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OZET

Bu ¢alismada, mercimek (Lens culinaris Medik.) bitkisinin genomuna ait baglant1 (linkaj) haritasina
SSR  (Simple Sequence Repeats) markorlerinin  katilimi  amaglanmistir.  Genom  haritasi
olusturulmasinda WAS8649041 ve Precoz ebeveynlerin c¢aprazlanmasiyla elde edilen 93 adet
rekombinant saf hat (Rekombinant Inbred Lines, RILs) populasyonu kullanilmigtir. Calismada 175 SSR
primeri kullanilmig, bu primerlerden 25 adedi polimorfik, 109 adedi monomorfik, 41 adedi
calismamustir. Polimorfik oldugu tespit edilen SSR markorlerinden, 13 adedi haritalanmis, haritalanan
markorler, genetik baglanti haritasinda belirli bir kromozom veya grupta toplanmayip farkli baglanti
gruplarina dagilmistir. Hali hazirda mevcut 123 markorden olusan genom haritasina (57 AFLP, 48
RAPD, 16 ISSR ve 2 morfolojik markor), bu ¢alismayla 13 SSR markér ilave edilerek genom
haritasindaki toplam markor sayist 136 olmustur. Genom haritast 11 baglant1 (linkaj) grubundan
olusmus, toplam harita uzunlugu 1311.2 ¢cM ve iki markor arasi ortalama uzunluk 9.64 c¢cM olarak
belirlenmigtir.

Anahtar Kelimeler: Mercimek, Molekiiler Markor, SSR (Basit Dizi Tekrarlari), RIL (Rekombinant
Saf Hat), Genom Haritas1

ABSTRACT

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

Keywords: Lentil, Molecular Marker, SSR (Simple Sequence Repeats), RIL (Recombinant inbreed
line), Linkage Map

GIRIS

Mercimek, Hindistan Yarimadasi, Kuzey Afrika, Bat1 Asya, Giiney Avrupa, Kuzey ve Giiney Amerika
ve Avustralya kitasi gibi genis bir yetistirilme alanina sahiptir. Icerigindeki yiiksek degerdeki proteinden
otiirli insan ve hayvan beslenmesinde 6nemli bir yer tutmaktadir. Ayn1 zamanda, topraga azot fikse
edebilme yeteneginden dolay:1 kuru tarimin yapildig: alanlarda ikinci iiriin olarak tahillarla rotasyona
dahil edilebilmekte, topragin yapisimi iyilestirmektedir. Baklagiller familyasina ait kendine déllenen
diploid (2n=14) tek yillik serin iklim baklagil bitkisidir (Kumar ve ark 2014). Yaklasik 4Gb’lik oldukca
biiyiik bir genoma sahip olan mercimegin, genomunun genetik yapisinin en iyi sekilde anlasilabilmesi
icin ¢ok sayida molekiiler markor ile etiketlenerek genetik baglanti haritasinin belirlenmesine ihtiyag
vardir (Tanyolag ve ark 2010).

Molekiiler baglanti haritalari, bitki molekiiler genetigi ve 1slah arastirtmalari i¢in 6nemli bir arag haline
gelmistir. Son zamanlarda molekiiler genetikte yasanan gelismeler bitki 1slahinda geleneksel 1slaha
oranla verim, adaptasyon, zararli ve hastalik direngli bitki gelistirilmesinde daha hizli ve hassas bir
yaklasim sunmaktadir. Detayli bir genetik baglant1 haritasi1 ve arastirilan 6nemli karakterleri kontrol
eden genlerin bitki genomundaki lokasyonlarinin aydinlatilmasi, 1slah ¢alismalarinda olduk¢a énem
tagimaktadir. Molekiiler markorler genetik baglanti haritalarinin olusturulmasinda énemli araglardir ve
bitki tiirleri hakkinda genetik bilginin artmasini saglamiglardir (Hendre ve ark., 2007; Saha ve ark., 2013;
Ates ve ark., 2018).

