA 12.5 ul
Adaptor karisimi 12 ml
T4 DNA Ligaz 0.5 ul

25 ul

20 °C de 2 saat inkiibasyon yapilmustir. Inkiibasyon sonunda bu
orneklerden 10 pl alinarak iizerlerine 90 pl TE tamponu ilave edilerek

1:10 oraninda seyreltilmislerdir.

3.2.5.4 Pre-amplifikasyon

1:10 seyreltme 2.5 u
AFLP 1:10 preamplifikasyon karigimi 20 pl
PCR reaksiyon tamponu 2.5 ul
Taq DNA polimeraz (5 unit/ pl) 0.5 ul
255

Yukarida belirtilen tiipler i¢ine alinmis reaktanlar karistirildiktan
sonra kisa santrifiij (short spin) yapilmistir.
Elde edilen karisim asagida belirtilen sekilde programlanmig

thermal cycler cihazinda reaksiyona tabi tutulmustur.
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94°C 30sn
56°C 1dk
72°C 1dk
4°C o

20 dongti

3.2.5.5 PCR Reaksivon Tamponu ve Taq DNA Polimeraz

Enzim Denemesi

Calismada farkli markalarda enzimler ve bu enzimlere ait
tamponlarla deneme yapilmig ve sonugta Supertherm marka enzim ve

tamponunun en uygun sonucu verdigi tespit edilmistir.

3.2.5.6 Pre-amplifikasyon Sonrasi Sevreltme Denemesi

Seyreltme (Diliisyon) faktorii: Uriiniin cesidine gore seyreltme
faktorii degistigi i¢in bireylere denemeden 6nce ebeveynlerde 1:10, 1:20,
1:40 seyreltmeleri denenerek uygun seyreltme oran1 belirlenerek
bireylere uygulanmistir. Sonugta 1:40 seyreltme oranmin en iyi sonucu

vermesiyle tlim ¢aligmada bu oran kullanilmistir.

3.2.5.7 Selektif AFLP Amplifikasyonu

Selektif amplifikasyon asamasinda 1:40 oraninda dilue edilmis

pre-amplifiye DNA ile primerler reaksiyona girmislerdir. Primerlerden
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EcoR1 primerleri IRDye 700 ve IRDye 800 floresan boyalar ile

isaretlenmistir. Reaksiyon agagida belirtildigi gibi gergeklestirilmistir:

Taq DNA polimeraz ¢aligma karigimi
Dilue edilmis pre-amp DNA

Msel
IRDye 700
800

Yukaridaki

hazirlanmistir.

oranlar

Kullanilan Primerler

E-AAC
E-AAG
E-ACA
E-ACC
E-ACG
E-ACT
E-AGC
E-AGG

M-CAA
M-CAC
M-CAG
M-CAT
M-CTA
M-CTC
M-CTG
M-CTT

6 ul
2 ul
2 ul
0.5 pl
0.5 ul

ornek  miktarina

11 pul

gére  hesaplanarak
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Yukaridaki EcoR1 (E) ve Msel (M) primerleri 64 adetlik primer
kombinasyonu seklinde once ebeveynlere daha sonra bunlardan

polimorfizm gosteren 20 adedi bireylerde denenmistir.

Selektif amplifikasyon asamasinda PCR i¢in thermal cycler cihazi

asagidaki gibi programlanarak amlifikasyon yapilmustir.

1.94°C 30 sn
2.65°C 30 sn
3.72°C 1 dk

4.94°C 30 sn
5.65°C 30 sn
6.72°C 1 dk

7.94°C 30 sn

65 °C lik primerlerin baglanma sicaklig1 56 °C ye diisene kadar
her déngiide 0.7 °C disiilerek dongiiler devam ettirilmistir. Bu tekrarda
dongii sayis1 42’ye ulagsmustir.

