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Bu caismada dunyamin farkli cografik bolgelerinden toplanan ve
mercimegin kultdr trdne (Lens culinaris subsp. culinaris) ait 40 genotip ile yabani
turlerine ait 130 genotip kullamlarak tir ici ve tirler arasi genetik cesitlilik
arastirilmis ve filogenetik analizler yapilmistir. Bu analizlerde, mercimek igin yeni
gelistirilmis olan 20 SSR markort kullamilmis ve her bir markor icin polimorfizm
bilgi icerigi (PBI) ve genetik cssitlilik indeksi (GCI) degerleri ile heterozigotluk
oram (HtO) ve allel sayilar1 (AS) hesaplanmistir. Bitin lokuslardan elde edilen
toplam allel sayis1 223 olarak saptanmis olup, bu allellerden 217 tanesinin polimorfik
oldugu saptanmustir. PBI degeri 0.14 ile 0.94 arasinda degisirken ortalama PBI
degeri 0.72 olarak bulunmustur. Polimorfik markorlerden elde edilen allel sayisinin 2
ile 32 arasinda degistigi ve ortalama allel sayisimin 15.5 oldugu saptanmustir.
Markorlerin gosterdigi allelik varyasyonun tirlere gére degisiklik gosterdigi ve 20
SSR markdrinden 13'Unun tirlere 6zgu bazi alleller Urettigi tespit edilmistir.
Mercimege 6zgi SSR markdrlerinin aktarilabilirlik orammn L. culinaris subsp.
orientalis alt tirtinde en yiksek (%85.1) ve L. nigricans tirinde en dusik (%31.4)
oldugu bulunmustur. Genetik yakinlik degerlerine gore olusturulan NeighborNet
grafiginde, calismada kullamlan mercimek genotiplerinin 6 gruba ayrildigi, L.
culinaris subsp. culinaris ve L. culinaris subsp. orientalis alt tdrlerine ait
genotiplerin ayni grupta yer alirken, diger tirlerin ise ayr1 ayr1 gruplarda yer aldigi
gbzlenmistir. Elde edilen genetik yakinlik degerlerine gore, kiltur tirtine en yakin
turin L. orientalis, en uzak tdrdn ise L. nigricans oldugu tespit edilmistir. L.
orientalis den sonra kdlttr tdrine en yakin yabani turlerin sirasiyla, L. ervoides, L.
odemensis, L. tomentosus ve L. lamottei oldugu gézlenmistir.

Anahtar K elimeler: Mercimek, SSR, Taksonomik Iliski
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In this study, the genetic diversity within species and between species was
investigated and phylogenetic analyses were performed using 40 cultivated (Lens
culinaris subsp. culinaris) and 130 wild lentil genotypes which were collected from
different geographic regions of the world. In these analyses, lentil-specific 20 SSR
markers were used and polymorphism information content (PIC) value, genetic
diversity index value, heterozygosity rate and allele numbers were calculated for
each SSR marker. Totally 223 alleles were detected among all loci and 217 of them
were polymorphic. The average number of allele per locus was 15.5 and
polymorphism information content (PIC) of primers ranged from 0.14 to 0.94 with
an average of 0.72. It is determined that allelic variation of markers differed
according to species and out of the 20 primers, 13 primers produced some species-
specific alleles. The highest transferability rate of lentil-specific SSR markers was
detected in Lens culinaris subsp. orientalis (%85.1) and the lowest transferability
rate was found in L. nigricans (%31.4). All lentil genotypes were separated into six
groups in NeighborNet Planar Graph. It is observed that lentil genotypes which
belong to L. culinaris subsp. culinaris and L. culinaris subsp. orientalis were
clustered together and other species were clustered separately. According to genetic
similarity values, L. orientalis was found as the most related species and L. nigricans
was found as the least related species to the cultivated lentil.

Key Words: Lentils, SSR, Taxonomic Relationship
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1. GIRIS Muazzez DERY A

1. GIRIS

Bir yillik ve kendine dollenen bir kultdr bitkisi olan mercimek (Lens culinaris
Medik.), kilture alinan ilk bitkilerden birisidir (Zohary ve Hopf, 1988). Mercimegin
bitdn tdrleri diploid yapida (2n) ve 14 kromozoma sahip olup, genom blydklGga
4063 Mbp’dir (Arumuganathan ve Earle, 1991).

Mercimek, ‘baklagiller’ olarak bilinen Leguminosae (Fabaceae) familyasina
dahildir. Diger baklagiller gibi protein igerigi bakimindan hem insan hem de hayvan
beslenmesinde 6nemli rol oynar. Ayrica mineraller (K, P, Fe, Zn) ve vitamin
bakimindan da oldukga zengindir. Bu igeriklerinin yamnda diger yemeklik dane
baklagil tohumlarinin aksine yapisinda tripsin inhibitorleri, hemaglutininler ve tanin
gibi toksk maddelerden az miktarda bulundurmasi, bu bitki grubunda mercimegin
beslenme agisindan degerini arttirmaktadir (Muehlbauer ve Tullu, 1997). Mercimek
bir baklagil oldugundan kokleri vasitasiyla ortak yasam sirdigi “Rhizobium
leguminosarum” bakteri tliri araciligi ile havanin serbest azotunu topraga
baglamakta ve toprag: azotca zenginlestirmektedir (Tosun ve Eser, 1978).

Bat1 Asya'da yetistirilen en eski bitkilerden biri olan mercimek, hala
Hindistan, Orta Dogu, Guiney Avrupa ve Dogu- Kuzey Afrika da ekonomik 6nemini
korumaktadir (Ferguson ve Erskine, 2001). Son yillarda Kanada, Amerika ve
Avustralya gibi Ulkelerde de yogun olarak yetistirilmektedir. Son yillarda
mercimegin hem ekim alam hem de verimi artmustir (Erskine, 2009). Diunyada
mercimek ekim alam 3.700.798 ha. olup Uretimi 3.917.923 tondur (FAO, 2009).
2009 yil igtatistiki verilerine gore, mercimek Uretiminde ilk 5 siray;; Kanada,
Hindistan, Turkiye, Amerika ve Nepal almistir (FAO, 2009). Turkiye' de ise kirmizi
mercimek ekim alam 2.116.000 ha., yesil mercimek ekim alam 228.922 ha.;kirmizi
mercimek Uretimi 422.000 ton ve yesil mercimek Uretimi 25.400 tondur (TUIK,
2010).

‘Lens cinsi 6 turde 7 takson icermektedir (Ferguson 1998; Ferguson ve ark.
2000). Lens culinaris subsp. orientalis, Lens culinaris'in atasi sayilmaktadir. Bu iki
takson rahatlikla melezlenebilmekte ve sonugta verimli doller elde edilebilmektedir
(Muehlbauer ve ark. 2006). Ladizinsky ve Abbo (1996), Lens cinsi icinde melezleme
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calisgmalar1 yaparak, calismada kullandiklar: tdrlerin tohum tutma ve kromozom
yapisina bakarak iki yeni takson tammlamiglardir: Lens culinaris ve Lens nigricans.
Daha sonra Ladizinsky (1997) Lens cinsinde iki yeni tir daha tanmmlamustir: Lens
tomentosus ve Lens culinaris subsp. orientalis. Ilk olarak Czefranove (1971)
tarafindan tammlanan Lens lamottei, Ladizinsky ve ark. (1984) tarafindan Lens
nigricans igerisinde tanimlanmis, Van Oss ve ark. (1997) tarafindan ise ayr1 bir
takson olarak rapor edilmistir. Lens cinsi 6 tur icermekte olup, bunlar: Lens culinaris
Medikus (subsp. culinaris, subsp. orientalis (Boiss)), Lens odemensis Ladizinsky,
Lens tomentosus Ladizinsky, Lens lamottel Czefranove, Lens ervoides (Brign.)
Grande, Lens nigricans (M. Bieb) Godron’ dur.

Y abani mercimek turlerinin diinyadaki dagilim araligi 27° guney enleminden
45° kuzey enlemine, 70° dogu boylamindan 15° bat1 boylamina kadar degismektedir.
Bu aralik Akdeniz kusagini kapsamakta ve doguda Tacikistan’a kadar uzanmaktadir
(Davies ve ark., 2007). Lens ervoides, temel olarak Akdeniz bolgesinde bulunmakta
olup Israil, Suriye, Turkiye, Yugoslavya' mn Adriyatik kiyisi, Italya mn giineyi ve
daha az olarak ispanya ve Cezayir'de dagilim gostermektedir. Ayrica Etiyopya ve
Uganda da da bu tire rastlandig: rapor edilmistir (Ferguson ve Erskine, 2001). Lens
nigricans, Guney Avrupada ortaya cikan bir Akdeniz turadir. Dagilim alan;
Doguda Kirim Yarimadas: ve Gurcistan'a, batida ise Kanarya Adalari’ndan La
Palma'ya kadar uzanmaktadir. Bu tir ayrica daginik olarak Cezayir, Fas, Italya ve
Alpler'de bulunmaktadir (Ferguson ve Erskine, 2001). Lens odemensis, ilk olarak
Israil’de iki bolgede, daha sonra Turkiye deki iki bolgeden saglanan herbaryum
materyalinde tammlanmustir. Lens odemensis son olarak Suriye’den de toplanmistir
(Davies ve ark., 2007).

Lens culinaris subsp. orientalis, kiltire alinmis mercimegin yabani atasidir.
Bu iki alt tdr birbiriyle melezlenebilmekte ve ayirt edici morfolojik 6zellikler
tasimaktadirlar. Lens culinaris subsp. orientalisin kurakliga (Hamdi ve Ersinke,
1996), soguga (Hamdi ve ark., 1996; Robertson ve ark. 1996) ve Ascochyta
hastaligina (Bayaa ve ark., 1994; Robertson ve ark. 1996) dayanikli oldugu
bildirilmistir. L. culinaris subsp. orientalis, Turkiye den Tacikistan’a ve Iran’dan
Kirim'a kadar uzanan bolgede yetismektedir. L. culinaris subsp. orientalis alttirt
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ayrica Turkmenistan, Ozbekistan ve Tacikistan'da yaygindir. Yapilan arazi
calismalarinda L. culinaris subsp. orientalis'in israil ve Turkiye'de L. ervoides ile
ortak aanlarda yasadigi, fakat L. odemensis ve L. nigricans ile ayni ortak yasami
paylasmadig: rapor edilmistir (Ladizinsky, 1989).

Morfolojik olarak L. lamottel, L. odemensise ¢ok yakindir ve izoenzime
dayal1 olarak yapilan calismalarda L. lamotte' nin, L. odemensis ve L. culinaris ile
birlikte gruplandig: rapor edilmistir (Hoffman ve ark. 1986, Ferguson ve Robertson
1996). Kiultire alinmis mercimege yakin olan L. nigricans, L. odemensis ve L.
culinaris subsp. orientalis taksonlar: iginde yiksek oranda genetik cesitlilik rapor
edilmistir. L. ervoides ve L. lamottei’ nin kiltire alinmis mercimekle benzer genetik
tabana sahip iki tir oldugu distnilmektedir (Ferguson 1998).

Morfolojik karakterler, tir tanimlamada en ¢ok kullamilan 6zelliklerdir. Bu
karakterlerden bazilari; bitkinin blytme sekli, yaprak sekli, stipula, ¢anak, tohum
rengi, tohum cap1 ve kabuk buyuklugiudir (Ahmad ve ark. 1997). Fakat morfolojik
karakterlere dayal1 klasik tir tammlama yontemi, yeteri kadar guvenilir degildir.
Mercimek turleri, morfolojik olarak birbirine gok benzemektedir ve sadece birkag
Ozellik ayirt edici olarak kullanilmaktadir (Galasso 2003). Bu nedenle, tir ici ve
turler arasi iliskileri degerlendirmek igin son yillarda molekiler analizlere
odaklanil mugstir.

Farkli molekuler markorler kullamlarak yapilan calismalarla, L. culinaris
subsp. orientalis altiriiniin, mercimegin atasi oldugu gosterilmistir (Ladizinsky 1979;
Ladizinsky ve ark. 1984; Pinkas ve ark. 1985; Havey ve Muehlbauer 1989; Mayer ve
Soltis 1994; Abo-elwafa ve ark. 1995; Sharma ve ark. 1996; Ford ve ark. 1997
Hamwieh ve ark. 2009; Reddy ve ark. 2010; Alo ve ark. 2011). iki alt tir arasindaki
bu iliski, daha 6nce yapilan morfolojik gozlemlerle de desteklenmistir (Ladizinsky
1999). Ancak, mercimek tirleri arasindaki iliskinin ve mercimegin kiltire alinma
sirecinin degerlendirilmesi igin daha fazla bilgiye ihtiyag duyulmaktadir.

