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OZET

Genetik varyasyonun tespit edilmesinde, morfolojik, biyokimyasal ve molekiiler
markirlar yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu ¢cahismada, SDS-PAGE ve RAPD
markirlar1 kullanilarak Lens culinaris Medik. tiiriine ait mercimek hatlar1 ve
cesitlerindeki genetik cesitlilik tespit edilmistir. RAPD sonucuna giore Akm
2202-10 ile Meyveci, Akm 492 ile Akm 583, Akm 600 ile Akm 602 gibi baz
ornekler arasinda genetik olarak bir farkhihik bulunmamistir. RAPD sonucuna
gore mercimek cesitleri 3 ana gruba ayrilmistir ve her bir ana grup icindeki
cesitler de kendi aralarinda farkhhiklar goéstermektedir. Birinci grubu
Malazgirt, Firat, Erzurum, Sultan, Pul ¢esitleri, ikinci grubu Kafkas, Emre,
Meyveci, Kay1, Ozbek, Yerli Kirmiz1, Ciftci ve Ali Day1 cesitleri ve iiciincii
grubu ise sadece Seyran cesidi olusturmaktadir. SDS-PAGE yontemine gore
mercimek cesitleri iic grup altinda toplanmis olup, birinci grubu Ali Dayi,
Seyran, Sultan gibi cesitler, ikinci grubu Yerli Kirmizi, Erzurum, Ozbek

cesitleri ve iiciincii grubu ise Meyveci ve Kayi cesitleri olusturmaktadir.
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ABSTRACT
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmis bazi simgeler ve kisaltmalar, acgiklamalar1 ile birlikte

asagida sunulmustur.

Simgeler Aciklama

n Mikron

kDa Kilodalton

U Unite

Kisaltmalar Aciklama

RAPD Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA
RFLP Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi
AFLP Cogaltilmig Par¢a Uzunluk Polimorfizmi
SSR Basit Dizi Tekrarlari

PCR Polimeraz Zincir Reaksiyonu

CTAB Setil Three Metil Amonyum Bromid

SDS-PAGE Sodyum Dedosiil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi
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1. GIRIS

Mercimek ¢ift c¢enekliler smifi (Dycotyledonae), Fabales takimi, baklagiller
(Fabaceae) familyasi ve Lens Miller cinsi igerisinde yer almaktadir. Mercimek (Lens
culinaris Medik.) diploid, kendine d6llenen ve 2n = 14 kromozoma sahip bir baklagil

bitkisidir.

Mercimegin Neolitik Donemde, Milattan 6nce 7000 yillarinda Dogu Akdeniz’de
kiiltire alindig1 diistintilmektedir. Mercimek yine Neolitik Dénemde hizli bir sekilde
Nil Vadisi’'ne, Avrupa’ya ve Asya’nin merkezine yayilmigtir. Mercimegin
kiiltirtintin Pakistan’a ve kuzeybati Hindistan’a yayilmasi Milattan 6nce 2250 ve
1750 yillar1 arasinda olmustur. Milattan sonra 1500 yillarindan sonra Ispanyollar
mercimegi Sili Uzerinden Giliney Amerika’ya tanitmiglardir. Mercimek son
zamanlarda ise Meksika, Kanada, Amerika ve Avustralya’ya tanitilmigtir.
Gilinlimiizde hemen hemen neredeyse diinyadaki mercimek ekim alaninin (%48.2)

yarisi Gliney Asya tilkelerindedir (1-2).

Ulkemizdeki hizli niifus artis1, gelir dagilimindaki dengesizlik ve ozelliklede kirsal
kesimlerdeki hayvanciligin giderek yok olmasi en Onemli protein kaynagi olan
hayvansal iirtinlerin fiyatlarinin artmasina neden olmus ve bu sebeple de halkin
bityiik cogunlugu beslenmede baklagillere yonelmistir. Ulkemizde hayvansal protein
tiiketimindeki yetersizlikler dikkate alindiginda mercimek, tane kisminda %22-35 ve
diger kisimlarinda ise %4-5 protein icermesi nedeniyle insan ve hayvan
beslenmesinde biiyiik bir Onem kazanmistir. Ayrica mercimek tohumunun
saklanmasi hayvansal proteinlere gore daha kolaydir. Mercimek yiiksek oranda B
grubu vitaminleri, demir, fosfor, kalsiyum ve magnezyum gibi madensel maddeleri

icermesi nedeniyle de beslenme agisindan 6nemli bir yer tutmaktadir (3).