43. 40 numaral1 dongiiye doniilerek 23 defa tekrar edilmistir.
44.4°C 00

PCR tamamlandiktan sonra cihazdan alinan orneklerin iizerine 5
ul Blue Stop Cozeltisi ilave edilerek 94 °C de 3 dk denatiirasyon islemi
ile reaksiyonun durdurulmasi saglanmistir. Denatiirasyon sonrasinda
orneklerin bulundugu tiipler buz igerisinde tutularak sogumalari

saglanmstir.
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Yukaridaki biitiin basamaklar tamamlandiktan sonra Ornekler
denatiire poliakrilamid jel elektroforezine hazir hale gelmistir. Floresan
boya ile isaretli 6rneklerin 1s1kla zarar gormemeleri i¢in yiiklenene kadar

karanlikta ve buzda bekletilmislerdir.

3.2.6 Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Poliakrilamid Jel Elektroforezi icin Sabanci Universitesi, Doga ve
Miihendislik  Bilimleri, Genom  laboratuarinda  bulunan  LI-
COR/Biosciences, NEN® Model 4300, DNA Analyzer kullanilmistir.
Poliakrilamid jel elektroforezinde kullanilan ¢ozeltilerin icerikleri Ek1 de

verilmistir.

3.2.6.1 Cihazin Hazirlanmasi

Cihazin bagli oldugu bilgisayarda Saga Software programi ve
internet baglantilar1 agilmistir. Programa yiiklenecek ornekler ve markor
ile ilgili bilgiler girilerek yeni bir dosya acilmistir (bu islem her

denemede tekrarlanmistir).

3.2.6.2 Donmus Poliakrilamid Jelin Bulundugu Cam Aparatin

Cihaza Yerlestirilmesi

Diizenegin yerlestirilecegi tanklar 1X TBE ile doldurulmus ve
diizenek yerlestirilmistir. Elektrik akimini saglayacak ilgili baglantilar

yapilmistir. On yiiriitme islemi i¢in komut verilmistir.
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Sekil 3.1 LI-COR/Biosciences, NEN® Model 4300, DNA Analyzer

3.2.6.3 Orneklerin Yiiklenmesi ve Yiiriitme islemi (Run)

On yiiriitma (pre-run) islemi tamamlanan jel yiikleme i¢in hazir
hale gelmistir.Yiikkleme i¢in 6zel ylkleme uglart ile yiikleme islemine
gecilmistir. Orneklerin yiiklenme islemi tamamlandiktan sonra yiiriitme

(run) islemi i¢in bilgisayardan komut verilmistir.

Sekil 3.5 de Yiirlitme islemi sirasinda bantlarin cihazin bagli oldugu
bilgisayar ekranindaki goriintiileri verilmistir. Yiiriitme iglemi siiresince

bantlarin ¢ikisi ekranda takip edilmistir.
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3.2.6.4 AFLP Markor Analizi Sonuclarinin Skorlanmasi

Kullanilan primerlerin gosterdikleri polimorfizmlerde,
P1(WA41)(anne)’ye benzeyen bireyler A, P2 (Prekoz)(baba)’ya
benzeyen bireyler B olarak skorlanmigdir. Okunmasi yapilamayan

bantlar ise ( -) olarak birakilmistir.
Skorlama sonuglar1 Microsoft Office Excel programinda girilmis ve
daha sonra QGENE de incelenebilmek icin Text dosyasina

doniistiirilmiistiir.

3.2.6.5 Haritanin Olusturulmasi

Bu calismada, tespit edilen 178 AFLP markorii disindaki 192
RAPD, 18 ISSR ve 3 morfolojik markor tez danismani Sayin Dog.Dr.
Bahattin Tanyolag¢’in izniyle Nurdan Giildiken’in “Kantitatif Trait Locus
Analizi ile Cigeklenme Zamanini Kontrol Eden Genlerin Haritalanmasi1”

konulu yiiksek lisans tezinden alinmistir.