Mercimekte genetik baglanti haritalarinin olusturulmasinda morfolojik, izoenzim ve RFLP (Havey ve
Muehlbauer, 1989), RAPD (Eujayl ve ark., 1998), AFLP (Eujayl ve ark.,1998), ISSR (Rubeena ve
Taylor, 2003), SSR (Hamwieh ve ark., 2005), ITAP (intron-targeted amplified polymorphic) (Phan e ve
ark., 2007) gibi gen bazli farkli tip molekiiler belirtegler kullanilmigtir. Mercimekte ilk genetik
haritalama Havey ve Muehlbauer (1989) tarafindan L. cluniaris ve L. orientalisin ¢aprazlanmasinda
RFLP markorii kullanilarak olugturulmustur. Bu harita, az sayida markor kullanilarak gergeklestirilmis
ve genomun kii¢lik bir kismini kapsamaktadir. Bu ilk ¢aligmanin ardindan RFLP, RAPD, ISSR ve SSR
gibi farkli molekiiler markérlerin kullanildigi mercimek genom haritalari olusturulmustur (Tahir ve ark.,
1993; Eujayl ve ark.,1998; Duran ve ark.,2003; Rubeena ve Taylor, 2003; Hamwieh ve ark.,2005; Tullu
ve ark., 2008; Tanyolac ve ark., 2010, Saha ve ark., 2013; Kahraman ve ark., 2014; Ates ve ark., 2018).
Ancak, tahillar ve baglica baklagil bitkileri ile kargilastirildiginda, mercimekte molekiiler markérlerin
gelistirilmesi ve dagitimi konusunda c¢alismalarin smirli kalmasi, mercimek genom haritalama
calismalarini da sinirlandirmstir.

Baglant1 haritalarmin olusturulmasinda F2, Geri melez (Backcross), F1 populasyonlart ve RIL
(kendilenmis hatlar) hatlar1 gibi birgok segragasyon popiilasyonlari kullanilmaktadir. Haritalama
calismalarinda iyi bir baglanti haritasinin olusturulmasinda rekombinant saf hatlar ¢ok iyi bir kaynaktir.
RIL popiilasyonlar: homolog basina iki kat daha fazla rekombinasyona ait bilgi icerir boylece kantitatif
karakterlerin lokalizasyonunu kolaylastirmaktadir. Ayrica bu hatlarin bir diger avantaji ¢ok sayida birey
elde ederek tekrarlamali galismalara izin vermesidir.
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Mikrosatelliler veya SSR markorler, genellikle 6karyotik genomda 2-5 baz ¢ifti uzunlugunda ve genom
boyunca tekrarlanan dizilerdir. Es baskin kaliimlar1 ve yiiksek derecede polimorfizm goéstermeleri
sebebiyle bitkilerde genom haritalanmasinda ve filogenetik analiz ¢aligmalarinda yaygin bir sekilde
kullanilmaktadirlar (Roder ve ark., 1998; Winter ve ark., 1999; Cho ve ark., 2000; Toklu ve ark., 2009;
Idrissi ve ark.,. 2015; Tsanakas ve ark.,2018).

Bu ¢aligmanin amaci, tek tohuma dayali (single seed descent) metotla 6 generasyon kendileme yapilarak
elde edilen 101 adet rekombinant saf hatlardan (RIL, recombinant inbreed lines) olusan mercimek
populasyonunda SSR markérlerinin mercimek genetik 1 haritasinda kullanilmasi ve etkinliginin
belirlenmesi amag¢lanmustir.

MATERYAL VE METOT
Bitki Materyalleri

Calisma materyali, Washington State Universitesi, Pullman, ABD den temin edilmistir. Bu ¢alismada
kullanilan 101 adet rekombinant saf hat WA8649041 ile Precoz ¢esidinin melezlemesinden tek tohuma
dayali (single seed descent) metotla 6 generasyon kendileme yapilarak tiretilmistir.