Mercimekte genetik cesitlilik calismast simirli sayida yapilmstir. Ornegin,
Babayeva ve ark. (2009) Orta Asya ve Kafkasya mercimek germplasmini kullanarak,
Sonnante ve Pignone (2007) italya yerel mercimek gesitlerini kullanarak, Toklu ve
ark (2009) Turk yerel mercimek cgesitlerini kullanarak, Lézaro ve ark. (2001) Ispanya
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yerel mercimek gesitlerini kullanarak, Fikiru ve ark. (2007) Etiyopya yerel mercimek
cesitlerini kullanarak genetik cesitlilik analizleri yapmuslardir. TUm bu calismalarda
farkli DNA markor teknikleri kullanilmis ve mercimekteki genetik cesitlilik bdlgesel
olsa da ortaya ¢ikarilmaya calisiimistir. Ancak yabani mercimek turlerindeki genetik
varyasyonu SSR markorleri  kullanarak gosteren detayli  bir  calismaya
rastlamlmamistir.  Bundan dolayr bu calismanin amaci, 1080628 nolu ve
‘Mercimekte SSR Markorlerinin Gelistirilmesi ve Genetik Haritalama' isimli proje
kapsaminda gelistirilen SSR markorlerini kullanarak, @) dinyamn farkli cografik
bolgelerinden toplanan yabani mercimek tlrleri arasinda tirler arasi genetik
varyasyonu belirlemek ve b) mercimege 6zgii SSR markdrlerinin yabani mercimek

turlerinde kullanilabilirligini arastirmak olmustur.
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2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Mercimegin Orijini

2.1.1. Mercimegin K uiltir Tiirii ile Yabani Atalari Arasindaki iliskiler

Leguminosae familyasinda bulunan mercimek, tir sayisi az olmasina ragmen
tur ici ve tUrler arasi genetik ¢esitliligi yuksek olan bir cinstir (Ladizinsky ve Abbo,
1996). Bitiin mercimek turleri aym kromozom sayisina sahiptir (2n=14). ilk olarak
Ervum cinsine dahil edilen mercimek, daha sonra tamamen ayr1 bir cins olarak (Lens)
kabul edilmistir. Kdltire alinms mercimek icin kullanilan bilimsel isim; 1787
yilinda Medikus tarafindan yayinlanan Lens culinaris dir. Mercimegin taksonomisi
cok defa degistirilmistir. Ilk olarak, L. culinaris, L. ervoides, L. montbretti
(giniimiizde Vicia montbretti) L. nigricans ve L. orientalis olmak Uzere bes tur
icerdigi belirtilmistir. 1974'de Williams ve ark., L. culinaris ve L. orientalis'i L.
culinarisiin alt turleri olarak degerlendirmislerdir (sirasiyla, ssp. culinaris ve ssp.
orientalis). Ladizinsky ve ark. (1984) L. nigricans turund stipula morfolojisine gore
ikiye ayirmis (yatay ve dikey stipulal)) ve bu iki ayri grubu kdltar tard ile
melezlemislerdir. Dikey stipulali olan grup kultur turt ile kolayca melezlenebildigi
icin adi L. culinaris ssp. odemensis olarak degistirilmistir. Ladizinsky ve ark., (1984)
mercimegin, Uc alt tire sahip L. culinaris tiri (ssp. odemensis, ssp. orientalis ve ssp.
culinaris) ve iki alt tire sahip L. nigricans tirtinden (ssp. nigricans ve ssp. ervoides)
olustugunu rapor etmislerdir. Daha yakin zamanda ise, Van Oss ve ark. (1997) Lens
cinsi icin yedi takson 6nermistir: L. culinaris Medik. ssp. culinaris, L. culinaris ssp.
orientalis (Boiss.) Ponert, L. odemensis Ladiz., L. ervoides (Brign.) Grande, L.
nigricans (Bieb.) Godr. ve yeni tammmlanmus iki tdr: L. culinaris ssp. orientalis'ten
ayrilan L. tomentosus Ladiz. ile L. nigricanstan ayrilan L. lamottei Czefr.
(Ladizinsky 1997). Son calismalara gore, Ferguson ve ark. (2000), L. odemensis'in L.
culinarisin bir alt turd oldugunu bildirmislerdir fakat bu sonuglar sitogenetik

(Galasso, 2003) ve molekiler (Sonnante ve ark. 2003) kanitlarla clritUlmistor.
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Her bir tirde bazi farkliliklar gbzlense de yabani mercimek tdrlerinin genel
dagilim alam Akdeniz'dir. L. culinaris ssp. orientalis Y unanistan’ dan Ozbekistan’a
ve Kirim Yarimadas’ ndan Urdiin'e kadar dagilmistir (Ladizinsky 1979; Cubero
1981). L. nigricans, Kanarya Adalar1 ile Kuzey Afrika'yr kapsayan bdlgede ve
Akdeniz kiyilar1 boyunca Israil’den Ispanya'ya kadar dagilmustir. L. ervoides,
Etiyopya ve Uganda'ya kadar uzanmasina ragmen daha kisitli bir dagilim
gostermektedir (Smartt 1990). L. odemensis, Orta Dogu’ da dagilmistir (Ladizinsky
1986). L. tomentosus Ladz. Suriye ve Turkiye basta olmak Uzere Orta dogu'da, L.
lamottei ise Fas, Fransa ve Ispanya da dagilmistr.

2.1.2. Arkeolojik Kalintilar

Mercimege dair en eski kalintilar, Y unanistan’da (Franchthi magarasi, M.O.
11000) ve Suriye’de (Tell Mureybit, M.O. 8500-7500) bulunmustur (Zohary 1972;
Hansen ve Renfrew 1978; Zohary ve Hopf 1993). Fakat yabani tipler ile kiguk
tohumlu kaltdr tipleri morfolojik olarak ayirt edilemedigi icin, kiltire alindiklar: yeri
tam olarak ayirt etmek de mimkin degildir. israil’de (Yftah-el, M.O. 6800),
mercimegin kilture alindigint ya da en azindan yogun olarak yetistirildigini gosteren
kanitlar rapor edilmistir (Zohary 1992). Kilture alindiginin gostergesi olan daha
bilyiik tohumlar ise iran’da (Tepe Sabz, M.O. 5500-5000) bulunmustur (Helbaek
1969). Mercimegin Orta Dogu’'da kiltire alindigi distincesi yabani mercimegin
dagilim alan ve arkeolojik kalintilar ile 6rtusmektedir.

Mercimek, Neolitik zamanda Kibris' a yayilmistir ve bununla ilgili kalintilar
Khirokitia kazilarinda (M.O. 5500) bulunmustur (Erskine ve ark. 1994). Ayrica
Prastio kazilarinda (ca. 3500-M.O. 2800) toplanan drneklerin %60 1mn mercimek
oldugu tespit edilmistir. Ancak bu kazida toplanan materyaller kigik tohumlu
oldugu icin yabani mi yoksa kdltire alinmis mi oldugunu sdylemek mimkin
degildir. Tohum buyudklGgunin, bitkinin yabani ya da kdltdr tipi oldugunu
belirlemede bir kriter olarak kullanilmasi her zaman bir belirsizlik yaratmstir. Bu
nedenle baska yabani tirleri de bulunduran bolgelerde, hem yabani hem de kiltire
alinmig orneklerin kullanilmast 6nerilmistir (Rupp ve ark. 2000).
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Doguwda bulunan mercimek tohumlari, M.O. 5000-4000 yillarinda
Gircistan'a yayilmis ve M.O. 2500-2000 yillarinda Hindistan ve Pakistan'da
gorulmistur. Y unanistan’da da mercimek oldukga bilinen bir bitki olmus ve arpayla
beraber ekmek yapiminda kullamilmistir. Roman tarimcisi Columella, ‘De Re
Rustica, Liber secundus'da (1. yy) mercimegin ekimi, hasat1 ve tohumu zararlilardan

korumak icin gerekli onlemleri bildirmistir.

2.1.3. Mercimegin Orijininin Bulunmasina ve Mercimek Tirleri Arasandaki
iliskinin Belirlenmesine Y 6nelik Genetik Calismalar

Barulina (1930), morfolojik benzerliklere dayanarak, L. culinaris ssp.
orientalisin kultir mercimeginin yabani atasi olabilecegini ve kiguk tohumlu
mercimegin Hindu Kush ile Himalaya arasindaki bolgede evrimlestigini ileri
sirmistdr. Renfrew (1969, 1973), mercimegin L. nigricans tiriinden evrimlestigini
ve Guney Avrupa da kiltire alindigim savunmustur. Zohary (1972)’ de mercimegin
yabani atasimin L. culinaris ssp. orientalis oldugunu ve fosil tohum kalintilarinin Orta
Dogu’' da bulundugunu g6z 6ntnde bulundurarak, verimli hilal olarak adlandirilan
bolgede kiltire alindigin belirtmistir. Son molekiler ve biyokimyasal calismalar da
mercimegin, L. culinaris ssp. orientalis yabani turunden kiltire alindigim
gostermistir (Ladizinsky 1979; Ladizinsky ve ark. 1984; Pinkas ve ark. 1985; Havey
ve Muehlbauer 1989; Mayer ve Soltis 1994; Abo-elwafa ve ark. 1995; Sharma ve
ark. 1996; Ford ve ark. 1997; Hamwieh ve ark. 2009; Reddy ve ark. 2010; Alo ve
ark. 2011).

Pinkas ve ark. (1985), 67 mercimek populasyonunda, 9 enzim markérint
kullanarak Lens culinaris, L. orientalis, L. odemensis, L. ervoides ve L. nigricans
turleri arasindaki genetik uzakligi hesaplamiglardir. Analiz sonucunda genetik olarak
birbirine en yakin iki tirin L. orientalis ve L. culinaris oldugunu ve L. nigricans
turundn ise diger turlerden tamamen ayrildigini bildirmislerdir.

Restriksiyon  endontkleaz  enzimleri  kullanilarak, DNA'min  farkl
blyUklUklerde parcalara ayrilarak incelenmesine dayanan Restriction Fragment
Length Polymorphism (RFLP) analizleri ile L. culinaris ssp. culinaris alt tiriine en
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yakin alt tirdn L. culinaris ssp. orientalis oldugu ve benzerlik bakimindan bunu L.
odemensis, L. ervoides, L. nigricansin takip ettigi bildirilmistir (Havey ve
Muehlbauer 1989).

Muench ve ark. (1991), kiltir ve yabani mercimek tdrleri arasindaki
taksonomik iliskiyi ve genetik cesitliligi degerlendirmek amaciyla kloroplast
DNA’simi kullanarak RFLP analizi yapmislar ve L. culinaris subsp. culinaris, L.
culinaris subsp. orientalis ve L. culinaris subsp odemensis Uyelerinde restriksiyon
enzimleri ile kesilen fragmentlerin uzunlugunda yiksek oranda benzerlik
bulundugunu ve L. nigricans ve L. ervoides turlerinin mercimege (L. culinaris subsp.
culinaris) oranla daha fazla genetik c¢esitlilik gosterdigini rapor etmislerdir.
Arastiricilar, RFLP analizinden elde ettikleri sonuclara gore, L. culinaris subsp.
orientalisin L. culinaris subsp. culinaris'in atasi oldugunu rapor etmislerdir.

Rosa ve Jouve (1992), kdltir ve yabani (L. culinaris subsp. culinaris, L.
culinaris subsp. orientalis, L. odemensis, L. nigricans ve L. ervoides) mercimek
turlerinde, depo proteinlerini ve izoenzim markdrlerini kullanarak genetik cesitlilik
analizi yapmuglardir. Analiz sonucunda, tir ici ve tirler arasi genetik gesitliligin
oldukca fazla oldugunu bildirmislerdir. Arastiricilar, elde edilen sonuglar: istatistiki
olarak degerlendirdiklerinde, ortak biyokimyasal karakterlere sahip olan L. culinaris
subsp. orientalis ve L. odemensis turlerinin birbirine en yakin iki tur oldugunu rapor
etmislerdir.

Mayer ve Soltis (1994) mercimekte kloroplast DNA analizi yaptiklar:
caligmanmin sonuglarina gore, L. culinaris ssp. orientalis turine ait genotiplerin
%75'inin L. culinaris subsp. culinaris ile aynt kesim modelini paylastigint ve L.
culinaris ssp. orientalisin L. culinaris subsp. culinarisin atasi oldugunu rapor
etmislerdir.

Abo-elwafa ve ark. (1995), 45 polimorfik fragmente dayali Random
Amplified Polymorphic DNA (RAPD) analizinde, L. culinaris subsp. culinaris e en
yakin tarn L. culinaris ssp. orientalis ve en uzak tirin L. ervoides oldugunu, L.
odemensis ve L. nigricansturlerinin ise ayn grupta yer aldigim bildirilmislerdir.

Ahmad ve ark. (1996), Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD)
molekuler markor teknigini kullanarak, farkl: cografik bolgelere dagilmis mercimek
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turlerinde (L. culinaris, L. orientalis, L. odemensis ve L. nigricans) genetik ¢esitliligi
arastirmislar ve bu veriler ile kultire alinmig mercimegin orijini hakkinda bilgi elde
edilebilecegini bildirmislerdir. Calismalar1 sonucunda, mercimek kultdr tirinde tar
ici genetik varyasyonun yabani tirlerdeki tir ici varyasyona gore daha dar oldugunu
ve L. orientalis turundn L. culinaris tirtine en yakin tir oldugunu bildirmislerdir.

Sharma ve ark. (1996), kiltdr (Lens culinaris subsp. culinaris) ve yabani (L.
culinaris subsp. orientalis, L. odemensis, L. ervoides, L. nigricans, L. lamottel ve L.
tomentosus) mercimek tirlerini iceren 54 mercimek genotipinde, 24 adet RAPD
primerini kullanarak genetik varyasyonu incelemislerdir. Analizler sonucunda elde
edilen verilere gore, L. culinaris subsp. orientalis'in kultdr mercimegine en benzer
tur oldugunu, kaltdr tirine en uzak iki tirin ise sirasiyla L. nigricans ve L. ervoides
oldugunu belirtmiglerdir.

Ferguson ve Robertson (1996), 11 lokusta yaptiklar1 izoenzim anadlizleri ve
bunlardan elde edilen filogenetik analizler sonucunda, L. odemensis ve L. ervoides'in
ortak bir atadan evrimlestigini bildirmislerdir. Arastiricilar, bu iki toron (L.
odemensis ve L. ervoides) Turkiye, Suriye ve Filistin’deki dagilim bdlgelerinin de
ayn oldugunu rapor etmislerdir.

Kloroplast DNA’st ile ilgili diger calismalarda, van Oss ve ark. (1997), L.
culinaris ssp. orientalis turiinde genetik varyasyonun daha yuksek oldugunu rapor
etmislerdir. Arastiricilar, analiz sonuglarina gore olusturulan Nei ve Li (1979)
genetik uzaklik indeksine dayal1 soyagacinda, L. culinaris subsp. orientalis tirtine ait
orneklerin, L. culinaris subsp. culinaris, L. tomentosus ve L. odemensis turlerini
iceren bir grupta yer aldigini ve L. ervoides ve L. lamottei tirlerine ait 6érneklerin de
ayr1 bir grupta yer alchgini rapor etmislerdir. L. culinaris subsp. culinaris e en uzak
turinise L. nigricans oldugunu rapor etmislerdir.

Ford ve ark. (1997), 5S rRNA primerlerini kullanarak yaptiklari PCR
analizleri sonucunda, mercimek trlerinin tg ayr: gruba ayrildigim saptamiglardir. Bu
gruplardan birincisinin L. culinaris ssp. culinaris ve L. culinaris ssp. orientalis
turlerini, ikincisinin L. nigricans ve L. odemensis tdrlerini, Ug¢uncisunin ise L.

ervoides tUrdnu icerdigini bildirmiglerdir. Bu sonuglara gore L. culinaris ssp.
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orientalisin L. culinaris ssp. culinarise diger mercimek tirlerinden daha yakin
oldugunu rapor etmislerdir.

Ferguson ve ark. (1998), RAPD markorini kullanarak Lens culinaris ssp.
orientalis, L. odemensis, L. ervoides ve L. nigricans turlerinde hem tdr i¢i hem de
turler arasi genetik varyasyonu arastirmislardir. Calisma sonucunda, Lens culinaris
ssp. orientalis turt icin genetik ¢esitliligin fazla oldugu bolgelerin Turkiye' nin
giineydogusu, Suriye nin kuzeybatisi ile giineyi ve Urdin oldugunu; L. nigricans
turd icin Turkiye nin batisimin genetik ¢esitlilik merkezi oldugunu; L. odemensistiri
icin giiney Suriye’ deki Sweida sehrininin; L. ervoidestiri igin ise Suriye ile Turkiye
arasinda uzanan kiy: seridinin genetik cesitlilik merkezi oldugunu rapor etmislerdir.
L. odemensis ve L. nigricans turlerinde genetik gesitliligin fazla, L. ervoides tiriinde
az, L. culinaris ssp. orientalisde ise orta seviyede bir gesitlilik gozlendigini
belirtmiglerdir.