Qgene haritalama programi kullanilmistir. Herhangi iki markdr
arasindaki baglant1 belirlenirken LOD skoru 4 olarak belirlenmistir.
Haritalamada markor uzakliklart i¢cin Kosambi fonksiyonu seg¢ilmistir.
Sonugta, baglanti gruplart ve bu gruplar iizerinde markorlerin
kapladiklar1 alan ve birbirlerine olan uzakliklari tespit edilmistir. Bu alan
ve uzaklik centimorgan (cM) olarak ifade edilmistir (Meksem and Kahl,

2005, Van Ooijen, 1999).
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4. BULGULAR

4.1. AFLP Markor Analizi Bulgulan

Calismada, asagidaki Cizelge 4.1 de belirtilen 64 adet primer
kombinasyonu ebeveynlere denenmistir. Polimorfizm elde edilen
kombinasyonlarin vermis oldugu polimorfik bant sayilar1 da Cizelge 4.1

de belirtilmistir.

Cizelge 4.1 Calismada kullanilan primer kombinasyonlar1 ve elde edilen polimorfik

bant sayilari

Primerler

M-CAA

M-CAC

M-CAG

M-CAT

M-CTA

M-CTC

M-CTG

M-CTT

E-AAC

5

E-AAG

11

14

E-ACA

11

10

12

E-ACC

E-ACG

12

E-ACT

11

11

E-AGC

11

E-AGG

Yukarida ¢izelgede belirtildigi gibi 20 primer kombinasyonundan
toplam 178 adet polimorfik bant elde edilerek skorlanmistir. Primer

basina ortalama 9 bant elde edilmistir.

Asagida elde edilen poliakrilamid jel goriintiilerine ait ornekler

verilmigtir.
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Sekil 4.1 M-CAC-E-ACA (700) primer kombinasyonu denemesi sonucu elde edilen
poliakrilamid jel goriintiisii (Markér, P1, P2 ve ilk 47 6rnek goriilmektedir)
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Sekil 4.2 M-CAC-E-AGC (800) primer kombinasyonu denemesi sonucu elde edilen
poliakrilamid jel goriintiisii (Markér, P1, P2 ve ilk 47 6rnek goriilmektedir)

4.2. Genom Haritalama Bulgular:

Mercimek RIL populasyonunda 178 AFLP, 192 RAPD, 18 ISSR ve
3 morfolojik olmak iizere toplam 391 polymorfik markor elde edilmis,
bunlardan markdrlerden 166 tanesi haritalanabilmistir (%42.5). Geriye

kalan 225 polimorfik DNA markoérii hi¢ bir baglanti grubuna dahil
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olmamigtir. Sonugta, toplam 11 tane baglanti (linkaj) grubu elde

edilmistir. Haritanin toplam biiyiikliigii 2091.5 ¢cM olarak saptanmuistir.

Baglant1 grubu 1 (LGI1) 595.8 ¢cM uzunlugunda olup bu baglanti
gurubu tlizerinde 41 markor (36 AFLP, 4 RAPD ve 1 morfolojik markor)
haritalanmis ve genomun % 28.48’ini olusturmustur. Bu grupta iki
markor arasindaki ortalama mesafe 14.53 ¢cM dir olarak hesaplanmustir.
Bu grupta yer alan markérler MCTGEAAG 1, MCTGEAAG 4,
MCTGEAAG 5, MCTGEAAG 7, DOla, MCATEAAG 5, ABO7c,
MCTGEAGC 9, MCATEAGC 4, MCTGEACA 10, MCACEACT 1,
MCACEACA 10, MCATEAAG 6, DO1b, MCTGEAGC 8,
MCTTEAGG 2, MCACEAAC 4, MCACEAGC 5, MCTGEAAG 2,
MCATEAAG 9, MCATEAAG 7, spotting, MCTAEACT 2,
MCTAEAAG 7, Q10c, MCAGEAGG 5, MCTGEAGC 11,
MCTGEACT 3, MCATEAGC 2, MCATEAAG 8§, MCTGEAAC 8,
MCTGEAAG_8, MCTGEACG 12, MCTGEAAC 7, MCTGEAAG 3,
MCTGEACG 11, MCTGEAAG 10, MCTGEAAG 6,
MCTGEAAG 13, MCTGEAAG 14 ve MCTGEACG 10°dir.