Mercimek, diger baklagil bitkileri gibi toprakta bulunan Rhizobium ssp. bakterileri
yardimiyla havanin serbest azotunu kokleri yardimiyla topraga fikse ederek, topragin

azot¢a zenginlesmesini saglamaktadir. Tiirkiye topraklarinin biiyiik bir boliimiiniin
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azotca fakir oldugu goz oniine alindiginda, mercimek yetistiriciliginin 6nemi daha da

artmaktadir.

Tiirkiye’deki tarim alanlarinin 6nemli bir boliimii kurak yada yari-kurak tarim
alanidir. Ulkemizin bu yorelerinde kuru tarim yapilmakta olup, tarlada ertesi yila da
bir miktar su saglayabilmek i¢in 1 yil nadasa birakilmaktadir. Bu acidan ele
alindiginda; kuru tarim uygulamasinin yapildigi tarim alanlarimizda nadasi
kaldirabilmenin tek yolu tarlayr erken terk edebilen kislik ve mercimek gibi bir yillik

baklagil ¢esitlerinin ekim ndbetine dahil edilmesidir.

Tarla Bitkileri tiretimi yapilan 18 milyon hektar ekim alanin 1.56 milyon hektarinda
Yemeklik tane baklagillerin ekimi yapilmaktadir. Yemeklik Tane Baklagiller ekim

alaninin %27’sini kirmizi mercimek, %6°sin1 da yesil mercimek olusturmaktadir (4).

Mercimek dis ticaretinde 1994 yilina kadar dis satim yapan tilkemiz, bu yildan
itibaren tiretimdeki istikrarsizlik ve diger nedenlerden dolayr hem dis alim hem de
dis satim yapan iilke konumuna gelmistir. Ozellikle yesil mercimekte 1980'li yillara
gore 1999 yilina gelindiginde ekim alanlarindaki %65°lik azalma ile birlikte dis

satimda tilkemiz pazar pay1 Kanada’ya kaptirilmistir (5).

Ulkemizde kirmiz1 ve yesil olmak iizere iki tip mercimek yetistirilmektedir. Giiney
Dogu Anadolu Bolgesi tilkemiz kirmizi mercimek ekim alaninin yaklasik %80°ni,
tretimin ise %77°lik kismin1 karsilamakta ve kishik olarak ekilmektedir. Yesil
mercimek ise cogunlukla Orta Anadolu ve I¢ Anadolu ve Karadeniz bélgesi

arasindaki yerlerde yazlik olarak ekilmektedir (6).

Tirkiye’nin 1994 yili verilerine gére mercimek {iretimi toplam 610 000 ton iken
1998 verilerine gore ise 540 000 tona gerilemistir. Buna ragmen mercimek iiretimi
nohuttan sonra ikinci sirayr almaktadir. Ik siradaki nohut 625 000 ton {iretime
sahiptir (4). Buradan da anlasilacagi gibi mercimek iilkemiz i¢in énemli bir besin