Ferguson ve ark. (2000), mercimek turt ile ilgili taksonomik problemlerin 1)
siniflandirma ile ilgili, 2) Lens lamottei ile L. odemensis veya L. tomentosus
arasindaki iligki ileilgili ve 3) L. odemensis ve L. nigricans tirlerini ayirt etmede ana
karakter olarak kullamlan stipula uyumuna givenilmemesi ile ilgili oldugunu
belirtmislerdir. Arastiricilar, melezlenebilirlik durumu ve morfolojik benzerlik ile
ilgili bilgilerin 15181 altinda, izoenzim ve RAPD analizleri sonucunda, L. odemensis
ve L. tomentosus un mercimegin alt tirleri oldugunu rapor etmislerdir.

Mercimek tirinde taksonomik iliskileri detayli arastirmak igin ribozomal
DNA dizi analizi yapilmistir (Mayer ve Bagga 2002; Sonnante ve ark. 2003).
Yapilan ¢alisgmalar sonucunda L. culinaris ssp. orientalisin L. culinaris subsp.
culinaris e en yakin tir oldugu bildirilmisken, L. nigricans'in da en uzak tir oldugu
rapor edilmistir. Sonnante ve ark. (2003), L. lamottei ve L. tomentosus tdrlerinin
Lenscinsi icinde ayr1 birer tir olarak degerlendirilmesi gerektigini bildirmislerdir.

Duran ve Vega (2004), 36 RAPD ve 14 ISSR markorind kullanarak L.
culinaris ssp. culinaris, L. culinaris ssp. orientalis, L. nigricans, L. odemenss, L.
ervoides, L. tomentosus ve L. lamottel tirlerini kapsayan bir koleksiyonda genetik
cesitliligi arastirmiglardir.  Aragstiricilar, tim koleksiyonda RAPD markdrlerinin
%91.3' Untin ve ISSR markdrlerinin %98.8’inin ¢ok sayida polimorfik bant Grettigini

10
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bildirmisglerdir. Analizler sonucunda Jaccard benzerlik indeksine dayali Fitch-
Margoliash dendograminda, mercimegin tohum tiplerine (makrosperm ve
mikrosperm) ve cografik orijinlerine gore gruplandigini ve L. tomentosus turindn L.
culinaris ssp. culinaris tiriine en yakin tir oldugunu rapor etmislerdir.

Hamwieh ve ark. (2009), gelistirdikleri 14 SSR markdrind, mercimegin
kilture alinmig trinde ve yabani mercimek turlerinde kullandiklarint ve yabani
bitkilerin toplam 151 allele, kultir bitkilerinin ise toplam 114 allele sahip oldugunu
rapor etmislerdir. Arastiricilar, kultdr bitkilerinde genetik cesitliligin 0.03 ile 0.87
arasinda oldugunu, yabani bitkilerde ise 0.16 ile 0.93 arasina degistigini rapor
etmislerdir. Soy agaci analizi sonucunda da biri kdltir bitkileri digeri yabani
bitkilerle olmak Uzere iki ana grup (A ve B) elde edildigini bildirmiglerdir. Y abani
bitkilerin yaklasik %92’ sinin A grubunda kiimelendigini ve kiltur ¢esitlerinden agik
bir sekilde ayrildigim ve benzer sekilde kuiltlr cesitlerinin de %93’ iniin B grubunda
kimelendigini bildirmislerdir. Arastiricilar bu soy agacinda bulunan L. culinaris
subsp. orientalis'e ait 30 farkli bitkiden 4'Uniin (%13,3) kultir gesitleriyle birlikte
gruplandigim ancak diger hichir yabani mercimek tlrinin kultdr gesitleriyle birlikte
gruplanmadigim bildirmislerdir. Arastiricilar bu ¢alisma sonucunda, L. culinaris
subsp. culinaris e en yakin turin L. culinaris subsp. orientalis oldugunu, en uzak
trlerin ise sirasiyla L. odemensis ve L. tomentosus tirleri oldugunu rapor
etmislerdir.

Reddy ve ark. (2010), Medicago truncatula, Pisum sativum ve Trifolium
pratense tirlerinden gelistirilmis olan 22 SSR markértu ile daha dnce mercimekte
haritalanmis olan 3 SSR markérini bes mercimek tardne (L. culinaris, L. orientalis,
L. odemensis, L. nigricans ve L. ervoides) ait 40 genotipte kullanmiglar ve
mercimegin kultlr ve yabani tirlerinde filogenetik iliskiyi arastirmiglardir. Y abani
turler arasinda birbirine en uzak turlerin L. nigricans ve L. ervoides, birbirine en
yakin tirlerin ise L. orientalis ve L. culinaris oldugunu rapor etmislerdir.

Suvorova ve Kornienko (2011), mercimegin kilttr tirt ve yabani turlerine ait
18 mercimek genotipinde, SDS-PAGE andlizi ile tohum depo proteinlerini
arastrmiglardir.  Elde ettikleri sonuglar ile UPGMA’ya dayali dendogram

olusturmuslardir. Arastiricilar bu dendogramda ti¢ grup olustugunu; birinci grupta L.
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orientalis ve L. odemensis tdrlerinin bulundugunu, ikinci grupta L. culinaris, L.
tomentosus ve L. lamottel ve ticlincll grupta da L. nigricans ve L. ervoides tirlerinin
bulundugunu rapor etmislerdir. Analiz sonucunda, L. orientalis tirinin L. odemensis
turine, L. culinaristdrdnun L. tomentosus tlrdne ve L. nigricans tirinin L. ervoides
turdne en yakin tarler oldugunu bildirmislerdir.

Alo ve ark. (2011), mercimegin yabani turlerine ait 175 ve kiltdr tirine ait
133 genotipte 20 CPs primerini (conserved primers) kullanarak genetik gesitlilik ve
filogenetik iliskiyi degerlendirmislerdir. STRUCTURE analizi sonucunda kullanilan
genotiplerin 8 alt gruba ayrildigini ve bu ayrimin ¢ok az oranda karisiklik olmasina
ragmen iyi oldugunu bildirmiglerdir. Arastiricilar, L. culinaris subsp. orientalis
turiniin 3 ayr1 grupta baskin olarak yer aldigim ve her grubun cografik dagiliminin
farkl: oldugunu belirtmiglerdir. Ayrica, L. culinaris subsp. culinaris tirintn iki ayri
grupta yer aldigim ve gruplardan birinin megasperm, digerinin mikrosperm ornekler
icerdigini rapor etmislerdir. Kaltdr tirine en yakin yabani tirin L. culinaris subsp.
orientalis oldugunu, L. nigricans turanin diger tdrlerden tamamen ayrildigim ve
mercimegin kultire alindigi bdlgenin Turkiye'de Denizli’den Antakya'ya kadar
uzanan bolge oldugunu belirtmiglerdir.

2.1.4 Turlere Ozgii SSR Markorlerinin Farklh Tirlerde Kullamlabilirliginin
Arastiriilmasna Y onelik Calismalar

Mikrosatellitler ya da SSR’lar (Simple Sequence Repeats), Okaryotik
organizmalarda yaygin olarak bulunan ve genom boyunca yayillan 2-6 bp
uzunlugundaki tekrar dizileridir. SSR markorleri, polimorfik ve kodominant
olmalari, tekrarlanabilirliklerinin yiksek olmasi ve guvenilir olmalar1 gibi pek gok
Ozelliklerinden dolay: bitki genetik arastirmalarinda siklikla kullanilirlar (Powell ve
ark. 1996). Ancak, yeni markdr gelistirme maliyetinin yiksek olmas, tirlere 6zgu
olmalar1 ve fazla is giicu gerektirmeleri bu markoérlerin kullammini kisitlamaktadir.
Bu ylizden genellikle tarimsal ve ekonomik olarak dnemli olan bitkiler icin SSR
markorleri gelistirilmektedir. Tlrlere 6zgu olan SSR markdrlerinin farkl: tirlerde
kullanilabilir olmasi, bu markorlerin bitki genetik arastirma galismalarinda yaygin
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olarak kullamlmasini kolaylastirmaktadir. Turlere 6zgi SSR markorlerinin farkl
turlerde kullanlabilirligini arastirmak amaciyla pek gok calisma yapil mistir.

Peskall ve ark. (1998), soya (Glycine max) icin gelistirdikleri 31 SSR
markorinun, Glycine, Vicia, Trifolium, Lupinus, Albiza, Vigna ve Kennedia
cinslerine ait baz: turlere transfer olabilme yetenegini arastirmiglardir. Arastiricilar
31 SSR markoriinden 15'inin G. falcata, G. clandestina ve G. microphylla tirlerinde
PCR Urdnt verdigini, 20 SSR markoérinin de U¢ soya tdrinden bir ve daha
fazlasinda PCR drinu verdigini rapor etmislerdir. Arastiricilar AG81 adli primerin
calismada kullanilan bitin ttrlerde PCR Urind verdigini, bu PCR Urinlerinden elde
edilen sekanslarin da biylk oranda korunmus SSR bdlgeleri oldugunu
bildirmiglerdir. Arastiricilar AG81 adli markdrun bitdn ttrlerde korunmus olmasini,
bu markorin seril-tRNA sentez geninin yakininda olmast ile agiklamislardir. Peakall
ve ark., (1998) hayvanlarla kiyaslandiginda bitkilerde ayni yada yakin iliskili cinslere
ait tirler arasinda SSR markdrlerinin basarili bir sekilde kullamlima oramnin kisithi
oldugunu, bunun sebebinin de hem SSR bdlgelerinde hem de bu bolgelerin komsu
sekanslarinda meydana gelen mutasyonlar oldugunu bildirmiglerdir.

De La Rosa ve ark. (2002), zeytinde (Olea europaea L.) SSR markdrlerinin
gelistirilmesi, bu markorlerin karakterizasyonu ve Oleaceae familyasindaki diger
cinslerde kullanilabilirliginin degerlendirilmesi amaciyla yaptiklar: ¢calismada 7 SSR
markoru gelistirmislerdir. Arastiricilar bu 7 SSR markériinden 2 SSR markérintin
GA, 4 SSR markorinin CA ve 1 SSR markorinin AC tekrar dizileri ile
zenginlestirilmis  genomik kituphanelerden gelistirildigini  rapor  etmislerdir.
Arastiricilar, bu 7 SSR markorinin 23 zeytin c¢esitinde lokus basina 6-9 allel
Urettigini ve GA tekrar dizisi ile gelistirilen 1 ve CA tekrar dizisi ile gelistirilen 2
SSR  markorinun ise Oleaceae familyasindan bes farkli tirde polimorfik
bulundugunu tespit etmislerdir.

Guyomarc'h ve ark. (2002), ekmeklik bugday (Triticum aestivum:
AABBDD)'in D genom vericisi olan Aegilops tauschii’nin DNA’sint kullanarak
gelistirdikleri 293 SSR primerinin ekmeklik bugdaya transfer olabilme oranini
arastirmiglardir. Arastiricilar gelistirdikleri 293 SSR primerinden 270’ inin ekmeklik
bugday genotiplerinde PCR 0rini verdigini ve bu primerlerden de 84 ‘Unin
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“Courtot” ve “Chinese Spring” ¢esitleri arasinda polimorfizm gosterdigini rapor
etmislerdir.  Arastiricilar, “Courtot” ve “Chinese  Spring”  ¢esitlerinin
melezlenmesinden elde edilen haritalama populasyonunu kullanarak, 84 SSR
markorinin hangi genoma yerlestigini bulmaya calismiglardir. Bu ¢alismamin
sonucunda; 64 SSR markoruniin D genomundaki kromozomlara yerlestigini, 7 SSR
markorinin A genomundaki kromozomlara ve 11 SSR markorinin de B
genomundaki kromozomlarda haritalandig: bildirmislerdir. Sonug olarak arastiricilar,
Aegilops tauschii’ den gelistirilen 84 SSR markorinden 64’ inuin, Triticum aestivum' a
transfer olabildigini rapor etmislerdir.

Kuleung ve ark. (2003), SSR markorlerinin bugday (Triticum aestivum L.),
cavdar (SecalecerealeL.) vetritikale (X Triticosecale Wittmack) cinsleri arasinda
kullanilabilirligini arastirmuslardir.  Arastiricilar, 148 adet bugdaya 6zgli SSR
markorill ile 28 adet cavdara 6zgi SSR markorint kullanarak yaptiklarr galisma
sonucunda, bugdaya 6zgi SSR markorlerinin cavdara aktarabilirlik oramnin %17
oldugunu ve gavdara 6zgu SSR markorlerinin %25’ inin bugdayda PCR Urtni
verdigini rapor etmislerdir. Bugdaya 0zgi SSR markorlerinin %58’ inin, cavdara
O0zgi SSR markorlerinin ise %39 unun tritikalede kullaniabilir oldugunu tespit
etmislerdir. Arastiricilar, bugdaya 6zgi SSR markorlerinin bugday, cavdar ve
tritikalede sirasiyla ortalama 2.6, 2.7 ve 2.4 polimorfik bant Urettigini, cavdara 6zgu
SSR markdrlerinin ise cavdarda ortalama 2 polimorfik bant Uretirken bugday ve
tritikalede polimorfik bant Gretmedigini rapor etmislerdir.

Wang ve ark. (2005), bugday, celtik, misir ve sorgum icin gelistirilen
(srrastyla 50 EST-SSR, 50 EST-SSR, 50-EST-SSR ve 30 EST-SSR+30 genomik
SSR markori) toplam 210 SSR markdruniin bazi yem bitkilerine (Eleusine coracana,
Paspalum vaginatum ve Cynodon dactylon) aktarilabilme oranlarini arastirmiglardir.
Calismada dort tahildan diger yem bitkilerine transfer olan SSR’larin ortalama
ylzdesinin %57 oldugunu, misir ve celtik icin gelistirilmis EST-SSR markoérlerinin
transfer olabilme yeteneginin ortalamamin altinda kaldigint rapor etmislerdir.
Arastiricilar 30 genomik SSR mark6rinin, Sorghum bicolor ile aym altfamilya da
olan Zea mays ve Paspalum vaginatun a aktarilma orammnin (sirasiyla %68 ve %61),
EST-SSR'larinin aktarilma oramna gore daha fazla oldugunu rapor etmislerdir.
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Ayrica transfer edilebilen SSR markorlerinin tirler arasinda, tir icine gore daha
polimorfik oldugunu, sorgum tirleri arasinda ise SSR markérlerinin %69’ unun, EST-
SSR markdrlerinin ise %33’ tntin polimorfik oldugunu tespit eimislerdir.