LG 2, bu grup 160.3 cM uzunlugunda olup 24 markér (6 ISSR ve
18 RAPD) haritalanmis ve genomun % 7.66’sin1 olusturmustur. Bu
gruptaki iki markor arasindaki ortalama mesafe 6.68 ¢cM dir. Bu grupta
yer alan markorler UBC8401, UBC79a, O17b, b19, D20b, ABl4a,
UBC721, 108c, UBC79b, CS543, AB14b, U5022, AB12b, CS311, D07,
ABO08, U7151, D20e, N19a, D06, UBC98, UBC318a, Q02a, U7712’ dir.



36

LG 3, bu grup 407.5 cM uzunlugunda olup 19 markér (15 AFLP ve
4 RAPD) haritalanmis ve genomun % 19.48’ini olusturmustur. Bu
gruptaki iki markor arasindaki ortalama mesafe 21.45 ¢cM dir. Bu grupta
yer alan markorler MCATEAGC 1, MCTGEACT 9, MCTAEAAG 2,
MCTGEAGC 5, MCAGEACC 2, MCTAEAAG 9, MCTTEAGG 1,
MCTGEAGC 3, MCTGEACA 9, MCACEACA 9, 104,
MCAGEAGG 2, M18d, N11, MCACEACA 11, MCAGEACC 10,
MCTGEACA 11, R16b ve MCATEAGC 3’ dir.

LG 4, bu grup 177.4 cM uzunlugunda olup 19 markor (4 ISSR ve
15 RAPD) haritalanmis ve genomun % 8.48’ini olusturmustur. Bu
gruptaki iki markor arasindaki ortalama mesafe 9.34 ¢cM dir. Bu grupta
yer alan markorler UBC807 11, D16, A08b, F19, UBC807 3, U7711,
P10, Hl1a, U715 2, UBC807 12, UBC840 3, A19, E18, E19, AB19c,
002, M18a, BOla ve AB18a’dir.

LG 5, bu grup 117.1 cM uzunlugunda olup 12 markdr (11 RAPD ve
1 ISSR) haritalanmis ve genomun % 5.59’unu olusturmustur. Bu grupta
iki markdr arasindaki ortalama mesafe 9.76 ¢cM dir. Bu grupta yer alan
markorler B02, 112, Q20, AB18, B14, C07, AB18b, AC17, UBC8072,
U7154, BO6b ve C06’dir.

LG 6, bu grup 161.1 ¢cM uzunlugunda olup 11 markor (4 ISSR ve 7
RAPD) haritalanmis ve genomun % 7.7’sini olusturmustur. Bu grupta iki

markdr arasindaki ortalama mesafe 14.64 ¢cM dir. Bu grupta yer alan
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markorler BO8a, AD11a, AD11b, M09, B11, M09a, UBC440, UBC220,
UBC318b, UBC8074 ve BO1°dir.

LG 7, bu grup 90.8 cM uzunlugunda olup 9 markor (5 ISSR ve 4
RAPD) haritalanmis ve genomun % 4.34’linli olusturmustur. Bu grupta
iki markor arasindaki ortalama mesafe 10.08 cM dir. Bu grupta yer alan
markorler UBC80713, B10b, UBC8082, ADOla, UBC8075, ABl4c,
B19a, UBC8076 ve UBC8078"dir.

LG 8§, bu grup 98 ¢cM uzunlugunda olup 9 markor (8 RAPD ve 1
ISSR) haritalanmig ve genomun % 4.68’ini olusturmustur. Bu grupta iki
markor arasindaki ortalama mesafe 10.89 ¢cM dir. Bu grupta yer alan
markorler G09, CS542, F18, CS541, CS312, N19, 111, UBC90 ve
U7631°dir.

LG 9, bu grup 165.4 ¢cM uzunlugunda olup 9 markor (9 AFLP)
haritalanmis ve genomun % 7.9’unu olusturmustur. Bu grupta iki markor
arasindaki ortalama mesafe 18.38 cM dir. Bu grupta yer alan markorler
MCAGEAGG 6, MCACEAAC 2, MCTTEACC 1, MCAGEAGG 7,
MCTAEAAG_ 8, MCTAEAAG 4, MCAGEAGG 10, MCTGEAAC 6
ve MCAGEAGG_4’dir.