DNA Ekstraksiyonu

Her hatt1 temsilen yaklagik 1-2 g civarinda taze yaprak ornekleri c¢iceklenme baglangicinda siirgiin
uclarindan alinarak sivi azot igerisine alinmig ve laboratuvara getirilerek DNA izolasyonu asamasina
kadar -86°C derin dorundurucularda muhafaza edilmistir. Her bir RIL hattina ait olan yaprak 6rnekleri
sivi azot yardimi ile ezilmisti. DNA izolasyonu Doyle ve Doyle (1990) yonteminde bazi
modifikasyonlar yapilarak gerceklestirilmistir. DNA saflik ve kalitesini tayini igin Ornekler
spektrofotometrede Olciilmiistiir.

PCR Protokolii

PCR reaksiyonlar1 15 ng DNA, 10 pmol ileri ve geri primerler, 1X PCR buffer (2mM MgCl; igerir) , her
bir dNTP’den 0.2 mM ve 1 U Tag DNA polimeraz (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA)
enziminden olusan 20ul’lik karisim hazirlanarak Bio-Rad Mycycler US cihazinda gergeklestirilmistir.
PCR protokolii, Hamwieh ve ark. (2005), Rajesh ve ark. (2008), Duran ve ark. (2004) programlarina
gore yapilmistir. PCR isleminden sonra % 3 lik metaphore agaroz jelde elektroforez ile 100 Voltta
serbest akimda yaklagik olarak 180 dakika siirede ayrismasi saglanmustir. Agaroz jel, EtBr kullanilarak
boyanmis ve ultraviyole 1s1k altinda gézlemlenmistir.

SSR Analizleri

Mercimekte bugiine kadar 124 adedi Rajesh ve ark., (2008), 46 adedi Hamwieh ve ark., (2005), 5 adedi
de Duran ve ark. (2004) tarafindan olmak tizere 175 adet SSR primeri gelistirilmistir. Bu primerlerden
35 adedi mercimek genetik haritalama ¢aligmalarinda kullanilmigtir (Duran ve ark., 2004; Hamwieh ve
ark., 2005). Bu ¢aligmada, 6ncelikle haritalanan 35 SSR primeri ve daha sonra da kalan 140 SSR primeri
kullanilarak ebeveynler arasindaki genetik farkliliklar belirlenmistir. Ebeveyn cesitlerde polimorfik
bulunan markéorler kullanilarak, RIL hatlar1 skorlanmig ve genetik harita olusturulmustur.

DNA Markorlerinin Skorlanmasi ve Baglanti Haritasimin Olusturulmasi
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Her bir RIL hatt1 i¢in SSR primerlerine ait polimorfik bantlar, var olup olmama durumuna gore
skorlanmuigstir. Mercimek genetik baglanti haritasinin olusturulmasinda MAPMAKER V.2 (Lander ve
ark., 1987) yazilim programi kullanilmustir. Herhangi iki markor arasindaki genetik baglantiy1 (linkage)
belirlemede LOD = 3 skoru alinarak, birbirleriyle baglantili olan markérlerin olusturduklart gruplar ya
da kromozomlar belirlenmistir. Haritalama i¢in markor uzakliklari Kosambi (1944) fonksiyonu
secilerek yapilmistir.

SONUCLAR
SSR Primerleri Polimorfizm Analizleri

Calismada kullanilan 175 adet SSR primerinden 25 adedi polimorfik (14.3%), 109 adedi (62.3%) ise
monomorfik olarak belirlenmistir. 41SSR primeri (23.4%) i¢in ise, herhangi bir amplifikasyon elde
edilememistir. Polimorfizm gosteren 25 SSR primerinden, 23 SSR primeri (13.14%) skorlanabilmistir.
Miimkiin oldugunca yiiksek sayida SSR primerinin polimorfik olmasi ve haritada bulunmasi arzu
edildiginden her bir primer igin ¢aligsmalar tekrarli olarak gerceklestirilmistir. Caligmada kullanilan SSR
primerlerine ait polimorfizm test sonuglar1 Cizelge 1’de verilmistir.