Gutierrez ve ark. (2005), baklagillerde genetik ve genomik calismalar igin
model bitki olarak kabul edilen Medicago truncatula bitkisine 6zgi SSR (simple
sequence repeat), EST (expressed sequence tag) ve BAC (bacterial artificial
chromosome) temelli mikrosatellit bolgelerinin; Avrupa nin en 6énemli t¢ baklagil
bitkisi olan nohut (Cicer sp.), bezelye (Pisum sativum) ve bakla (Vicia faba)
bitkilerine transfer olabilme oranlarim arastirmislardir. Arastiricilar bu ¢alisma icin
242 SSR markort, 209 EST markort ve 33 BAC markorl kullandiklaring; 242 SSR
markorinden 97’ sinin (%40) baklada, 88’inin (%36.3) nohutta, 91'inin de (%37.6)
bezelyede amplifiye oldugunu rapor etmislerdir. 209 EST markortnden ise 89°unun
baklada, 81'inin nohutta, 84'Unin bezelyede amplifiye oldugunu, 33 BAC
markorinden de 8'inin baklada, 7’'sinin nohutta, 7'sinin de bezelyede amplifiye
oldugunu rapor etmislerdir. Arastiricilar Vicia faba, Cicer sp., Pisum sativum ve
Medicago truncatula tirlerinde amplifiye olan 11 SSR markoriinden elde edilen PCR
drdnlerini sekansladiklarim ve gogunlukla trinikleotid motiflerinin nohut, bakla ve
bezelye genomunda korundugunu bildirmislerdir.

He ve ak. (2006), soyaya 0Ozgli SSR markorlerinin  bezelyede
kullanlabilirligini arastirmiglardir. Arastiricilar, soyaya 6zgu 432 SSR markdoruni 4
bezelye hattinda test ettiklerini ve bu SSR markérlerinin %25'inin  bezelyede
kullanlabilir oldugunu bildirmislerdir. Bezelyede kullanilabilen SSR markorlerinin
ise %28inin polimorfik oldugunu rapor etmiglerdir. Arastiricilar, bezelyede
kullanilabilen bu SSR markérlerinin bezelye genom arastirmalarinda, bezelye ile
soya arasindaki karsilastrmali  haritalama calismalarinda  kullamlabilecegini
bildirmislerdir.

Choudhary ve ark. (2009), fonksiyonel EST-SSR markdrleri gelistirmek icin
nohut’a 6zel 2131 EST-SSR sekansini kullanmuglardir. Arastiricilar bu sekanslardan
246 SSR motifi tespit etmisler ve bu bolgelerden 183 primer cifti tasarlamslardir.
Dizayn ettikleri 183 primerden 60'1m fonksiyonel markdr olarak tammlayan
arastiricilar, 60 EST-SSR markoruni hem tir ici genetik cesitliligi saptamak hem de
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bu markdrlerin, tek yillik yabani bes nohut tirine (9 gen kaynagindan olusan)
transfer olabilme oramni saptamak icin kullanmiglardir. Arastiricilar, bu markorlerin
en yuksek oranla (%96.6) C. reticulatum’ a transfer oldugunu, en disik oranla da C.
judaicunt a transfer oldugunu ortalama ise %82.6 transfer oram bulundugunu rapor
etmislerdir. 41 markorin batin tek yillik nohut tdrlerinde amplifiye oldugu,
bunlardan da 27'sinin yabani tlrler arasinda polimorfik oldugu bildirilmistir.
Arastiricilar 60 lokusta toplam 156 allel elde ettiklerini, lokus basina diisen ortalama
alel sayisimin 2.6 oldugunu rapor etmislerdir. Nohutun melezlenebilir gruplari
arasinda 1 .grupta (C. arietinum, C. reticulatum, ve C. echinospermum) yer alan
turler arasinda 55 markdrin amplifiye oldugunu, bunlardan 24 markorin polimorfik
bulundugunu, 2. Grupta (C. bijugum, C. judaicum, ve C. pinnatifidum) ise 41
markorin amplifiye oldugunu bunlardan 23 primerin polimorfik oldugunu rapor
etmislerdir. Ayrica 5 primerin sadece l.gruptaki tlrlere Ozgu olarak transfer
oldugunu bildirmiglerdir.

GarciaMoreno ve ark. (2008), Asteraceae familyasina dahil olan aycicegine
O0zgi SSR markorlerinin - aym  familyaya dahil olan yalanci safranda
kullanilabilirligini - arastirmiglardir.  Arastiricilar, aygigegine 0zgu 117 SSR
markoriini 6 yalanci safran 1slah hatti ile 2 aygicegi 1slah hattinda test etmiglerdir.
Aycicegine 06zgui SSR markdrlerinin - yalanci  safranda  kullanilabilirligini
degerlendirmek amaciyla yaptiklar: bu calismada, yalanci safran bitkisine ait PCR
drdnlerini; bantin guclt veya zayif olusuna ve skorlamanin kolay veya zor olusuna
gore siniflandirdiklarint bildirmiglerdir. Calismanin sonunda, 117 SSR primerinden
33 SSR primerinin (%28.2) yalanci safranda PCR Urtini olusturdugunu ancak bu
primerlerden 19'unun (%16.2) gucli ve kolay skorlanabilir bant Grettigini rapor
etmislerdir. Yalanci safranda gogalma gosteren 33 SSR primerinden 31'inin aygicegi
ile benzer buyulklukte bant Urettigini ve bu sonucun, SSR markérlerinin aycicegi ile
yalanct safran bitkileri arasinda yiksek oranda aktarilabilir oldugunu gosterdigini
bildirmislerdir.

Marquez-Lema ve ark. (2010), hardalda (Brassica carinata) ve hardalin yakin
turlerinde  SSR markorlerinin - kullanilabilirligini  ve  c¢ogalma  kalitesini
arastirmiglardir. Arasticilar bu ¢alismaicin B. nigra (B genomuna sahip) ve B. napus
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(AC genomuna sahip) icin gelistirilen SSR markorlerinden rastgele olarak toplamda
73 SSR primeri segmislerdir. Arastiricilar, B. nigra tirtine 6zgi 35 SSR primerinden
33 tnuin (%94.3) ve B. napus trtne 6zgt 38 SSR primerinden 37’sinin (%97.4) B.
carinata (BC genomuna sahip) turiinde spesifik PCR Urint verdigini, diger trler
icin ise; B. nigra turine 6zgl 35 SSR primerinden, %94.3'Uniin B. juncea’ da,
%91.4'Unln B. oleracea’da, %85.7'sinin B. rapa’da, %74.3'Unin B. napus da
spesifik PCR Urdnt verdigini, B. napus tirine 6zgi 38 SSR markorinden ise
%97.7' sinin B. juncea’ da, %97.4’sinin B. rapa ve B. oleracea’ da, %68.4’ inuin de B.
nigra’da spesifik PCR Uruni verdigini rapor etmislerdir. Arastiricilar B. nigra’ya
O0zgu SSR markdrlerinin en yuksek oranda B ve C genomuna sahip tirlere, B.
napus a 6zgi SSR markorlerinin de en yiksek oranda A ve C genomuna sahip
turlere transfer oldugunu, toplam 73 SSR markoriinden 24 SSR markdrinin de; A, B
ve C genomlarinda PCR Urund verdigini rapor eimislerdir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

Bu calismada materyal olarak; 21 Lens odemensis, 45 L. culinaris subsp.
orientalis, 35 L. nigricans, 19 L. ervoides, 5 L. lamottel, 5 L. tomentosus, 40 L.
culinaris subsp. culinaris olmak Uzere toplam 170 mercimek genotipi kullanimistir.
Materyaller ileilgili detayli bilgi Ek 1'de verilmistir.

3.2. Metod

3.2.1. DNA izolasyonu

Mercimek turlerinde DNA izolasyonu Doyle ve Doyle (1987)  nin gelistirdigi
ve Kafkas ve ark. (2006) tarafindan modifiye edilen CTAB yontemine gore
yapilmistir. Bu yontemde; bltln tirlere ait taze yaprak ornekleri 0.7 g tartilarak 2
ml’lik tiplere konulmus ve birkag saniye sivi azotta bekletildikten sonra Qiagen
Retsch marka 6guticti aletde (Tissue Lyser) 6gutUlmistir. TUplerin igerisindeki
Ogutulmus yaprak ornekleri tizerine 0,9 ml CTAB tampon ¢ozeltisi (100 mM Tris-
HCI, 1,4 M NaCl, 20 mM EDTA, %2 CTAB, %2 PVP, %0.1 N&S;0s) ilave
edilmistir.  Tampon c¢Ozeltisi eklenmis tlpler, sicakligi 65°C olan sicak su
banyosunda 1 saat boyunca her 10 dakikada bir nazikge karistiriimak suretiyle
tutulmustur. Su banyosundan cikarilan 6rnekler oda sicakliginda 5 dk bekletilmis,
daha sonra tUpler icerisine yani ekstraksiyon tampon ¢ozeltisinin Gzerine 0,9 ml
kloroform: isoamyl alkol (24:1) ilave edilmistir. igerisinde kloroform-isoamil alkol
bulunan tipler, 15 dk boyunca stirekli ve yavasca karistirildiktan sonra 14000 rpm’ de
15 dk sire ile santrifdj edilmistir. Santriflj olan Orneklerin Ust fazlar1 alinarak
(yaklasik 0,75 ml) yeni bir tipe aktarilmis ve icerisine soguk (-20°C’ de bekletilmis)
isopropanol (0,5 ml) ilavesi yapilarak, DNA’nin ¢okelmesi saglanmustir. Cokeltilmis
DNA bulunan tipler, 5000 rpm'de 30 saniye santrif(j edildikten sonra tip
icerisindeki Ust faz dokulmistir. Daha sonra tUpln igerisine, icerisinde 10 mM
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amonyum asetat bulunan %76'lik etanol’den 1 ml ilave edilmis ve tupler 15 dk
boyunca calkalanmustir. Yikanan DNA, 2000 rpm’de 30 saniye santrifllj edildikten
sonra Ust faz dokulmis ve DNA bir gin sireyle oda sicakliginda kurumaya
birakilmigtir. Kurutulan DNA ultra saf su eklenerek ¢ozdurilmiistur.

3.2.2. DNA Konsantrasyonun Belirlenmes

DNA konsantrasyonunun belirlenmesi sirasinda her bir drnek icin toplam
hacim 20 ul olacak sekilde, 2 ul stok DNA ile 18 ul seyreltilmis jel yikleme boyasi
karstirillarak ~ 6rnekler  hazirlanmistir.  Hazirlanan  orneklerin - 10 ul'si  ve
konsantrasyonu belli A DNA’lardan 10 pl (1ul A DNA+9ul boyasu karisimi),
%0.8'lik konsantrasyonda hazirlanmis agaroz jel Uzerindeki yuvalara yuklenmis ve
120 voltta 40 dakika kosturma islemi yapilmistir. Kosan jel, ethidium bromide
boyasiyla boyandiktan sonra UV transilluminator yardimiyla gorinttlenmis, elde
edilen goruntiide DNA'larin konsantrasyonu belli A DNA’lar (50ng-100ng-200ng)
ile karsilastirilarak tahmin yapilmistir. Bylece her bir genotip icin mikrolitredeki
DNA miktar: tahmin edilmistir (Sekil 3.1.).

Sekil 3.1. Baz1 mercimek genotiplerin DNA miktarinin agaroz jel Gizerinde tahmin
edilmesi

DNA tahminleri esas alinarak, PCR analizleri igin her bir DNA 6rneginin
konsantrasyonu 10 ng/ul olacak sekilde ayarlanmistir. Daha sonra hazirlanan
orneklerin 10 ng/ul olup olmadiginm kontrol etmek igin, 10 ul DNA ile 2 pul saf jel
yiukleme boyasi (bromophenol blue, gliserol ve 5x TBE karisimi) karistirilarak
%0,8'lik agaroz jele yukleme yapilmis ve 120 voltta 40 dakika sire ile elektroforez
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islemi gerceklestirilmistir. Kosmus olan jelin gorintist ainarak, jelde kosan
orneklerle 100 ng’'lik A DNA kiyaslanmis ve her bir 6rnegin 10 ng/ul olup olmadig:
kontrol edilmistir. Bu islemlerin sonucunda tim DNA ornekleri PCR’a hazir hale
getirilmistir (Sekil 3.2.).

101 103 105 107
100 102 d

4 106

Sekil 3.2. Bazi mercimek genotiplerin DNA konsantrasyonlarinin 10 ng/ ul'a
ayarlanmasi

3.23. Mercimege Ozgii SSR Primerlerinin Yabani Mercimek Turlerinde

Taranmas

Bu ¢alismanin ilk asamasinda, Andeden (2011) tarafindan ‘ Karacadag’ isimli
mercimek cesidinin DNA’st kullanilarak gelistirilmis ve karakterizasyonu yapilmis
olan mercimege 6zgl 102 SSR primeri ile Hamwieh ve ark. (2004) tarafindan
gelistirilen 19 SSR primeri yabani mercimek tirlerinde amplifikasyon bakimindan
taranmistir (Sekil 3.3. ve Sekil 3.4.). Bu taramada sekiz mercimek genotipi
kullailmis ve SSR anadlizleri Cizelge 3.1.’de verilen PCR kosullarinda
gerceklestirilmistir. Taramada kullamlan genotiplerin ilk ikisi Lens culinaris subsp.
culinaris alt tirlne, digerleri sirasiyla; L. odemensis, L. culinaris subsp. orientalis, L.

nigricans, L. ervoides, L. lamottei ve L. tomentosus tirlerine aittir.

culB205 cuiB206 culB207 culC215 culD206 culD 213

1 2 1 81 = =l & g 1

-

Sil 3.3. Baz1 SSR primerlerinin yabani tirlerde taranmasina ait jel goruntisi
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Sekil 3.4. Baz1 SSR primerlerinin yabani tirlerde taranmasina ait jel gorintisi

Cizelge 3.1. SSR primerlerinin taramasinda kullanilan PCR kosullari

Asama Siras islemler Sicaklhik (°C) Sire (dk) Déngl Sayisi
1 On denatiirasyon 94 5 1
21 Denattirasyon 94 1
22 DNA'ya Baglanma B.S* 1 30
2.3 Uzama 72 1
3 Son uzama 72 10 1

B.S. : Primerin DNA’ya baglanma sicaklig1

SSR-PCR reaksiyonu; 10X PCR buffer (MgCl, iceren), 2.5 mM dNTP, 5 uM
ileri primer, 5 UM geri primer, 1 Unite Tag DNA polimeraz, ultra saf su ve DNA
olacak sekilde, toplam 12 pl hacimde hazirlanmistir. PCR Urdnleri %310k agaroz
jelde kosularak yabani tirlerde tek ve temiz bant treten 53 SSR primeri secilmistir.