kaynagi olmasina ragmen mercimek tiretimimiz 6nemli miktarda gerilemistir.
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Mercimek ekim alanlari ve mercimek iiretimi incelendiginde Giineydogu Anadolu
Projesinin (GAP) kapsadigi illerdeki (Sanlurfa, Mardin, Gaziantep, Adiyaman,
Diyarbakir ve Siirt) mercimek alani ve mercimek tretimi sirasiyla, Tirkiye
mercimek ekim alaninin %69.4°linii ve lretiminin ise %68.6sin1 igerdigi tespit
edilmistir. GAP bolgesi incelendiginde bolgede tahillardan sonra en fazla ekim alani
ve Uretime sahip {irlin grubu baklagillerdir ve baklagil {iriinleri icinde de mercimek
ve nohut en fazla yetistirilmekte olup, bu iki uriin disindaki baklagillerin
yetistiriciligi ekonomik agidan bir 6nem arz etmemektedir. Sonu¢ olarak GAP
bolgesinin baglica ge¢im kaynagini tahillarla birlikte baklagiller olusturmaktadir.
GAP illeri Tiirkiye mercimek {iretiminin yaridan fazlasini saglamasina karsin,
mercimek verimi Tiirkiye ortalamasinin altinda olmakta ve g¢esitli sebeplerden
dolayr verimde dalgalanmalar gozlenmektedir. Uretimdeki bu dalgalanmalarin
baslica nedenleri; bolgedeki yagis yetersizlikleri, mercimek ¢esitlerinin standart
olmayis1 ve zararlilara 6zellikle de mercimek tohum bocegi olan Bruchus lentis

Frohl’e ve hastaliklara dayanikli standart ¢esitlerin olmayisidir (6).

1994 verileri dis ticaret agisindan incelendigi zaman mercimek ihracat1 291 331 ton
olup, 959 666 000 Dolarlik doviz girdisi saglamistir. 1995 yilinda ise 138 709 ton
olarak ger¢eklesen ihracatimiz bir dnceki yila gore %52.3°1iik bir azalma gostererek
70 674 000 Dolarlik doviz girdisi saglamistir (5). Tiirkiye’nin mercimek
ihracatindaki diisiisiin sebeplerinden biri verimde Onemli disiislere neden olan
mercimek tohum bdcegine (Bruchus lentis Frohl.) dayanikli mercimek ¢esitlerinin
olmayist ve digeri de ihra¢ edilecek malin yurt disi pazarlara uygunluk yoéniinden

stireklilik gostermemesidir.

Son yillarda, mercimek tiretimimiz ve ihracatimizda goriilen diististi durdurmak ve
tekrar diinya pazarlarinda lider konuma gecebilmek i¢in standart, hastaliklara ve

zararlilara dayanikli ¢esitler 1slah edilmelidir.

Bitki 1slah1 programinda gen kaynaklarinin etkin bir sekilde kullanilabilmesi i¢in ilk

sart gen kaynaklarindaki ve kiiltiir hatlarindaki genetik ¢esitliligin tespit edilmesidir.
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Bu cesitliligin tesbit edilmesinde morfolojik, biyokimyasal ve DNA markirlari

yaygin olarak kullanilmaktadir.

Bu tez calismasinin amaci da Tiirkiye’de tiretimi yapilan 14 farkli ¢esit ve 1slah
calismalar1 sonucunda elde edilen 36 farkli hat arasindaki genetik farklilig1

RAPD-PCR ve SDS-PAGE yontemleriyle belirlemektir.
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2. LITERATUR OZETi

2.1. Morfolojik Markarlar

Morfolojik markirlar en eski ve en yaygin kullanilan genetik markirlardir. En 6nemli
avantajlar1 ucuz olmalari, hizli ve basit bir sekilde tanimlanabilmeleridir. Hatta
herbaryum materyali ve 6lii dokularda bile tanimlanabilirler (7). Fenotipe bakilarak
en kolay tanimlanabilen markirlar genellikle olgun bitki doneminde alinabilmektedir.
Bu nedenle bu markirlar1 tespit edebilmek i¢in ¢ok fazla populasyonlar
yetistirilmelidir. Bir ¢cok durumda albinizm, ciicelik gibi mutant negatif karekterleri
kodlayan genlerin kullanilmasi gerekebilir ve bu da iyi uyum saglamis 1slah
materyali i¢in bir dezavantajdir (8). Sonug olarak morfolojik markirlarin sayilarinin
az olmasi, cevre faktorlerinden etkilenmesi, epistatik ve pleotropik etkilere maruz
kalmasi, genellikle ressessif olmalar1 ve bir ¢ogunun mutasyonlar sonucu olusmasi
gibi olumsuz 6zellikleri nedeniyle bu markirlarin kullanimlart sinirli olabilmektedir

(7, 9-14).