LG 10, bu grup 54 c¢cM uzunlugunda olup 7 markor (2 ISSR ve 5
RAPD) haritalanmis ve genomun % 2.58’ini olusturmustur. Bu grupta iki

markor arasindaki ortalama mesafe 7.71 cM dir. Bu grupta yer alan
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markorler U7153, DO05, AB13b, G11, UBCS8081, UBC8402 ve
U5021°dir.

LG 11, bu grup 64,1 cM uzunlugunda olup 6 markor (5 RAPD ve 1
morfolojik markor) haritalanmis ve genomun % 3.06’sin1 olusturmustur.

Bu grupta iki markor arasindaki ortalama mesafe 10.68 ¢cM dir. Bu grupta

yer alan markorler B10a, cotcolor, P02, Q10a, N17 ve N15°dir.

Cizelge 4.2 Elde Edilen Baglanti Genom Haritasinin Ozellikleri

Baglanti Uzunluk | Markor Sayisi Iki Markor Arasindaki
Grup (cM) Ortalama Uzakhk
LG 1 595.8 41(%28.48) 14.53
LG?2 160.3 24 (%7.66) 6.68
LG3 407.5 19 (%19.48) 21.45
LG4 177.4 19(%8.48) 9.34
LGS 117.1 12(%5.59) 9.76
LG 6 161.1 11(%7.7) 14.64
LG7 90.8 9 (%4.34) 10.08
LG8 98 9 (%4.68) 10.89
LG9 165.4 9 (%7.9) 18.38
LG 10 54 7 (%2.58) 7.71
LG 11 64.1 6 (%3.06) 10.68

DNA markérlerinin olusturdugu baglanti gruplari asagida sirasiyla

verilmistir.
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Yaptigimiz analiz sonucunda haritada yer alan toplam 166
markorden 96 tanesi (% 57.83) mendel a¢ilimina uymayan sapmalar
gostermistir. Asagidaki tabloda mendel agilimindan sapma gosteren
markorlerin isimleri verilmistir.

Cizelge 4.3 Mendel Acihmindan Sapma Gaosteren (Segregation Distortion)

Markorler

MCTGEAAG 1 UBC8401 B08a
MCTGEAAG 4 UBC79a ADlla
MCTGEAAG 5 0O17b ADI11b
MCTGEAAG 7 b19 M09

DOla D20b Bl11
MCATEAAG 5 MCATEAGC 1 M09a

ABO7¢c MCTGEACT 9 UBC440
MCTGEAGC 9 MCTAEAAG 2 UBC80713
MCATEAGC 4 MCTGEAGC 5 G09
MCTGEACA 10 MCAGEACC 2 CS542
MCACEACT 1 MCTAEAAG 9 MCAGEAGG 6
MCACEACA 10 MCTTEAGG 1 MCACEAAC 2
MCATEAAG 6 MCTGEAGC 3 MCTTEACC 1
DO1b MCTGEACA 9 MCAGEAGG 7
MCTGEAGC 8 MCACEACA 9 MCTAEAAG 8
MCTTEAGG 2 104 MCTAEAAG 4
MCACEAAC 4 MCAGEAGG 2 U7153
MCACEAGC 5 M18d D05
MCTGEAAG 2 N11 UBC8072
MCATEAAG 9 MCACEACA 11 MCTGEACG 12
MCATEAAG 7 MCAGEACC 10 MCTGEAAC 7
Spotting MCTGEACA 11 MCTGEAAG 3
MCTAEACT 2 R16b MCTGEACG 11
MCTAEAAG 7 UBC807 11 MCTGEAAG 10
Q10c D16 MCTGEAAG 6
MCAGEAGG 5 A08b B10a
MCTGEAGC 11 F19 Q20
MCTGEACT 3 UBC807 3 ABI18
MCATEAGC 2 U7711 Bl14
MCATEAAG 8 P10 C07
MCTGEAAC 8 B02 AB18b
MCTGEAAG 8 112 AC17
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5. TARTISMA VE SONUC