Mercimege ©6zgi 121 SSR primerinin  yabani mercimek turlerine
aktarilabilirlik oram da bu asamada hesaplanmistir. Bu oranlar, primerin gogalma
gogterdigi yabani mercimek tirl sayisina gore; bir yabani mercimek trinde
cogalma gosteren primerlerin aktarilabilirlik oram %16.6; iki yabani mercimek
turinde cogalma gosteren primerlerin aktarilabilirlik oram %33.3; U¢ yabani
mercimek turinde cogama gosteren primerlerin aktarilabilirlik oram %50; dort
yabani mercimek tirtinde cogalma gosteren primerlerin aktarilabilirlik oram %66.6;
bes yabani mercimek tirinde cogalma gosteren primerlerin aktarilabilirlik oram
%83.3 ve bitin yabani mercimek tirlerinde gogalma gosteren primerlerin

aktarilabilirlik oranm %2100 olarak hesaplanmustir.
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3.2.4. Yabani Turlerde Bant Ureten SSR Primerlerinin Kapiller Elektroforez
Sistemi Icin Optimize Edilmes

Y abani mercimek tdrlerinde en iyi ¢alisan 53 SSR primerinin ABI cihazinda
analizi icin gesitli Touch-down PCR programlar: kullaniimistir. Bu PCR programlari,
primerlerin 6nceden belirlenmis olan baglanma sicakliklarina gore modifiye edilmis
olup bu programlara iliskin detayli bilgi Cizelge 3.2.”de verilmistir.

Cizelge 3.2. Taramada kullanilan PCR Programlari

TD-1 1 dongii 10 dongi 25 dongii 8 dongii 1 dongii
94°C, 5dk 94°C, 1dk 94°C, 1dk 94°C, 30s 72°C, 15dk
60-50°C, 30s 50°C, 1dk 53°C, 45s
72°C, 1dk 72°C, 1dk 72°C, 45s
TD-2 1 Déngl 19 dongu 19 dongu 8 dongi 1 dongu
95°C, 5dk 95°C, 1dk 95°C, 30s 94°C, 30s 72°C, 15dk
55-45°C, 1dk 50°C, 1dk 53°C, 45s
72°C, 30s 72°C, 30s 72°C, 45s
TD-3 1 déngl 7 dongu 30 dongu 8 dongu 1 déngui
95°C, 2dk  95°C, 1dk 94°C,1dk  94°C,30s  72°C, 150k
65-60°C, 1dk  60°C, 1dk  53°C, 455
72°C, 10k 72°C,1dk  72°C, 45s
TD-5 1 doéngu 7 dongu 30 dongu 8 dongu 1 doéngu
95°C, 2dk 95°C, 1dk 94°C, 1dk 94°C, 30s 72°C, 15dk
63-58°C, 1dk 58°C, 1dk 53°C, 45s
72°C, 1dk 72°C, 1dk 72°C, 45s
BS 1 dongii 30 dongii 8 dongii 1 dongii
94°C, 5dk 94°C, 1dk 94°C, 30s 72°C, 15dk
B.S,, 1dk 53°C, 45s
72°C, 1dk 72°C, 45s

BS: Primerin Baglanma Sicakligi, TD: Touch-Down

Her bir primer icin beklenen bant uzunluklari g6z 6ninde bulundurularak,
gruplar olusturulmus ve gruptaki her bir primer icin, farkli floresan boyayla (6-FAM,
VIC, NED VE PET) isaretlenmis M13 primeri (5-TGTAAAACGACGGCCAGT—-
3') kullamlmstir. PCR reaksiyonu; 10X PCR buffer, 2.5 mM dNTP, 5 uM ileri
primer (5 ucunda M13 Universal baz dizisi eklenmis primer), 5 uM geri primer, 2.4
MM M13 primeri (floresan boyalarin [6-FAM, VIC, NED ve PET] biriyle isaretli
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Universal primer), 1 Gnite Tag DNA polimeraz, ultra saf su ve DNA olacak sekilde,
yine toplam 12 pl hacimde hazirlanmistir. PCR reaksiyonundan sonra dort farkl:
PCR UrUntinden, her drnek icin 1 pl alinarak, 9.8 pl Hi-Di formamid ve 0.2 pl LIZ-
500 size standart ile birlikte bir kuyucuga yuklenmistir. Bu islemden sonra, PCR
drdnlerini iceren karisimlar 95°C'de 5 dakika denatire edildikten sonra, 5 dakika da
buzda bekletilmistir. Elektroforeze hazir hale gelen Ornekler ABI cihazina
yuklenmistir. Boylece, ABI genetik analizor cihazinda, dort farkli primerin ayni anda
elektroforezi saglanmustur.

SSR analizlerinden elde edilen PCR Urtnleri, ABI genetik analizor sisteminde
kapiller elektroforeze tabi tutulduktan sonra DNA fragmentleri pikler halinde
gorilmekte ve her bir pik bir aleli temsil etmektedir. Genetik cesitlilik
caismalarinda ABI genetik analizbr cihazinin  kullamimasinin - en  dnemli

nedenlerinden biri allel biyukluklerinin kesin olarak belirlenmesi ve aralarinda bir
bp (baz cifti) blyikligu kadar fark olan allellerin dahi ayirt edilebilmesidir (Sekil
3.5)

2 [ f) 15 T E
1 S 1 = E S ] Bl E2d
T
EX) | I
a0 300 bp
I <«
0 \
4
14 _EM I} T E
1 S 1 = E S 1 Bl E2d
[38] “
=g ¥ 301 bp
0 . ]
", ! [
kol 6 [ YT X Tme E
1 S 1 = E S 1 Bl E2d
T
[38] |
a0 | | 302 bD
a0 |"-I | A/
4

Sekil 3.5. ABI genetik analizor cihazinda pik seklinde gorilen ve aralarinda bir baz
cifti fark bulunan DNA fragmentleri
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GeneMapper (version 4.0) paket program elde edilen sonuglar
degerlendirilmis ve en temiz sonug veren (non-spesifik baglanma gdzlenmeyen)
primerler ve bu primerlerin en iyi ¢alistigi PCR programlar: secilmistir.

3.2.5. Mercimek Turlerinde Genetik Cesitlilik Analizleri

ABI taramasindan sonra en iyi sonu¢ veren, Andeden (2011) tarafindan
gelistirilmis SSR primerlerinden 20 SSR primerinin 170 mercimek genotipinde SSR
analizi yapilmistir. 20 SSR primerinden 7 primer icin TD-1, 6 primer igin TD-3, 5
primer icin TD-5, 1 primer icin TD-2 ve 1 primer icin ise baglanma sicakligina
uygun PCR program: kullamimistir. PCR programlari ve PCR reaksiyonu ile ilgili
bilgiler bolum 3.3.4.'te verilmistir. GeneMapper (version 4.0) paket programi
kullanilarak, PCR sonuglari degerlendirilmis ve her bir primer icin blttin genotiplerin
Urettigi alleller belirlenmistir.

3.2.5.1. SSR Primerlerinin PBI, GCI, HtO ve AS Degerlerinin Belirlenmesi
GeneMapper program yardimiyla her bir primer icin Uretilen allel blydkleri
belirlendikten sonra, PowerMarker 3.0 V (Liu ve Muse, 2004) paket programi

kullanilarak her bir primer icin polimorfizm bilgi icerigi (PBI), genetik cesitlilik
indeksi (GCI), heterozigotluk orani (HtO) ve allel sayilar: (AS) belirlenmistir.

3.25.2. Her Bir Tir Igin Polimorfik Markér Sayiamn ve Polimorfizm
Y lizdesinin Belirlenmes

PopGene Version 1.31 (Yeh ve ark., 1999) paket programu kullamilarak her
bir tdr icin polimorfik markérler ve polimorfizm yizdeleri belirlenmistir.
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3.25.3. Turler Arasaindaki Genetik Benzerlik ve Genetik Uzakhgin Belirlenmes

PopGene Version 1.31 (Yeh ve ark., 1999) paket programi kullanilarak,
Nei’ nin (1978) genetik benzerlik ve genetik uzaklik katsayisina gore tirler arasindaki
genetik benzerlik ve genetik uzaklik oranlari belirlenmistir.

3.2.5.4. Mercimek Turlerine Ait Soyagacimin Olusturulmas

ABI cihazindaki analizden elde edilen sonuclara goére, her bir genotip icin
bitin primerlerden elde edilen allellerin timia var (1) ve yok (0) seklinde
skorlanmustir. Elde edilen veriler Splits Tree V 4.6 (Huson ve Bryant, 2006) paket
programinda analiz edilerek Nei (1978) genetik benzerlik katsayisina gore, Neighbor
Net (NNet) Planar Graph olusturulmustur.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

41. Mercimege Ozgii SSR Primerlerinin Yabani Mercimek Tirlerinde
Kullamlabilirliginin Test Edilmes

Mercimekte tir ici ve tirler arasi genetik cesitliligi ve taksonomik iligkiyi
arastrmak amaciyla yapilan bu ¢alismada, ilk olarak 121 SSR primeri mercimegin
bltdn tdrlerini temsil eden birer genotipte test edilmistir (Sekil 4.1., Sekil 4.2., Sekil
4.3., Sekil 4.4. ve Sekil 4.5.). Her bir genotip icin, bant Uretme durumuna gore
primerler var (+) ve yok (-) seklinde skorlanmigtir. Taramada kullamlan PCR
reaksiyon kosullar1 ve amplifikasyon dongileri bolim 3.2.3.de belirtilmistir.
Tarama sonuclar ise Cizelge 4.1."de verilmistir.

CULC 221

Sekil 4.1. CULC 221, CULD 303, CULB 416 ve SSR 99 primerlerinin tarama sonuclarina
ait jel goruntist (1ve 2: L. culinaris subsp. culinaris, 3: L. odemensis, 4: L.
orientalis, 5: L. nigricans, 6: L. ervoides, 7: L. lamottei, 8: L. tomentosus)

CULB 402 CULB 306 CULA 323 CULB 420

Sekil 4.2. CULB 402, CULB 306, CULA 323 ve CULB 420 primerlerinin tarama
sonuclarina ait jel gorantisi (lve 2: L. culinaris subsp. culinaris, 3: L.
odemensis, 4: L. orientalis, 5: L. nigricans, 6: L. ervoides, 7: L. lamottei, 8: L.
tomentosus)
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1 :
CULC 404 CULB 112

CULC311 CULB 301

Sekil 4.3. CULC 404, CULB 112, CULC 311 ve CULB 301 primerlerinin tarama
sonuclarina ait jel gorantisi (lve 2: L. culinaris subsp. culinaris, 3: L.
odemensis, 4: L. orientalis, 5: L. nigricans, 6: L. ervoides, 7: L. lamottei, 8: L.
tomentosus)

CULB 407 CuLC 414 CULC 409

Sekil 4.4. CULD 6, CULB 407, CULC 414 ve CULC 409 primerlerinin tarama sonuclarina
ait jel goruntist (1ve 2: L. culinaris subsp. culinaris, 3: L. odemensis, 4: L.
orientalis, 5: L. nigricans, 6: L. ervoides, 7: L. lamottei, 8: L. tomentosus)

1 Sl i B
CuULC 410 CULB 418

----”1—-“

-
1
—-—
=4lll- -
=
—
-

Sekil 4.5. CULC 302, CULB 423, CULC 410 ve CULB 418 primerlerinin tarama
sonuclarina ait jel gorantisi (lve 2: L. culinaris subsp. culinaris, 3: L.
odemensis, 4: L. orientalis, 5: L. nigricans, 6: L. ervoides, 7: L. lamottei, 8: L.
tomentosus)
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Cizelge 4.1. 121 SSR Primerine Ait Tarama Sonuglari

MERCIMEK TAK SONU

PRIMER ADI CUL1 CUL2 ODE ORI NIG ERV LAM TOM

CULA3 + -
CULA7 +
CULA8
CULA9
CULA10
CULB3
CULB9
CuLB11
CuLC10
CuLC11
CULD6
CULA103
CULA107
CULA109
CULA111
CULA114
CULA116
CULA119
CULA121
CULA123
CULB106
CuLB107
CuLB112
CULB113
CULB115
CuLB117
CuULB118
CULC102
CULC104
CULC112
CULC115
CULC116
CULD101
CULD102
CULD103
CULD116
CULD123
CULA211
CULA219
CULA220
CULA224
CuLB201
CULB205
CULB206
CuLB207
CULB216
CuLB218
CuLB223
CuLC204
cuLc207
cuLcz11
CULC215
CuLC218
cuLczz1
CULD206
CULD213
CULA301
CULA305
CULA308
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Cizelge 4.1.”in devam

MERCIMEK TAKSONU

PRIMER ADI CUL1 CUL2 ODE ORI NIG ERV LAM TOM

CULA312 + + + -
CULA313
CULA317
CULA321
CULA323
CuULB301
CULB302
CULB305
CULB306
CULB308
CULB310
CULB313
CuLB118
CULB322
CULC302
CULC306
CULC311
CULD303
CuULD308
CULD309
CULD316
CULD324
CULA401
CULA402
CULA405
CULA412
CULA421
CULB402
CULB407
CULB410
cuLB414
CULB416
CuULB418
CULB419
CULB420
CcuLB423
CULC404
CuLC407
CULC409
CULC410
CULC414
CuLC422
CULD409
SSR-19
SSR-48
SSR-80
SSR-130
SSR-96
SSR-107
SSR-113
SSR-119
SSR-323
SSR-32
SSR-33
SSR-99
SSR-167
SSR-212
SSR-213
SSR-124
SSR-204
SSR-336
SSR-156

'
'
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+
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CUL1 ve CUL2: Lens culinaris subsp. culinaris tirine ait genotlpler ODE L. odemenss ORI: L.
culinaris subsp. orientalis, NIG: L. nigricans, ERV: L. ervoides, LAM: L. lamottei, TOM: L.
tomentosus
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Taramadan elde edilen sonuclar ile mercimege 6zgu her bir SSR markdrinin
yabani mercimek turlerine aktarilabilirlik oranlari da belirlenmistir (Cizelge 4.2.).
SSR analizlerinden elde edilen PCR UrUnlerinin, bantlarin durumuna gére 3 gruba
ayrildig1 gdzlenmistir. Bunlar; 1) Net ve temiz bant (+++), 2) Guglu fakat ikili bant
(++) ve 3) Zayif bant (+)'dir. 121 SSR primerinden 41 SSR primerinin 1. grupta, 14
SSR primerinin 2. grupta ve 57 SSR primerinin 3. grupta yer adigi, 9 SSR
primerinin ise yabani mercimek tirlerinde hi¢ bant Uretmedigi saptanmistir. Bu
sonuglara gore, 121 SSR primerinden 59 SSR primerinin (%48.7) L. odemensis de,
103 SSR primerinin (%85.1) L. culinaris subsp. orientalis de, 38 SSR primerinin
(%31.4) L. nigricansda, 54 SSR primerinin (%44.6) L. ervoidesde, 57 SSR
primerinin (%47.1) L. lamottei’de ve 84 SSR primerinin (%69.4) L. tomentosus da
PCR 0rund verdigi saptanmistir. Mercimege 6zgu SSR markdrlerinin aktarilabilirlik
oramnin L. culinaris subsp. orientalis tiriinde en yiksek (%85.1) ve L. nigricans
turiinde en distk (%31.4) oldugu bulunmustur. 9 SSR primerinin L. culinaris subsp.
culinaris disinda hicbir tirde calismadigi ve 23 SSR primerinin ise mercimegin
bitun tdrlerinde de galistig1 saptanmustir. Sadece yabani tirler goz dntine alindiginda,
19 SSR primerinin bazi yabani turlere 6zgu oldugu bulunmustur. Bu 19 SSR
primerinden, 3 SSR primeri (CULA10, CULD213 ve CULB410) sadece L.
tomentosus' da cogalirken, 16 SSR primeri ise sadece L. culinaris subsp. orientalis de
amplifikasyon gostermistir.