Morfolojik markirlar mercimekte de tiirlerin ayrilmasinda ve haritalamada
kullanilmistir.  Eujayl vd., mercimeklerde epikotil rengi, tohum kabugundaki

beneklilik gibi morfolojik markirlarin haritalamada kullanildigini belirtmislerdir

(15).

Ahmad vd., korolla rengi, govdedeki antosiyanin, stipul sekli, c¢icek rengi gibi
morfolojik markirlar1 kullanarak Lens cinsindeki tiirleri simiflandirmislardir. Lens
cinsine ait 22 ornekte morfolojik karakterlerle genetik iligkiler arastirilmis ve Lens
culinaris ssp. orientalis, Lens nigricans ve Lens odemensis’in ayn1 grupta toplandigi
fakat Lens ervoides ve Lens culinaris ssp. culinaris’in ayri ayr1 gruplarda toplandigi

belirtilmistir (16).



17

2.2. Biyokimyasal Markirlar (Enzimler ve Protein Markirlar)

Biyokimyasal markirlarin ilk grubunu enzimler olusturmakta olup, enzimlerde
izoenzimler ve alloenzimler olarak iki grupta toplanabilmektedirler. Izoenzim farkli
bir lokus tarafindan kodlanan bir enzimin farkli molekiiler formlar1 olarak
tanimlanabilir. Alloenzimler ise ayni lokustaki farkli alleller tarafindan kodlanan bir
enzimin farkli molekiiler formlaridir (17). Izoenzimler bitkilerde 1960’larda
kullanilmaya baslanmustir. izoenzim verileri poliploidiyi arastirmada c¢ok degerli
olup, poliploidlerin orijinini ve evrimini aragtirmada uyarici bir rol oynamistir (17).
On bes yil onceki ¢alismalar bitki enzimlerinin ¢oklu formlarda oldugunu ortaya
koymustur. Izoenzimler genellikle kodominant allele sahip tek genle yonetilir ve
lokus/allel modelleriyle aciklanabilirler. Izoenzim analizlerinde bitkilerin cesitli
organ ve dokular1 kullanilabilmekte olup, analiz yontemleri asirt derece karisik
degildir. Izoenzimlere ilaveten tohum depo proteinleri de bir ¢ok tiirde
tanimlamalarda kullanilmistir. Tohum depo proteinlerinin kullanilmasmin &nemi;
tohumun saklanmasinin kolay olmasi, tohumun toplam proteininden elektroforez
yapilmasi ve elde edilisi izoenzimlerden kolay olmasindan kaynaklanmaktadir.
Enzimler ile DNA markirlar1 arasindaki farklardan birisi DNA markirlarinin sayica
cok fazla olmasidir. Teorik olarak DNA markirlar1 genomun tiimiinti kaplamaktadir.
Bir baska deyisle, genom tiizerinde kodlama yapan, kodlama yapmayan, tek-kopya
veya DNA dizi tekrarlarinin da bulundugu bélgelerin hepsinde DNA polimorfizmi
meydana gelebilir. Oysa enzimi kodlayan lokuslar genom boyunca rastgele dagilim
gostermezler. Diger bir ifadeyle, alloenzimler genel olarak genlerin kodlama yapan
dizilerindeki farkliliklarla ve fonksiyonel enzim gruplariyla sinirlidir. Bu nedenle de
tiim genomu kaplamazlar (18). Bazi izoenzimler n6tr olmadiklarindan elektroforezde
sadece amino asit dizisinde bulunan gergek farkliligin sadece bir kismini tespit
ederler. Genetik ¢esitlilik calismalarinda ayni1 enzimatik aktiviteye ve elektroforetik
yurlime oranina sahip izoenzimlerin homolog olduklar1 varsayilmasina ragmen
amino asit analizi yapilmadan bu varsayim gegerli olamaz (17). Kisaca,
biyokimyasal markirlarda gen tirtinii olduklar1 i¢in DNA markirlarina gore sayica

azdirlar, dokulara ve gelisme donemlerine gore degiskenlik gosterirler ve ¢evre
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faktorlerinden etkilenmelerinden dolay1 kullanimlart sinirlidirlar (19). Enzimlerin bu
cok iyi bilinen sinirliliklarina ragmen onlarin kullanimlar1 hem genetik diizeyde hem
de organizma diizeyinde olmakla birlikte, sistematik ve evrim ile ilgili sorular
tizerinde yogunlagmistir. Azalan ilgiye ragmen, enzim elektroforezi bitki

sistematigine onemli bir etki yapmistir ve bu alandaki 6nemini korumaktadir (17).