Son yillarda, DNA markorlerinin kullanilmasiyla ¢esitli tirtinlerde
hastaliklara  direnglilik  konusunda yapilan 1slah ¢aligmalarinda
verimliligin arttirilmasi saglanmistir (Baum et al., 2000). Elde edilen
haritalar, markdrlere dayali seleksiyona (MAS, markdr assisted selection)
ve direng genlerinin klonlanmasina yardime1 olmaktadir (Hamwieh et al.,

2005).

Calismamizda, Lens sp. ye ait genetik baglanti haritasinda 166
markor (60 AFLP, 81 RAPD, 23 ISSR, 2 morfolojik) yer almis ve
genomun 2091.5 ¢cM lik kismini1 kavramistir. Daha 6nceki ¢alismalarda
elde edilen haritalarda (Havey and Muehlbauer 1989; Weeden et al.,
1992) sirasiyla genomun 330 ve 560 cM Ik kismi kavranmig ve
markdrler arasi ortalama mesafe sirasiyla 12.8 ¢cM ve 8.75 cM olarak elde
edilmistir. Eujayl et al. (1998) ise bu degeri 6 cM a kadar diislirmiis ve
genomun 1073 c¢cM Ik kismimi kavramiglardir. Elde etmis oldugumuz
haritada markdrler arasi ortalama mesafe 12.5 cM olarak tespit edilmistir.
Yukarida belirtilen ¢alismalarda mercimek genomunu daha fazla siklikta
DNA markorii ile haritalamislardir. RIL populasyonunun kullanilmas: ile
RAPD ve AFLP gibi dominant markorlerin  yaratmis oldugu
dezavantajlarda ortadan kaldirilabilmistir. Hamwieh et al. (2005)
mercimek bitkisine ait olugturduklar1 haritada 14 adet baglant1 grubu elde
etmiglerdir. Bunlardan 9 tanesi major grup olmustur. Toplam harita

boyutunu ise 751 cM olarak tespit etmislerdir.
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Bir ¢ok iirlin i¢in gerceklestirilen haritalama c¢aligmalarinda AFLP
teknigi glivenilirlik ve tekrarlanabilirlik 6zelligine sahiptir. Ayrica tek bir
analiz ile ¢ok sayida bolgeye ait bilgi elde edilebilmektedir (Powell et al.,
1997). Calismamizda tespit edilen 178 AFLP markoriinden 60 tanesi
genomik baglant1 haritasinda yer almis ve bunlardan biiyilik cogunlugu 1.
baglant1 grubunda toplanmistir. Eujayl et al. (1998) yaptiklar1 calismada
cogunlukla AFLP markorlerinin 2. baglanti grubunda toplandigini

bildirmislerdir.

Bu calismada elde edilen markdrler mercimek bitki 1slahi ile ilgili
yapilan genomik caligmalara yardimei veriler saglayacaktir. Bu calisma
sonunda elde edilen markorlere ilave markorler bulundukca baglanti
kuramamus gruplara baglanarak yeni baglanti gruplarinin elde edilmesi
miimkiin olabilecektir. Bu sekilde iki markor arasindaki mesafe de
kiiciiltiilebilecektir. Elde edilen bu kapsamli haritalar ile mercimek
bitkisinin agronomik yonden Ozelliklerinin daha ileriye gotiiriilebilmesi

saglanabilecektir.