Cizelge 1. Calismada kullanilan SSR primerlerine ait polimorfizm test sonuglari

Primerler Test edilen Polimorfik Monomorfik Calismayan Skorlanan
SSR

Hamwieh ve | 46 16 19 11 16

ark. (2005)

Rajesh ve 124 8 86 30 6

ark. (2008)

Duran ve 5 1 4 0 1

ark. (2004)

Toplam 175 25 109 41 23

Polimorfizm testleri sonucunda, Hamwieh ve ark. (2005) tarafindan gelistirilen 46 SSR primerinden, 16
adedi polimorfik, 19 adedi monomorfik ve 11 adedinin ise ¢alismadig1 tespit edilmistir. Polimorfik SSR
primerleri ile RIL hatlari skorlanmustir. Test edilen SSR primerinden 11 adedinin mono ya da polimorfik
olduklar net olarak belirlenemediginden ¢alismayan primerler grubuna dahil edilmistir. Duran ve ark.
(2004), tarafindan gelistirilen ve mercimek genom haritalamasinda kullanilan 5 SSR primeri (MSI1,
MS3, MS6, MS11 ve MS5S), ebeveynler ¢esitlerin polimorfizm testlerinde kullanilmis ve bu
primerlerden sadece MS3 primeri polimorfik olarak degerlendirilmis, digerlerinin ise monomorfik
oldugu belirlenmistir. Rajesh ve ark. (2008) tarafindan gelistirilen 124 SSR primerinden 8 tane SSR
primerinin polimorfik oldugu belirlenmis ve bunlardan 6 tanesi skorlanabilmis, 86 SSR primeri
mononorfik bulunmus ve 30 tane SSR primeri ¢alismamastir.

Polimorfizm analizleri sonucunda, 23 SSR primeri (SSR19, SSR33, SSR66, SSR90, SSR107, SSR113,
SSR138, SSR183-1, SSR183-2, SSR204, SSR207-1, SSR207-2, SSR212-1, SSR317-2, SSR323,
SSR336, MS1, GLLC537, GLLC557, GLLC559, GLLC562, GLLC565 ve GLLC567) RIL hatlarinda
skorlanmis ve genetik haritalama analizlerinde kullanilmustir. 2 SSR  primeri net olarak
skorlanamadigindan degerlendirmeye alinmamustir.

Genetik Baglant1 (Linkage) Harita Analizleri
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Baglant1 analizleri sonucunda 23 SSR markoriinden 13 SSR markorii degisik baglanti gruplarinda yer
alirken (Sekil 1), 10 SSR markori higbir baglanti grubunda yer almamistir. Mercimek genetik baglanti
haritas1 11 baglant1 grubundan olusmaktadir. LG1, LG3, LG4 ve LG7 gruplar1 disinda diger baglanti
gruplarinda en az 1 SSR markorii bulunmaktadir. Baglanti gosteren SSR primerlerinden SSR33 ve SSR
66 LG2 grubunda, SSR317-2, SSR336 ve SSR567 LG4 grubunda, LG4 grubunda, SSR565 LG5
grubunda, SSR212-1 LG6 grubunda, SSR 138 LG8, SSR19 LG 10 grubunda ve SSR207-2, SSR323,
SSR567 ve MS3 LG 11 grubunda yer almistir. SSR markorlerinin genomda farkli gruplarda dagilis
gostermesi istenilen bir sonuc¢ olup, mercimekte gelistirilen diger genetik haritalarla karsilastirma
imkan1 saglamasi bakimindan 6nemlidir. Genetik haritanin toplam uzunlugu 1311.2 ¢M olup, iki markdr
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arast ortalama uzaklik 9.64 cM ve ortalama kromozom uzunlugu 1311.2 c¢cM olarak belirlenmistir.
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Sekil 1. AFLP, RAPD, ISSR, SSR ve morfolojik markoérlerinden olusan mercimek genetik baglanti
haritas1