Biyokimyasal markirlar bitki tiirlerinin tanimlanmasinda uzun yillardan bu yana
sikca kullanila gelmistir. Ornegin, Rick vd. (1974), domateslerde izoenzim
calismalarina 1973 yilinda baglamislar ve Lycopersicon esculantum ile Andean
cesitleri arasindaki  genetik  benzerligi arastirmada izoenzim metodunu
kullanmiglardir. Bu c¢esitler arasinda ve L. cerasiforme ve L. pimpinellifolium

arasinda da Ge" allelinin yaygin oldugu belirtilmistir (20).

2.3. DNA Markirlan

Bitki tiirlerinin tanimlanmasinda ve genetik varyasyonun arastirilmasinda molekiiler
markirlar yaygin olarak kullanilmaktadir. Son 20 yil molekiiler tekniklerin yili
olmustur. Molekiiler teknikler ¢evre faktorlerinden etkilenmezler, polimorfizm
miktar1 ¢ok yiiksektir, pleotropik ve epistatik etki gostermezler ve stabildirler (7, 19,
21-22). Morfolojik ve biyokimyasal markirlarin uygulamadaki yetersizlikleri
molekiiler markirlarin uygulanmasiyla ortadan kaldirilabilir. Molekiiler teknikler,
hibridizasyona dayali, Polimeraz Zincir Reaksiyonuna (PCR) dayali, bu iki
yontemin karigimi esasina dayali ve dizi analizi, 16s rRNA gibi diger teknikler olmak

lizere 4 grupta toplanabilir.

Molekiiler tekniklerden ilki 1980 yilinda ortaya konan ve hibridizasyona dayali olan
Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi (RFLP) (23) teknigidir. RFLP’ler
tirlerin tanimlanmasi, genetik haritalama, markir yardimiyla seleksiyon gibi
molekiiler biyoloji konularinda yaygin olarak kullanilmistir (12). RFLP tekniginin;
DNA-amplifikasyonuna dayali molekiiler tekniklere gore pahali olmasi,
radyoaktiviteye ihtiya¢ duymasi, zaman alici ve fazla miktarda DNA gerektirmesi ve

uygulamasinin zor olmasi gibi dezavantajlar1 vardir (7, 9).
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PCR, Kary Mullis (K. B. Mullis, U.S. patent 4 683 195, Temmuz, 1987) tarafindan
icat edilmis olup, molekiiler biyolojinin hizli bir sekilde gelismesinde kataliz6r
olmustur (24-25). PCR metodu adli tiptan ekolojiye ve DNA diagnostik
calismalarindan temel arastirmalara kadar her alanda uygulanma firsatt bulmustur.
PCR tekniginin hizli bir sekilde kabul gérmesinin sebebi onun basitligi, kolaylig1 ve
hizindan dolayidir (24). PCR’1n ¢alisma prensibi ise ¢ok az miktardaki (genellikle ng
duzeyindeki) kalip DNA’da istenen bolgelerin in vitro kosullarda enzimatik yollarla
milyonlarca kez cogaltilip, jelde yiritiildiikten sonra boyanarak goriintiilenmesi
seklindedir. PCR tekniginin uygulanmasi ‘thermocycler’ adi verilen bir cihaz i¢inde
in vitro kosullarda gergeklestirilmekte olup, gerekli reaksiyon karisimi kalip DNA’y1,
niikleotid karisimini (dANTPs), iki tane oligoniikleotid primeri, DNA polimeraz
enzimini, tampon ¢ozeltisini ve MgCl, icerir. Kalip DNA incelenecek
organizmalardan ¢esitli yontemlerle izole edilir. Primerler kalip DNA da ¢ogaltilmak
istenen bolgeye 6zgiindiirler ve PCR primerleri genellikle 20-33 adet baza sahiptirler.
PCR tekniginde giinlimiizde en yaygin olarak kullanilan polimeraz enzimi Taq
polimerazlardir. Bu enzim optimum 72°C sicaklikta ¢alismakta olup, 94°C gibi
yiiksek sicakliga da dayaniklidir.