Calismada temel amacimiz genom haritalama olmasina ragmen
yaptigimiz markor istatiksel analizi sonucunda segregation distortion
gosteren markorler de saptanmustir. Yaptigimiz ¢aligmada 70 tane markor
1:1 acilma gosterirken 96 tanesi (% 57.83) mendel agilimina uymayan
sapmalar gostermistir. Beklenen degerlerdeki genotipik frekanslardan
sapma ve acilim kurallarinin bozulmasi1 durumuna segregation distortion
(mendel agilimina uymayan sapmalar) adi1 verilmektedir. Evrimsel agidan

tizerinde durulmast gereken bu sapmalar heterozigot allel veya
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heteromorfik kromozomlardaki populasyon frekansinin yiikselmesine
neden olmaktadir. Bu sapmalar genetik haritalarda siklikla goriilen bir
durumdur. Bitkilerde tiirlere, agilim populasyonuna ve molekiiler
markorlere gore degisim gdstermektedir. Ik olarak, bu sapmalar misir
bitkisine (Lu et al.,2002; Sibov et al., 2003) ait baglanti genom
haritasinda tespit edildikten sonra ¢eltik (Harushima et al., 1996), arpa
(Konishi et al., 1992), cavdar (Pawlowshi, et al., 1998) gibi bitkilere ait
haritalarda da saptanmistir. Kodominant markorler kullanilarak
olusturulan haritalara gére dominant markdrlerin kullanildig: haritalarda
bu sapmanin daha fazla oldugu saptanmistir. Yine katlanmis haploid ve
rekombinant kendilenmis hatlarin daha fazla miktarda agilmadan sapma
gosterdikleri tespit edilmistir. Mendel agilimina uymayan sapmalar ¢ok
sayida faktoriin sonucu olarak ortaya ¢ikabilmektedir. Populasyonlara ait
genomik analizlerde genotiplerindeki ve istatiksel analizlerdeki hatalar
beklenen agilim oranlarinda meydana gelen sistematik sapmalara neden
olmaktadirlar. Ornegin, DNA markérlerinin baglant1 bolgelerinde olusan
mutasyonlar bu sapmalarin ortaya ¢ikmasina neden olabilmektedir.
Mendel agilimina uymayan sapmalar bir¢ok iirline ait genetik haritalarin
olusturulmasini etkileyen onemli bir faktordiir. Markorler arasi genetik
uzaklik ve baglant1 gruplari tizerindeki markorlerin sirasi bu sapmalardan
etkilenebilmektedir (Taylor and Ingvarsson, 2003, Liang-Xian et al.,
2006).

Calismada baglanti kuramayan markorler bize bu markorlerin

baglant1 kurmalarini saglayacak ¢ok sayida markoére ihtiyag bulundugunu
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gostermistir. Bu durum mercimek genomunun diger baklagillere nazaran
oldukga biiyiik bir genoma sahip olmasindan kaynaklanmaktadir (= 4
GB). Bundan sonra yapilacak ¢aligmalarda kullanilacak markoér sayisinin

arttirtlmasi ile markorler aras1 mesafenin kisalmasi saglanabilecektir.

Sonu¢ olarak, bu c¢aligmada baglanti genom haritasinin bazi
boliimlerini RAPD, AFLP, ISSR ve morfolojik markorler kullanarak
kavramaya calisilmistir. RAPD ve AFLP markdrlerinin baglanti genom
haritas1 olusturulurken kullanigli markdrler olduklart anlasilmistir.
Calismada kullanilan rekombinant kendilenmis hatlar, AFLP ve RAPD
gibi dominant markorlerin olusturmus olduklar1 bir takim dezavantajlarin
elimine edilmesine yardimci olmustur. Yapmis oldugumuz bu harita
ileride daha fazla sayida DNA markorii ilave edilerek yiiksek
¢Oziinlrliikte  mercimek  genom  haritasinin  olusturulmasinda
kullanilabilir. Ayrica, RIL popiilasyonunda farklilik gosteren kantitatif
ozellikler belirlenerek QTL analizleri yapilabilecektir.
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EK 1 Calismada Kullanilan Cozeltiler

DNA izolasyon Cézeltileri

1. DNA Ekstraksiyon Tamponu

Tris 12.10 g
Sorbitol 63.77 g
EDTA 1.68 g
Na bistilfit 3.802 g/
H,O(ultra saf) 11

pH 7.5

2. Niiklei Liziz Tamponu

1 M Tris-HCI, pH 8 200ml
0.5 M EDTA, pH 8 100 ml
5 M Na(Cl 400 ml
CTAB 20¢g

H,O(ultrasaf) 300 ml

pH 7.5
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3. Sarkozil Cozeltisi (%5)