Mercimege 6zgu 121 SSR markori yabani mercimek turlerine aktarilabilirlik
bakimindan degerlendirildiginde, 23 primerin aktarilabilirlik oram %100 (6 yabani
tirde cogalma gosteren), 20 primerin aktarilabilirlik oram %83.3 (5 yabani tirde
cogalma gosteren), 10 primerin aktarilabilirlik oram %66.6 (4 yabani tirde cogama
gosteren), 19 primerin aktarilabilirlik oran %50 (3 yabani tirde cogalma gosteren),
21 primerin aktarilabilirlik oramt %33.3 (2 yabani tirde ¢ogalma gosteren)ve 19
primerin aktarilabilirlik oram %16.6 (1 yabani tirde cogama gosteren) olarak
bulunmustur. 121 SSR primerinin yabani turlere aktarilabilirlik oranm ortalama %58.3
olarak hesaplanmustir.
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Cizelge 4.2. Mecimege 0zgui SSR primerlerinin yabani mercimek turlerinde
aktarilabilirlik oranlar

Markor Kalite A.0.% Markor Kalite A.0.% Markor Kalite A.0.%

CULA3 +++ 50.0 CULB206 + 66.6 CuULB402 - -

CULA7 + 50.0 CuULB207 + 333 CULB407 +++ 100
CULAS + 16.6 CULB216 + 83.3 CULB410 + 16.6
CULA9 + 16.6 CuLB218 - - CuULB414 + 50.0
CULA10 + 16.6 CuLB223 + 100 CULB416 +++ 33.3
CuLB3 + 83.3 CuLC204 + 83.3 CULB418 + 50.0
CuLB9 ++ 83.3 CuLCc207 + 66.6 CULB419 + 16.6
CuULB11 + 66.6 CuLC211 ++ 33.3 CULB420 +++ 100
CULC10 + 83.3 CuLC215 +++ 16.6 CuULB423 +++ 16.6
CULC11 + 66.6 CuLC218 +++ 33.3 CcuLc404 +++ 16.6
CULD6 +++ 50.0 CuLC221 +++ 66.6 CULC407 + 16.6
CULA103 + 33.3 CULD206 + 83.3 CULC409 - -
CULA119 + 50.0 CULA313 - - SSR-48 +++ 66.6
CULA121 +++ 66.6 CULA317 + 83.3 SSR-80 +++ 50
CULA123 +++ 33.3 CULA321 + 50.0 SSR-130 +++ 33.3
CULB106 + 16.6 CULA323 +++ 100 SSR-96 ++ 83.3
CcuLB107 + 50.0 CULB301 + 100 SSR-107 +++ 83.3
CuLB112 +++ 16.6 CULB302 +++ 83.3 SSR-113 + 16.6
CULB113 + 50.0 CULB305 +++ 100 SSR-119 +++ 33.3
CULB115 + 83.3 CULB306 - - SSR-323 +++ 33.3
CuLB117 + 83.3 CuULB308 + 66.6 SSR-32 +++ 66.6

CULA107 + 100 CULD213 + 16.6 CULCA410 +4++ 100
CULA109 +++ 50.0 CULA301 +++ 16.6 CULC414 +4++ 16.6
CULA111 ++ 100 CULA305 + 50.0 CULCA422 +4++ 100
CULA114 ++ 100 CULA308 ++ 83.3 CULD409 + 333

CULA116 +++ 333 CULA312 + 333 SSR-19 +4++ 333
CuULB118 + 83.3 CULB310 + 100 SSR-33 +4++ 333
CULC102 + 66.6 CULB313 +4++ 50.0 SSR-99 +4++ 83.3
CULC104 + 100 CULB118 +++ 100 SSR-167 + 16.6

CULC112 ++ 16.6 CuLB322 + 50.0 SSR-212 +4++ 83.3
CULC115 + 50.0 CULC302 +4++ 33.3 SSR-213 - -
CULC116 - - CULC306 + 100 SSR-124 + 333
CuLD101 + 83.3 CULC311 ++ 100 SSR-204 ++ 100
CuLD102 +++ 16.6 CULD303 +4++ 100 SSR-336 ++ 83.3
CULD103 ++ 100 CULD308 +++ 333 SSR-156 + 333
CULD116 + 333 CULD309 +4++ 100

CuLD123 +++ 16.6 CULD316 + 333

CULAZ211 ++ 50.0 CULD324 + 83.3

CULAZ219 + 83.3 CULA401 + 333

CULAZ220 ++ 50.0 CULA402 ++ 100

CULAZ224 + 50.0 CULA405 + 100

CuLB201 + 50.0 CULA412 + 100

CULB205 - - CULA421 - -

A.o. : Primerin diger tirlere aktarilabilirlik orani, +:zayif bant, ++: temiz ve ikili bant, +++: temiz ve
net bant
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Weber (1990) tarafindan yapilan simflandirmaya gére, mikrosatelltiler 3
gruba ayrilmaktadir: 1) mikemmel tekrarlar, 2) mikemmel olmayan tekrarlar ve 3)
Birlesik tekrarlar. Bu siniflandirma g6z 6nuinde bulundurularak; aktarilabilirlik oran
en yiksek olan 23 SSR primerinden 10 SSR primerinin dindkleotid, 8 SSR
primerinin ise trintikleotid tekrarlar igerdigi ve 2 SSR primerinin birlesik SSR
motifine, 3 SSR primerinin ise mikemmel olmayan SSR motifine sahip oldugu tespit
edilmistir. Aktarilabilirlik oram en diisik olan 19 SSR primerinden 7 SSR primerinin
dintkleotid, 6 SSR primerinin ise trintikleotid tekrarlar igerdigi ve 2 SSR primerinin
birlesik SSR motifine, 4 SSR primerinin ise mikemmel olmayan SSR motifine sahip
oldugu tespit edilmistir.

4.2. SSR Primerlerinin ABI 3130x| Genetik Analizor Cihazinda Taranmasi

Agaroz jel elektroforezi sonrasinda elde edilen tarama sonuglarina gore en
temiz profile sahip olan 53 SSR primeri segilmistir. Bu 53 primer, dort genotip
kullanilarak ve farkli PCR programlari denenerek ABI cihazinda da taranmustir
(Sekil 4.6 ve Sekil 4.7). Tarama sonucunda, en temiz profile sahip olan 20 primer ve
bu primerler icin en uygun PCR programlart segilmistir. Bu primerler ile ilgili
bilgiler Cizelge 4.3.’de verilmistir. Secilen PCR programlarinin kosullari bolim
3.3.4.’te belirtilmistir.
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Sekil 4.6. CULB310 primerinin TD-3 programinda verdigi elektroforegram
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Sekil 4.7. CULB117 primerinin BS programinda verdigi elektroforegram goruntst
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Cizelge 4.3. Genetik Cesitlilik Analizlerinde Kullanilan 20 SSR Primeri

Primer leri (i) ve Geri (G) Baz Dizis PPA E(‘pr)’ Tekrar Motifi

CULA111 I:TGTAAAACGACGGCCAGTAATAGGATTGTATGGCAAGATC 60 158  (CA)u
G:GGACATGACCGTTTATTTATTC

CULC422 [:TGTAAAACGACGGCCAGTTAAAATGACATGGCATGAGTTG TD-1 225 (TGT),
G: TGCATCAATAACAACAACATCC

CULC311 [:TGTAAAACGACGGCCAGTGCGTACTGTAGCCTAAATTGAG TD-1 252 (TGT)4
G: CTTGACATGCAACAACACAA

CULA 402 [:TGTAAAACGACGGCCAGTAAGCATAGACAGAAGCAAAATG TD-1 284 (AQ)o
G: GGTCATGTGGTGTTAGACTTTC

CULB223 [:TGTAAAACGACGGCCAGTTCCACCTCTTGTTGGTCATAC TD-1 154 (AG)ss
G: TTCATGTGATCGTGGGAATAT

CULB420 [:TGTAAAACGACGGCCAGTAACGGTCTGTGAATCATCAAC TD-1 205 (TC)is
G: AGCCACCTTGGAGAGTGTTAC

CULD 303 1:TGTAAAACGACGGCCAGTCTACCCCATTCACAGAAAATC TD-1 300 (TCA)s
G: GGTTGAGCTGCTTAATAATACG
CULA 114 [:TGTAAAACGACGGCCAGTGCCACAGCCATGCTTTAC TD-1 263  (AC)u(AT)s
G: TATCGTATGGGGTTGTGTAATC
CULA 107 1:TGTAAAACGACGGCCAGTTTGGTTGACAAGATCACAATC TD3 291  (CA)/(CG)(CA);

G: CTCGTCACGGTAATCTATCATC
CULD 309 [:TGTAAAACGACGGCCAGTGCCATGAATTTATGTTGAGTTG TD-3 235 (GTT)s
G: ATACCCCTCTTAGGCAGGAG

CULA 308 I TGTAAAACGACGGCCAGTATTTGGAGTGCAAGTAACCTAC TD-5 242 (TC)20A(CA)s
G: CCTGAACACACGAACATTG

CULA 119 [:TGTAAAACGACGGCCAGTAACAAGCTGCAACAAACTTG TD-3 110 (AQ)r
G: TGCAACAAAGACCTTTTATCC

CULD 206 [:TGTAAAACGACGGCCAGTCGGATGGTAATTGATTTAGTG TD-5 215 (GAT)e
G: CCACAAAACCTCTCATCG

CULB9 I:TGTAAAACGACGGCCAGTACGTGGTGAAACTTTTGG TD-5 200 (CT)z
G: TGGGATTTGTTTTGAGAAG

CULB301 [:TGTAAAACGACGGCCAGTATGCGTCTCTCCGAGGTC TD-3 297 (CTM)a
G: GGACATAGCCTTCAGGGTTTAG

CULB 118 [:TGTAAAACGACGGCCAGTCTCTCGTCGGGATTCATAC TD-2 125 (CT)zxs

G: GAAAAGGGGGATGTGTTTAG

CULA 219 [:TGTAAAACGACGGCCAGTAAATCCCTCAAGTGTTTATGTG TD-5 166 (AC)1s
G: TAACCCTATCCCTTTTACAACC

CULA 323 [:TGTAAAACGACGGCCAGTGTTCCTGACAATTCTTGAAGTC TD-5 187 (CA)e
G: AGGCTTGAAAACATGCTTT

CULC410 [:TGTAAAACGACGGCCAGTAGAAGGAATTACGGTGAGTGG TD-3 245 (TGT)s
G: GCTGTGTAACGCTCCATCTAA

CULD 324 [:TGTAAAACGACGGCCAGTGACCGAAGTCCTCAACATG TD-3 225  **
G: ACGTGTAGGGATGATATGTCC

PPA: PCR Program Adi, BBU: Karacadag cesitinde Beklenen Bant Uzunlugu, **:
(CAT)3&(CAT):&(CAT);

4.3. SSR Primerlerinin 170 M ercimek Genotipinde Analiz Edilmes

ABI 3130x| genetik analizOr cihazinda gergeklestirilen primer tarama islemi
sonucunda segilen 20 SSR primeri, mercimegin kultdr tdrdne ait 40 ve yabani
turlerine ait 130 genotipte kullanilarak hem genetik cesitlilik belirlenmeye caligilmig
hem de filogenetik analizler yapilmistir. SSR analizleri ile ilgili bilgiler bdlim
3.3.4.’te verilmistir. Analiz sonucunda elde edilen veriler GeneMapper paket
programi kullanilarak gortnttlenmis (Sekil 4.8. ve Sekil 4.9.) ve her bir primer igin
Urettikleri allellerin buydklUkleri tespit edilmistir.
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Sekil 4.8. CULB 223 primerinin srasiyla, L. odemensis, L. culinaris subsp.
orientalis, L. nigricans, L. ervoides, L. lamottei, L. tomentosus ve L.
culinaris subsp. culinaris tlrlerine ait birer genotipte verdigi
elektroforegram gorintisi
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Her bir genotip icin, analizde kullamilan 20 SSR primerinin Urettigi allel
blyUklUkleri belirlendikten sonra, PowerMarker 3.0 V (Liu ve Muse, 2004) paket
programi kullamilarak her bir tir icin ayri ayr1 olacak sekilde primerlere ait
polimorfizm bilgi icerigi (PBI), genetik cesitlilik indeksi (GCI), heterozigotluk oram
(Hto) ve dlel sayilar1 (AS) belirlenmis olup elde edilen sonucglar Cizelge 4.4."de
verilmistir.

Batun tdrler birlikte degerlendirildiginde 20 SSR primerinden 14 SSR
primerinin polimorfik, 6 SSR primerinin ise monomorfik oldugu bulunmustur.
Analizlerden elde edilen verilere gore; bitin lokuslardan elde edilen toplam allel
sayisi 223 olarak bulunmus olup bu allellerden 217 tanesinin polimorfik oldugu
saptanmustir. PBI degeri 0.14 (CULD324) ile 0.94 (CULB301) arasinda degisirken,
ortalama PBI degeri 0.72 olarak bulunmustur. Polimorfik markorlerden elde edilen
alel sayis1 2 (CULCA422) ile 32 (CULA308) arasinda degisirken, ortalama allel sayisi
15,5 olarak bulunmustur. En yiksek polimorfizm CULA308 (32) markdrinde, en
dustk polimorfizm ise CULC422 (2) markorinde saptanmustir.