PCR' 1n galisma prensibi ard arda tekrarlanan ti¢ basamaktan olusur;
1. Cogaltilacak DNA’nin yiiksek sicakliklarda denatiirasyonu ve bu islem
sonucunda tek sarmall1 polintikleotid zincirinin olusturulmasi
2. Kullanilan primerlerin olusturulan bu tek zincirli DNA molekiiliinde
hedef bolgelere baglanmasi
3. DNA polimeraz enzimi kullanilarak primerlerin DNA zincirini

tamamlayacak sekilde uzatilarak tekrar ¢ift zincirli DNA olusturulmasi

PCR tekniginde yapilan bu ti¢ basamak bir dongiiyii olusturur ve dongii sayisi 25-35
kez tekrarlanir.

RAPD-PCR metodu PCR’a dayali 6nemli metodlardan birisi olup, tesadiifi bir
dizilime sahip 10 bazlik primerleri kullanarak in vitro kosullarda enzimatik yollarla

DNA’nin ¢ogaltilmasi esasina dayanir ve RAPD-PCR olarakta bilinir. RAPD teknigi
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bir PCR tuirti olmakla birlikte klasik PCR’dan farkli olarak tek bir primer
kullanmakta ve bu primer PCR primerlerine gore daha az sayida niikleotid

icermektedir.

Daha sonra da bu iki metodun prensiplerinden yaralanilarak AFLP (26), SSR gibi bir
¢ok molekiiler metotlar ortaya konmustur. AFLP ve SSR tekniklerinin
tiretilebilirlikleri ve polimorfizm diizeyi RAPD-PCR metoduna gore daha yiiksektir.
RAPD-PCR metodunun, genetik varyasyonun arastirilmasinda, bitkilerin genetik
haritalarin ¢ikarilmasinda ve markir yardimiyla seleksiyonda yogun olarak
kullanilmasinin nedeni, metodun diger molekiiler metotlara gore daha ucuz, daha az

DNA gerektirmesi ve otomasyonunun olmasidir.

2.3.1. RAPD-PCR teknigi

RAPD-PCR metodu Williams vd. (27) ve Welsh ve McClelland (28), tarafindan es-
zamanli olarak tanimlanmis olup DNA’nin ¢ogaltilmasina dayali bir tekniktir ve son

10 yilda tiirlerin ve varyetelerin molekiiler diizeyde tanimlanmasinda énemli bir rol

oynamistir (9, 13, 18, 29-30).

DNA izolasyonu

RAPD-PCR yonteminde bandlarin tiretilebilirligi ve belirginligi DNA’nin safligina
ve kirilip kirllmamasina gore degisir. Bitki tiirlerinden yiliksek molekiiler agirlikl
DNA izole etmede bir takim sorunlarla karsilasilabilir. Bunlar (1) kismen veya
tamamen DNA pargalanmasi, (2) bir hayli yapisici olan polisakkaritlerin de DNA ile
birlikte izole edilmesi, (3) Taq polimeraz ve restriksiyon enzimlerini inhibe eden ve
DNA ya zarar veren polifenollerin ve sekonder metebolitlerin DNA ile birlikte izole
edilmesi olarak siralanabilir. Bitki tiirlerinin 6nemli bir kisminda polifenollerden ve
quinonik bilesiklerden dolay1 DNA’nin renginin kahverengine doniismesi sikc¢a
goriilmektedir. Ciinkii bu bilesikler gii¢lii birer oksidasyon ajanlaridir ve DNA’ya
zarar verirler. Polifenollerin zararli ve oksitleyici etkisi genellikle izolasyon

tamponuna (1) %1-2 diizeyinde bovin serum albumin (BSA), polivinilpyrolidon gibi
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polifenol tutucularin, (2) izolasyon tamponuna dietildithiokarbomik asit (DIECA)
gibi fenoloksidaz inhibitérlerinin ve (3) sodyum bisiilfit, sistein, askorbik asit, 2-

merkaptoethanol gibi antioksidantlarin eklenmesiyle ortadan kaldirilabilir (31).