Sarkozil(N-Lauryl Sarcosine) 50g
H,O(ultrasaf) 9.511

4. Fenol:Kloroform:izoamil Alkol(25:24:1) (500 ml)

Izoamil alkol 10 ml
Kloroform 240 ml
Fenol 250 ml

5. Tris-EDTA Tamponu (TE Tamponu)

1 M Tris 10 ml

0.5 M EDTA 2 ml
H,O(ultrasaf) 11 (tamamlanir)
pH 7.6

Elektroforez Cozeltileri

1. 50X TAE (Tris Asetat EDTA)

Tris 242 ¢
Asetik Asit(glasial) 571¢g
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EDTA 372 ¢

Ultra saf su ile 1 1 ye tamamlanur.

1X TAE (Tris Asetat EDTA)

50X lik TAE ¢ozeltisinin 50 kat seyreltilmesi ile elde edilir.
Brom Fenol Mavisi (Bromphenol Blue Dye)

Gliserol 7 ml

50X TAE 200 pl

% 20 SDS 100 pl

0.5 MEDTA 400 pl

Ultra saf su 2.3 ml

Etidyum Bromid Cozeltisi (0.5 pg/ml)

Etidyum Bromid (10 mg/ml) 25 pl
Distile H,O 500 ml

Molekiiler Agirhk Markorii (Lambda DNA/EcoR1 ve HindIII)

Markor 1 pl
6X loading dye 1yl
Ultra saf su 4 pl



AFLP Markor Analizi icin Gerekli Olan Cozeltiler

1. EcoR1/Msel Enzim Karisim (1.25 unit/pl)

10 mM Tris-HCI (pH 7.4)
50 mM NaCl

0.1 M EDTA

ImM DTT

200 pg/ml BSA

%50 gliserol

9%0.15 TritonX-100

2. 5X Reaksiyon Tamponu

50 mM Tris-HCI (pH 7.5)
50 mM Mg-asetat
250 mM K-asetat

3. T4 DNA Ligaz (5 unit/pl)

0.1 mM EDTA
ImM DDT

50 mM KCI
200 pg/ml BSA
%50 gliserol

51
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4. Adaptor Karisimi (EcoR1/Msel adaptorleri)

0.4 mM ATP

10 mM Tris-HCI (pH 7.5)
10 mM Mg-asetat

50 mM K-asetat

Poliakrilamid Jel Analizi icin Gerekli Cozeltiler

1. Stok Bind Silane

Bind Silane 50 ul
Etanol 10 ml
Karistirilir

Elde edilen stok 4 °C de, bulundugu tiip aliminyum folyo ile

kaplanarak 1siktan korunacak sekilde saklanir.
2. Bind Silane Cozeltisi

25 ul stok bind silane ile 25 pl %10 luk asetik asidin ependorf tiip
icerisinde kanistirilmasiyla elde edilmistir. Her denemede taze

hazirlanmistir.
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3. 1X Yiiriitme Tamponu (Running Buffer)

10X TBE tamponunun distile H20 ile 10 kat seyreltilmesi ile elde
edilmistir. 50 °C de pH 8.3-8.7 olmalidr.

4. % 10 APS (Amonyum persiilfat)
0.1 g APS nin 1 ml ddH2O igerisinde ¢oziilmesiyle hazirlanmistir. Her
denemede kullamlacak kadar ependorflara boliistiiriilerek -20°C de

saklamiglardir.

5. % 8 Akrilamid Jel Matriks

Toplam Hacim (100 ml)
Urea 42 ¢
5X TBE 20 ml
%350 Akrilamid 26.7 ml

distile H20 ile 112,5 g’a tamamlanir.
6. AFLP Molekiiler Markorleri
IRDye 700  50-700 bp
IRDye 800  50-700 bp

-20 °C de saklanmalidir.
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