TARTISMA

Mercimekte genetik haritalarin olusturulmasi, mercimek genomunun daha iyi anlasilmasint mimkiin
kilmaktadir (Eujayl ve ark., 1998; Kahraman ve ark., 2004; Tanyolac ve ark., 2010, Saha ve ark., 2013;
Ates ve ark., 2018). Lens sp.’de SSR markérleri kullanilarak gergeklestirilen ilk genetik haritala
¢aligmasi Duran ve ark., (2004) tarafindan yapilmis ve bu ¢alismayr Hamwieh ve ark., (2005) tarafindan
39 SSR primeri kullanarak gerceklestirilen haritalama ¢alismasi takip etmistir. Duran ve ark., (2004)
ile Hamwieh ve ark., (2005) c¢alismalarinda kullandiklari primerlerin polimorfizm orani, ayni
primerlerin kullanildigi bu ¢alismaya gore yiiksek bulunmustur. Farkli primerlerin kullanildigi Gupta
ve ark., (2012) tarafindan yapilan calismada, mercimeginde i¢inde oldugu baklagil tiirlerine ait SSR
primerlerini igceren 766 SSR primeri ile haritalama ¢aligsmas1 yapilmis ve polimorfik primer yiizdesinin
% 4.43, haritalanan markorlerin yiizdesinin ise %82.35 oldugunu bildirmistir. Verma ve ark., (2015) ise,
146 adedi yayinlanmis toplamda 647 SSR primeri kullanilarak yaptigi haritalama g¢aligmasinda,
primerlerin % 33.8 oraninda ebevenylerde polimorfizm gosterdigi, % 33.3’{iniin ise haritalandig
bildirmistir. Yapilan bu ¢alisma ile karsilagtirildiginda, tespit edilen polimorfizm yiizdesi Gupta ve ark.,
(2012)’a gore yiiksek bulunurken, Verma ve ark., (2015)’a gore diisiik bulunmustur. ve Haritalanan
markdrlerin yiizdesi ise, Gupta ve ark., (2012)’a gore diisiik bulunurken, Verma ve ark., (2015)’a gore
yiiksek bulunmustur. Caligmada kullanilan primerler kendi aralarinda degerlendirildiginde ise, Rajesh
ve ark., (2008) tarafindan gelistirilen SSR primerlerinin polimorfizm oraninin (% 6.45), Duran ve ark.
(2004) ile Hamwieh ve ark., (2005) tarafindan gelistirilen SSR primerlerinin polimorfizm oranini gére
diisiik oldugu bulunmustur (sirasiyla, % 20 ve % 34.8). Andeden ve ark., (2015), yeni gelistirdikleri
mercimek SSR primerleri ile Hamwieh ve ark., (2005) tarafindan gelistirilen SSR primerlerini baglanti
haritasinin olusturmasinda kullanmiglar ve ebeveynlerde goriilen toplam polimorfizm oranimi %18
olarak bildirmislerdir. Yeni gelistirilen primerlerin %79’unu haritalamislardir. Elde edilen sonuglar, bu
calismaya gore yiiksek bulunmustur. Mercimek genomunda, molekiiler markorlerin polimorfizm
seviyesinin yiiksek oldugu gézlemlenmesine ragmen (Kahraman ve ark., 2004; Hamwieh ve ark., 2005;
Saha ve ark.,. 2013; Ates ve ark.,. 2018), bu ¢alismada SSR primerlerinden beklenen polimorfizm orani
saglanamamigtir. Bu durumun kullanilan populasyonun genetik yapisindan kaynaklandigi
diistintilmektedir.

WAB8649041 x Precoz melezinden elde edilen RIL populasyonunda halihazirda genetik baglanti haritasi
calismalan yiiriitilmekte olup, bu haritada giincel olarak 123 markdr (57 AFLP, 48 RAPD, 18 ISSR ve
2 morfolojik) bulunmaktadir. Bu ¢alisma ile 13 SSR markérii mercimek genomunda haritalanmistir.
Elde edilen genetik haritanin toplam uzunlugu 1311.2 c¢cM olup, iki markdr arasi ortalama uzaklik 9.64
cM ve ortalama kromozom uzunlugu 1311.2 ¢M olarak belirlenmistir. Calisilan SSR markérlerinin
mercimek genomunda toplu olmaktan ziyade genomda dagilim gosterdikleri goriilmiistiir. SSR
markorlerinin genomda farkli gruplarda dagilis gdstermesi, mercimekte gelistirilen diger genetik
haritalarla kargilagtirma imkani saglamasi agisindan 6nemlidir. Bu durum, mercimekte yeni SSR
markdrlerinin gelistirilmesi ile orantilidir.
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