DNA ¢ok kolay bir sekilde kirilabilir olup, DNA’nin par¢alanmasinin sebeplerinden
birisi DNaz’lardir. Bir ¢ok enzim sicaklikla aktif hale gegtiklerinden dolayi,
dokulardan DNA izolasyonunu sirasinda DNA’nin parg¢alanmasini 6nlemek igin,
dokularin parcalanmasi diisiik sicakliklarda (genellikle 4°C) yapilabilir. Ayrica
dokularin ezilmesi sirasinda uygulanan asir1 fiziksel gii¢ ve ezilmis dokunun asiri

derecede sallanmasi da DNA’ nin par¢alanmasina sebep olabilir (32).

Doyle ve Doyle, polisakkaritlerin izolasyon ortamindan uzaklastirilmasi i¢in ise Setil
Trimetil Amonyum Bromid (CTAB) konsantrasyonunun artirilmasinin yeterli
olabilecegini  belirtmektedir. Polisakkaritlerce zengin bitkilerde izolasyon
tamponundaki CTAB miktar1 arttirilarak polisakkaritler DNA’dan uzaklastirilabilir
(33).

Murray ve Thompson, istenmeyen maddelerle kontaminasyonu 6nlemek i¢in, DNA-
CTAB kompleksinin sadece yiiksek tuz ortaminda c¢oziinmesi ilkesinden
yararlanarak, izopropanoli kullanma yerine tuz konsantrasyonunu %0.7°nin altina
dugiirerek DNA-CTAB kompleksini olusturmus ve bu asamada polifenoller,
proteinler ve polisakkaritler siipernatant kisimda ¢oziinmeden kalmistir. Santrifiijden
sonra DNA pelleti 1 M dan biiyiik NaCl konsantrasyonlari igeren tamponlarda tekrar
¢coziindiiriilmiis ve DNA etanolle yikanarak polisakkaritler ve polifenoller ortamdan

uzaklastirilmigtir (34).

Fang vd., polisakkaritleri DNA’dan uzaklastirmak i¢in DNA izolasyonundaki en son
yikama basamaginda DNA pelletini 2M NaCl i¢eren TE i¢inde ¢dziindiiriip 2 hacim
etanol ile tekrar presipite etmislerdir. Yiiksek tuzdaki etanol presipitasyonu sirasinda

bir ¢ok polisakkarit ¢6ziinmeden kalmis ve DNA’dan uzaklastirilmigtir (35).
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RAPD-PCR yonteminde DNA’nin az miktardaki parcalanmasi PCR iiriin profilinin
degismesine sebep olmakta, DNA’daki yiiksek miktarda parcalanma ise
amplifikasyonun yapilamamasina yani PCR riinlinlin olusmamasina neden

olmaktadir (31).

Reaksiyon sartlarinin ve bilesenlerinin etkisi

PCR reaksiyonu bir ¢ok bilesen icermesinden ve PCR programinin farkli
basamaklar1 olmasindan dolayr RAPD tekniginin optimizasyonu zaman alicidir.
RAPD profilini etkileyen bilesenlerin optimizasyonu hakkinda bir ¢ok arastirma
yapilmistir. Polimeraz enziminin ve PCR cihazinin markasi, primer, yapisma
sicakligi ve magnezyum konsantrasyonu band profilinin kalitesine etki eden temel

faktorler olarak belirlenmistir (31, 36-37).