Elde edilen sonuclar turler bazinda degerlendirildiginde, L. odemensis tiri
icin, 6 primerin polimorfik oldugu ve bu primerlerin CULA107, CULAS308,
CULA119, CULBY9, CULB301 ve CULA323 primerleri oldugu tespit edilmistir. L.
odemensis turdl icin en polimorfik primerin ise 12 allel Ureten CULB9 oldugu

saptanmustir.
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L. culinaris subsp. orientalis turd igin, 11 primer polimorfik bulunmus olup,
CULA107, CULD309, CULA308, CULA119, CULD206, CULB9, CULB301,
CULB118, CULA219, CULA323 ve CULCA410 primerleri oldugu tespit edilmistir.
En polimorfik primerin de 22 allel treten CULA308 primeri oldugu tespit edilmistir.

L. nigricans turt igin, CULB301, CULB118 ve CULA219 primerlerinin
polimorfik oldugu ve en polimorfik primerin 11 alel dreten CULB301 oldugu
belirlenmistir.

L. ervoides turd igin, 10 primerin polimorfik oldugu ve bu primerlerin
CULD303, CULD324, CULA107, CULD309, CULD206, CULB9, CULB301,
CULB118, CULA219 ve CULA323 oldugu belirlenmistir. En polimorfik primerin
ise 9allel Ureten CULB118 oldugu tespit edilmistir.

L. lamottei tord icin, CULA107, CULA308, CULB301, CULA219 ve
CULA323 primerlerinin polimorfik oldugu ve en polimorfik primerin 3 alel treten
CULA308 primeri oldugu saptanmustir. L. tomentosus tird icin, CULD303 ve
CULB118 primerlerinin polimorfik oldugu ve en polimorfik primerin 3 alel treten
CULB118 primeri oldugu belirlenmistir.

L. culinaris subsp. culinaris turt icin, CULD303, CULA107, CULD309,
CULA308, CULA119, CULD206, CULB9, CULB301, CULB118, CULAZ219,
CULA323 ve CULCA410 primerlerinin polimorfik oldugu ve en polimorfik primerin
18 allel Greten CULB301primeri oldugu belirlenmistir.

En cok alel L. culinaris subsp. orientalis (115) turiinde gézlenmistir ve bu
turt sirasiyla L. culinaris subsp. culinaris (94), L. ervoides (50), L. odemensis (42),
L. nigricans (26) ve L. lamottel (11) turleri izlemistir. En az allel ise 5 alel ile L.
tomentosus tdriinde tespit edilmistir. SSR markorlerinin gosterdigi allelik varyasyon
tirlere gore degisiklik gostermistir. Ornegin; CULA308 markord, L. culinaris subsp.
culinaris toriinde 15, L. culinaris subsp. orientalis tirinde 22 allel Uretirken, L.
lamottei ve L. odemensis tirlerinde 3, L. tomentosus ve L. nigricanstirlerinde 1 allel
dretmistir.  Aym markorin L. ervoides turinde amplifikasyon gostermedigi
saptanmistir. Analizler sonucunda, 20 SSR markoriinden 13" Uniin turlere 6zgl bazi
aleller Urettigi tespit edilmistir. Lokuslar ve tirlere 6zgu alleler Cizelge 4.5'de
belirtilmistir.
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Cizelge 4.5. Tirlere 6zgu alleller Greten SSR markérleri ve bu markorlerin Urettikleri
allel buyukltkleri (bp)

LOKUS ALLEL (bp) TUR
CULC422 223 L. nigricans
CULD303 232 L. nigricans
CULD303 298 L. tomentosus
CULD324 242 L. lamottel
CULD324 230, 244 L. ervoides
CULA107 285, 301 L. orientalis
CULA107 287, 291, 295 L. odemensis
CULA107 317, 323, 331, 333, 335, 343 L. ervoides
CULA107 329 L. nigricans
CULA308 219, 223 L. odemensis
CULA308 232, 234, 264, 276, 278, 280, 284, 292, 294, 296, 298 L. orientalis
CULA308 236, 240, 242 L. lamottel
CULA308 250, 256, 270, 288 L. culinaris
CULA119 114 L. odemensis
CULA119 138, 142 L. orientalis
CULD206 215 L. odemensis
CULD206 216 L. nigricans
CULD206 218 L. lamottel
CULD206 225, 227 L. ervoides
CULD206 228, 231,249 L. orientalis
CULD206 240, 243 L. culinaris
CULB9 178, 180, 192, 200 L. odemensis
CULB9 197 L. ervoides
CULB9 199 L. lamottel
CULB9 208 L. culinaris
CULB9 220, 234 L. orientalis
CULB9 223 L. tomentosus
CULB301 270 L. nigricans
CULB301 285, 289 L. lamottel
CULB301 300 L. ervoides
CuULB301 304, 308, 326, 330 L. culinaris
CuULB301 314 L. orientalis
CULB301 320 L. odemensis
CuULB301 321 L. tomentosus
CcuLB118 99, 121, 123 L. nigricans
CcuLB118 126 L. ervoides
CcuLB118 130, 136 L. orientalis
CuULB118 134, 144, 146 L. culinaris
CULAZ219 164 L. nigricans
CULA219 182, 186 L. lamottel
CULA219 184 L. culinaris
CULA219 195 L. orientalis
CULA323 168 L. nigricans
CULA323 183, 185, 187 L. odemensis
CULA323 196, 198 L. lamottel
CULA323 208, 210, 212, 218, 224, 226 L. ervoides
CULA323 211, 213, 215 L. orientalis
CuULC410 176 L. lamottel
CULCA410 200 L. nigricans
CULC410 261 L. tomentosus
CuULC410 273 L. ervoides
CULC410 280 L. culinaris
CULCA410 281 L. odemensis
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Genetik ¢esitlilik indeksi yabani tirlerde 0.06 (L. nigricans'da, CULA219
markort icin) ile 0.94 (L. orientalis de, CULA308 markorii icin) arasinda degismis
olup ve ortalama G.C.I. degeri 0.57 olarak hesaplanmustir. Kultir tir(i olan L.
culinaris de ise bu deger 0.05 (CULD309 markoériicin) ile 0.92 (CULB301 markor
icin) arasinda bulunmus ve ortalama G.C.I degeri 0.62 olarak hesaplanmustir. Her bir
tur icin genetik cesitlilik karsilastirildiginda, en yiksek genetik cesitlilik L. orientalis
(ortalama 0.75) tdrinde gozlenirken en disik genetik cesitlilik L. nigricans
(ortalama 0.51) ve L. lamottei (ortalama 0.51) tirlerinde gbzlenmistir.

4.4. Mercimek Tirleri Arasindaki Genetik Tliskinin Belirlenmes

20 SSR primerinin, mercimege ait 170 genotipte analizinden sonra elde edilen
veriler ile numerik matriks olusturulmus ve Splits Tree V 4.6 (Huson ve Bryant,
2006) paket programinda analiz edilmistir. Analizlerde Nei genetik benzerlik
katsayisi kullanilmis ve Neighbor Net (NNet) Planar Graph olusturulmustur (Sekil
4.10.).

Neighbor Net (NNet) Planar Graph'a gore calismada kullamlan mercimek
genotipleri 6 gruba ayrilmustir. L. culinaris subsp. culinaris ve L. culinaris subsp.
orientalis alt tirlerine ait genotipler aym grupta yer alirken, diger tirler ayr1 ayri
gruplarda yer almstir. Elde edilen sonuclara gore L. culinaris subsp. culinaris ve L.
culinaris subsp. orientalis at tdrleri tam bir ayrim gostermemistir. Elde edilen
genetik yakinlik degerlerine gore; kalttr tirtine en yakin turdn L. culinaris subsp.
orientalis (0.9200), en uzak turdn ise L. nigricans (0.4350)oldugu tespit edilmistir. L.
orientalis den sonra kilttr tirine en yakin yabani tirlerin sirasiyla, L. ervoides
(0.6701), L. odemensis (0.6562), L. tomentosus (0.6234) ve L. lamottei (0.5894)
oldugu saptanmustir (Cizelge 4.6).
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Cizelge 4.6. Mercimek turleri arasindaki genetik benzerlik (kOsegenin Ustl) ve

genetik uzaklik (kdsegenin alti) (Nei, 1978)
L.

L.
MERCIMEK L. culinaris L. L. L. L. culinaris
TURLERI odemenss  subsp.  nigricans ervoides lamottei  tomentosus  subsp.
orientalis culinaris
L. odemenis Fokk kK 0.6894 0.4451 0.6466 0.5082 0.5605 0.6562
L. orientalis 0.3719 Fokk kK 0.4517 0.6920 0.5905 0.6656 0.9200
L. nigricans 0.8095 0.7947 Fokk kK 0.4329 0.3788 0.3556 0.4350
L. ervoides 0.4360 0.3682 0.8373 Fokk kK 0.5486 0.5627 0.6701
L. lamottei 0.6768 0.5268 0.9706 0.6003 Fokk kK 0.4267 0.5894

L. tomentosus 0.5789 0.4071 1.0340 0.5750 0.8517 FrAAK 0.6234

L. culinaris 0.4213 0.0834 0.8323 0.4003 0.5287 0.4725 FrAAK

4.5. Mercimekte Molekiler Markérler Kullamlarak Yapilan Genetik Cesitlilik
Cahsmalari ve Filogenetik Calismalar

Mercimege 6zgl var olan SSR markorlerinin sayist az oldugu igin,
mercimekte bugline kadar SSR markorleri kullamlarak yapilan genetik iliski ve
genetik cesitlilik caligmalart yetersiz kalmistir. Bu calismada, Andeden (2011)
tarafindan gelistirilen mercimege 6zgi SSR markorleri kullanilarak mercimek ttrleri
arasindaki genetik iliski degerlendirilmistir. Mercimege 0zgu, yeni gelistirilen SSR
markorlerinden 20 tanesinin kullamildigr bu calismada, tirler arasindaki genetik
cesitlilik ve taksonomik iliski degerlendirilmistir.

Pinkas ve ark. (1985) tarafindan yapilan c¢alismanin sonuclari, buldugumuz
sonucu desteklemektedir. Her iki ¢alismamn sonuglart da kilttr mercimegine en
yakin turdn L. culinaris subsp. orientalis oldugunu ve L. nigricans tirinin diger
turlerden ayrildigin gostermistir.

Mercimek filogenetigini degerlendirmek amaciyla yapilan iki calismada
ribozomal DNA dizileri analiz edilmistir (Mayer ve Bagga 2002; Sonnante ve ark.
2003). 1ki calisma sonucunda da L. culinaris ssp. orientalis'in kiilttr turiine en yakin
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tur oldugu bildirilmisken, L. nigricans'in da en uzak tir oldugu bildirilmistir. Bu
sonuglar da bizim sonuglarimizi desteklemektedir.

Havey ve Muehlbauer (1989) 1n yaptigi RFLP analizlerinin sonucuna gore
kiltdr tdrd ile en yuksek benzerligi L. culinaris ssp. orientalis tirt gosterirken, bu
turt L. odemensis, L. ervoides, L. nigricans tirleri takip etmistir. Bu sonug da bizim
calismamizin sonucunu desteklemektedir. Fakat bizim ¢alismamizin sonucuna gore
L. ervoidestird, kaltdr tdriine L. odemensis den daha yakindir.

Ahmad ve ark. (1996), RAPD molekiler markor teknigini kullanarak, farkli
cografik bolgelere dagilmis mercimek tdrlerinde (L. culinaris, L. orientalis, L.
odemensis ve L. nigricans) genetik cesitliligi degerlendirmisler ve calismalart
sonucunda, kultdr tdriindeki genetik varyasyonun yabani tirlerdeki varyasyona gore
daha az oldugunu ve L. orientalis turtinin L. culinaris turtinin atas: olmaya en uygun
tur oldugunu bildirmislerdir. Bizim galismamizin sonuglarina gore ise, kiltur tard
icindeki genetik varyasyon (0.62), L. orientalis (0.75) hari¢ diger yabani turler
icindeki genetik varyasyondan daha yuksek bulunmustur.

Duran ve Vega (2004), RAPD ve ISSR markorlerini kullanarak yaptiklar
calisgmada mercimegin bitin tarleri arasindaki genetik iliskiyi degerlendirmisler ve
calismalart sonucunda L. tomentosus turdnun L. culinaris ssp. culinaris tirine en
yakin tdr oldugunu belirtmislerdir. Bizim calismamizin sonuclarina goére ise, L.
tomentosus' un kiltdr tdriine 4. dereceden yakin oldugu belirlenmistir.

Hamwieh ve ark. (2009) tarafindan yapilan ¢alismamn sonucunda, yabani
turlere ait allel sayisimin kdltir tirine ait allel sayisindan daha fazla oldugu
belirtilmistir. Nitekim bizim ¢alismarmizin sonuclar: da bu yondedir. Kaltdr tirinden
elde edilen allel sayisi 94 iken yabani tirlerden elde edilen allel sayist 249’ dur.
Ancak genetik cesitlilik bakimindan karsilastirildiginda; bu c¢alismamn sonuclar:
yabani tdrlerin genetik c¢esitliliginin daha yuksek oldugunu belirtirken bizim
calismamizin sonuglar: bunun aksini belirmektedir (kultdr turd icin ort. G.C.1:0.62;
yabani tdrler icin ort. G.C.1:0.57).

Alo ve ark. (2011) tarafindan, CPs primerleri kullamilarak yapilan genetik
cesitlilik ve kultare alinma sireci ile ilgili arastirma sonucunda kultur tirtne en

yakin yabani tiriin L. culinaris subsp. orientalis oldugu ve L. nigricans turunin diger
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tirlerden tamamen ayrildigi bildirilmistir. Bu c¢alismamn sonuglari da bizim
¢alismamizin sonuglart ile drtismektedir.

Duran ve Vega (2004) tarafindan gerceklestirilen RAPD ve ISSR andlizi
haricinde, diger calismalar gibi bizim ¢alismamizin sonucu da mercimegin yabani
atasinin L. culinaris subsp. orientalis oldugunu gostermektedir.

4.6. SSR Markoérlerinin Farkh Turler veya Cinsler Arasinda Kullanmlabilirligi

Mercimege 0Ozgu SSR primerlerinin yabani mercimek turlerinde
kullanilabilirliginin degerlendirilmesi amaciyla yapilan SSR analizleri sonucunda
121 SSR primerinin  yabani mercimek turlerine aktarilabilirlik oranlari
hesaplanmistir. Calismanin sonucunda 23 primerin mercimegin 6 yabani tiriinde de
cogalma gosterdigi ve aktarilabilirlik orammn %2100 oldugu, 20 primerin 5
mercimegin yabani turinde gogalma gosterdigi ve aktarilabilirlik orannin %83.3
oldugu, 10 primerin mercimegin 4 vyabani turinde cogama gosterdigi ve
aktarilabilirlik orammn %66.6 oldugu, 19 primerin 3 yabani tirde cogalma gosterdigi
ve aktarilabilirlik orammn %50 oldugu, 21 primerin 2 yabani tirde cogalma
gogerdigi ve aktarilabilirlik orammn %33.3 oldugu ve 19 primerin tek bir yabani
turde cogalma gosterdigi ve aktarilabilirlik oranimn %16.6 oldugu bulunmustur. 121
SSR primerinin yabani turlere aktarilabilirlik oram ortalama %58.3 olarak
hesaplanmistir. Bu aktarilabilirlik oram, aym cins igerisinde yer alan ve yakin turler
olmasina ragmen diger turlere 6zgli SSR markérlerinin aym cinsler iginde aktarim
oran ile karsilastirildiginda diisik bulunmustur. Ornegin; Choudhary ve ark (2009),
tarafindan yapilan calismamn sonuglarina goére nohuta 6zgi SSR markdrlerinin
yabani nohut tdrlerinde kullanilabilirlik orammin ortalama %82.6 oldugu rapor
edilmistir. Bu SSR markorlerinin en yiksek oranla (%96.6) Cicer reticulatum'a
transfer oldugu bildirilmistir ki Cicer reticulatun’un nohutun yabani atasi oldugu
bilinmektedir. Marquez-Lema ve ark. (2010), hardalda (Brassica carinata) ve
hardalin yakin tdrlerinde SSR markdrlerinin - kullanilabilirligini  arastirdiklari
caligmanmin sonucuna gore, B. nigra tdrine 0zgi SSR primerlerinin diger hardal

turlerine aktarilabilirlik orammin ortalama %88 ve B. napus turine 0zgu SSR
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primerlerinin diger hardal turlerine aktarilabilirlik oramnin ortalama %91.6 oldugunu

bildirmislerdir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Mercimek turleri arasindaki genetik cesitliligin - degerlendirilmesi  ve
taksonomik iliskinin arastirilmasi amaciyla yapilan bu ¢alismamn sonucunda su
sonuclar elde edilmistir.

1. Mercimege Ozgi SSR markorlerinin  yabani mercimek tirlerinde
kullanlabilirligi test edilmistir. Tarama sonucglarina gore; 121 SSR
primerinden 59 SSR primerinin L. odemensis' de, 103 SSR primerinin L.
culinaris subsp. orientalis de, 38 SSR primerinin L. nigricans da, 54 SSR
primerinin L. ervoides de, 57 SSR primerinin L. lamottei’de ve 84 SSR
primerinin L. tomentosus da galistigi ve temiz bant Urettigi saptanmustur.

2. 9 SSR primerinin L. culinaris subsp. culinaris disginda higbir turde
calismadigi, 23 SSR primerinin ise mercimegin bitin tdrlerinde de
calistig1 saptanmistir. Sadece yabani tirler g6z 6niine alindiginda, 19 SSR
primerinin baz: yabani tirlere 6zgl oldugu bulunmustur. Bu 19 SSR
primerinden, 3 SSR primerinin sadece L. tomentosus'da cogalma
gosterdigi, 16 SSR primerinin ise sadece L. culinaris subsp. orientalis de
cogalma gosterdigi tespit edilmistir

3. Taramadan elde edilen sonuclar ile mercimege 6zgu her bir SSR
markorinin yabani mercimek tirlerine aktarilabilirlik oranlari da
belirlenmistir. Mercimege 06zgi SSR markorlerinin - aktarilabilirlik
oraninin L. culinaris subsp. orientalis turinde en yiksek (%85.1) ve L.
nigricans tdrinde en disik (%31.4) oldugu bulunmustur. 9 SSR
primerinin L. culinaris subsp. culinaris disinda hi¢bir tirde calismadig: ve
23 SSR primerinin ise mercimegin batin tdrlerinde de calistig
saptanmustir.

4. Aktarilabilirlik oram en yuksek olan 23 SSR primerinden 10 SSR
primerinin dinukleotid, 8 SSR primerinin ise trinikleotid tekrarlar icerdigi
ve 2 SSR primerinin birlesik SSR motifine, 3 SSR primerinin ise
mikemmel olmayan SSR motifine sahip oldugu tespit edilmistir.
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10.

11.

12.

Agaroz jel elektroforezi sonrasinda elde edilen tarama sonuglarina gore en
temiz profile sahip olan 53 SSR primeri secilmistir. Bu 53 primer, dort
genotip kullanilarak ve farkli PCR programlar: denenerek ABI cihazinda
da taranmistir. Tarama sonucunda, en temiz profile sahip olan 20 primer
ve bu primerler igin en uygun PCR programlari segilmistir.

Secilen 20 SSR primeri, mercimegin kultdr tirine ait 40 ve yabani
turlerine ait 130 genotipte SSR analizleri yapilmistir. Her bir primer igin
urettikleri allellerin buyuklikleri tespit edilmistir. Turler igin ayr1 ayri
olacak sekilde primerlere ait polimorfizm bilgi icerigi (PBI), genetik
cesitlilik indeksi (GCI), heterozigotluk oram (HtO) ve allel sayilar: (AS)
belirlenmistir.

Butun tarler birlikte degerlendirildiginde 20 SSR primerinden 14 primerin
polimorfik, 6 primerin ise monomorfik oldugu saptanmustir.

Polimorfizm bilgi igerigi ve genetik cesitlilik indeksi en yiksek olan
primerlerin sirasiyla, CULB301, CULB9, CULB118 primerleri oldugu
tespit edilmistir.

Bitin lokuslardan elde edilen toplam allel sayisi 223 olarak saptanmis
olup, bu allellerden 217 tanesinin polimorfik oldugu saptanmustir. PBI
degeri 0,14 (CULD324) ile 0,94 (CULB301) arasinda degisirken ortalama
PBI degeri 0,72 olarak bulunmustur. Polimorfik markorlerden elde edilen
alel sayisinin 2 (CULC422) ile 32 (CULA308) arasinda degistigi ve
ortalama allel sayisinin 15,5 oldugu saptanmustir.

En cok allel L. orientalis (115) turtinde gozlenmistir ve bu tird sirasiyla
L. culinaris (94), L. ervoides (50), L. odemensis (42), L. nigricans (26) ve
L. lamottei (11) tarleri izlemistir. En az allel ise 5 allel ile L. tomentosus
turinde tespit edilmistir. Markorlerin gosterdigi allelik varyasyonun
turlere gore degisiklik gosterdigi tespit edilmistir.

20 SSR markorinden 13'Unin tlrlere 6zgl bazi alleller Urettigi tespit
edilmistir.

Genetik cesitlilik indeksinin yabani mercimek tdrlerinde 0.06 ile 0.94
arasinda  degistigi ve ortalama G.C.. degerinin 0.57 oldugu
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13.

hesaplanmustir. Kultdr tirt olan L. culinaris de ise bu deger 0,05 ile 0,92
arasinda bulunmus ve ortalama G.C.1 degeri 0,62 olarak hesaplanmustr.
Her bir tUr icin genetik gesitlilik karsilastirildiginda, en yiksek genetik
cesitlilik L. orientalis tirinde gozlenirken en distk genetik cesitlilik L.
nigricans ve L. lamottei tirlerinde gbzlenmistir.

Genetik yakinlik degerlerine gore olusturulan NeighborNet grafiginde,
caismada kullanilan mercimek genotiplerinin 6 gruba ayrildig:
gozlenmistir. L. culinaris subsp. culinaris ve L. culinaris subsp. orientalis
turlerine ait genotiplerin ayn: grupta yer aldigi, diger tirlerin ise ayr1 ayri
gruplarda yer aldig1 saptanmistir. Elde edilen sonuclara gore L. culinaris
subsp. culinaris ve L. culinaris subsp. orientalis trleri tam bir ayrim
gbstermemistir. Elde edilen genetik yakinlik degerlerine gore, kultur
turine en yakin tirtin L. orientalis, en uzak tirin ise L. nigricans oldugu
tespit edilmistir. L. orientalis'den sonra kilttr tirine en yakin yabani
turlerin sirasiyla, L. ervoides, L. odemens's, L. tomentosus ve L. lamottei

oldugu gozlenmistir.

Mercimekte tirler arast ve tir ici genetik cesitliligi ve mercimek turleri

arasindaki taksonomik iliskiyi arastirmak amaciyla yapilan calismada, Karacadag

yerel mercimek cesidi kullamlarak gelistirilmis 121 SSR primerinin  yabani

mercimek turlerinde kullanilabilirlik oranlar1 belirlenmistir. Calismadan elde edilen

sonuclara gore, aktarilabilirligi yiksek olan SSR markoérleri ile mercimegin herhangi

bir tirinde genetik cesitlilik caligmalarr yapilabilecektir. Ayrica, mercimek igin

Andeden (2011) tarafindan gelistirilmis olan SSR markdorleri, Lens cinsi igerisindeki

turleri dogru bir sekilde simflandirmada olumlu sonuclar vermistir.
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EK 1: Arastirmada Kullanilan Mercimek TUr ve Genatipleri

Tur Adi Gen Bankasi Numarasi Toplandig1 Bélge

L. odemensis (21) 1G72758 Suriye
1G72926 Libya
1G136662 Antakya
1G72606 Antakya
1G116021 Antalya
1G116008 Aydin
1G116010 Aydin
1G72558 Balikesir
|G72562 [zmir
1G116007 Izmir
1G72631 Konya
1G72745 Konya
1G116029 Manisa
1G72623 Mardin
1G72744 Mardin
1G116034 Usak
1G72725 Van
1G72726 Van
1G72559 Van
1G72746 Konya
1G72837 Konya

L. culinaris subsp. orientalis  1G72610 Adiyaman

(45) 1G72625 Adiyaman
1G116042 Afyon
1G72632 Amasya
1G72747 Amasya
1G72712 Antalya
1G116015 Antalya
1G72612 Bitlis
1G72836 Burdur
1G72622 Corum
1G72601 Denizli
1G72605 Edirne
1G72529 Elazig
1G136655 Elazig
1G72743 Gaziantep
1G116039 Isparta
1G72629 Icel
1G72527 K.Maras
1G136672 Malatya
1G72620 Tokat
1G72621 Tokat
1G72619 Tunceli
1G72748 Amasya
1G72723 K.Maras
|G72724 K.Maras
1G72809 Adiyaman
1G116040 Isparta




Tuar Adi

Gen Bankast Numarasi

Toplandig: Bolge

L. culinaris subsp. orientalis  1G72626 Gaziantep

(45) 1G72624 Mardin
1G72604 Antalya
1G72618 Bitlis
1G72835 Gaziantep
1G72829 Amasya
1G72615 Mardin
1G136663 Gaziantep
1G136669 Mardin
1G136660 Antalya
1G72812 Gaziantep
1G72855 Gaziantep
1G116041 I sparta
1G136659 Denizli
1G136677 Mardin
1G116027 Denizli
1G72833 Tokat
1G116019 Burdur

L. nigricans (35) 1G72536 italya
1G72540 Fransa
1G72541 Fransa
1G72542 Ispanya
IG72546 italya
1G72549 Hirvatistan
G72554 Ispanya
IG72555 Ispanya
1G72557 Ukrayna
1G72714 Hirvatistan
1G72850 Ukrayna
1G136638 Ispanya
1G136640 italya
1G136641 Montenegro
1G136642 Hirvatistan
1G136646 Fransa
1G136650 Ukrayna
1G136681 Afyon
1G72838 Afyon
1G116020 Burdur
1G116024 Denizli
1G116025 Denizli
1G136682 Isparta
1G72834 Isparta
IG116031 Izmir
1G116032 Izmir
1G72560 Konya
1G72561 Konya
1G72637 Kitahya
1G116030 Manisa
1G116037 Manisa
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Tir Adi Gen Bankasi Numarasi Toplandigi Bélge

L. nigricans (35) 1IG72713 Van
1G72633 Afyon
1G72634 Afyon
|G72795 Izmir

L. ervoides (19) IG72578 Israil
1G140927 Azerbaycan
1G140929 Azerbaycan
1G72585 Antalya
1G72588 Icel
1G72807 K.Maras
1G116012 Mugla
1G136608 Antalya
1G136610 Icel
1G136632 Gaziantep
1G136635 Antalya
1G116014 Antalya
1G72842 K.Maras
1G72815 K.Maras
|G72564 [zmir
1G72814 K.Maras
1G72784 Antalya
|G72583 [zmir
|G72794 Izmir

L. lamottei (5) 1G72537 Fransa
1G72552 Ispanya
1G110809 Ispanya
1G110812 Ispanya
1G110813 Ispanya

L. tomentosus (5) 1G136665 Adiyaman
1G136666 Diyarbakir
1G136667 Diyarbakir
1G72613 Diyarbakir
1G72614 Diyarbakir

L. culinaris subsp. culinaris ~ Cagil2004 Turkiye

(40) Emre Turkiye
Firat87 Tlrkiye
Kafkas Tlrkiye
Kiglikkirmz Tlrkiye
Altintoprak Turkiye
Seyran96 Tlrkiye
Ozbek Turkiye
Ciftci Turkiye
Sakar Tlrkiye
Y erlikirmizi Tlrkiye
Silvan Tlrkiye
Kumgati Turkiye
Hacibey Tlrkiye
P1287516 Tlrkiye
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Tir Adi Gen Bankasi Numarasi Toplandigi Bélge

L. culinaris subsp. culinaris ~ P1289072 Macaristan

(40) PI297775 Y unanistan
P1297782 Y unanistan
P1297785 Y unanistan
PI1297790 Y unanistan
P1298022 Ankara
P1298025 Ankara
P298029 Ankara
P1298921 italya
P1308608 Suriye
P1308609 Suriye
PI1308610 Suriye
PI1308611 Suriye
P1319367 Meksika
PI1339266 Tirkiye
P1339269 Tirkiye
P1339274 Tlrkiye
P1339282 Manisa
P1339285 Antalya
P339286 Eskisehir
P1426166 Hindistan
P435959 Ldbnan
P1435960 Iran
P1438519 Tlrkiye
Karacadag Turkiye
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