RAPD-PCR  primerleri birgok iretici firmadan temin edilebilir. Primer
konsantrasyonlart genellikle 0.1-2 pM dir. Tirlerin ¢ogunda RAPD-PCR
primerlerinin biiytik bir kism1 6-12 arasinda fragment profili verir. Primerlerin G+C

icerigi arttik¢a primerlerin amplifiye ettigi Uriinlerin {retilebilirligi de artmaktadir

31).

Fritsch vd., Yucca, Helianthus ve Datusca’da 480 tane 10 bazlik RAPD-PCR
primerlerinin amplifikasyonlarinin tekrarlanabilirligini arastirmiglardir. Arastirma
sonucu olarak herhangi bir primerden giiclii, zayif veya hi¢bir amplifikasyon tirtinii
elde edilememesinin DNA kaynagindan biiyiikk oranda bagimsiz oldugunu
belirtmislerdir. Primerin karakteristiginden amplifikasyon tiriiniiniin kalitesini tahmin
etmede en iyi 6zelligin primerin G+C igeriginin oldugunu ve primerin amplifikasyon
etkinligi ve amplifikasyondaki farkliliklarin cesitli faktorlerle etkilesim icinde
oldugunu belirtmiglerdir. Cinsler arasindaki primerlere 6zgti farkliligin kaynaginin
genomik farkliliklar oldugu rapor edilmis ve DNA’nin temizligindeki farkliliklardan
dolay1 amplifikasyonun etkinliginde de farkliliklar olabilecegi belirtilmistir. Bazi
primerlerin DNA’nin saf olmamasindan dolay1 zayif bandlar verdigi ve bu nedenle

de bazi primerlerin DNA’nin temizligine diger primerlerden daha hassas oldugu
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tespit edilmis ve DNA temizligi artirildiginda bandlarda bir iyilesmenin oldugu
kaydedilmistir. Primerin amplifikasyonundaki farkliliklarin diger nedenleri arasinda

DNA’nin par¢alanmasi ve arastirmacinin hatasinin yer aldigi tespit edilmistir (38).

PCR’da kullanilan 7aq polimeraz (Promega), Ampli7ag (Perkin Elmer), Super7aq
(HT Biyoteknoloji) gibi bir ¢ok polimeraz ¢esidi vardir. Bu polimerazlarin hepsinde
3’- 5° ckzoniikleaz aktivite yani hata diizeltme aktivitesi yoktur, fakat 5°-3’
ekzoniikleaz aktiviteye sahiptirler. Hata diizeltme aktivitesi enzimin niikleotid
eslestirmesini dogru yapmasini saglar ve eger yanlis niikleotid yerlestirilmis ise bunu
duzeltir. Delta Taq , KlenTaq1 ve stoffel fragmenti gibi niikleotit dizisi kisaltilmas,
5°-3" ekzoniikleaz aktivitesi olmayan polimerazlarda saflastirilmistir. Stoffel
fragmentinin amino ucundan 289 amino asit ¢ikartilmistir ve uzunlugu tam olan 7aq
polimerazlardan sicakliga ve yiliksek magnezyum konsantrasyonlarina daha
dayaniklidir. Fakat bunlarin disiik aktivite gostermelerinden dolay1, reaksiyon basina

2 kat fazla enzime ihtiyag duyulur (31).

Schierwater ve Ender, ticari olarak satilan 13 farkli polimeraz enziminin
amplifikasyon profilini incelemis ve Thermus aquaticus tan tiiretilen polimerazlarin
amplifikasyon profilinin benzer sonuglar verdigini fakat sonuglarin birbirinin aynisi

olmadigini belirtmistir (39).

RAPD-PCR teknigi ilk ortaya kondugunda sicaklik profili 94°C’de 1 dakika, 36°C’de
1 dakika ve 72°C’de 2 dakika olarak belirtilmistir (27). Fakat bir¢ok arastirmaci bu
programi kendi sartlarina gore degistirmistir. Burada dikkat edilmesi gereken
noktalardan biri basamaklar arasindaki gecis zamanmnin ¢ok kisa olmamasi
yoniindedir. Primer ile kalip DNA’nin hedef bolgesi arasinda genellikle %80-90
homoloji vardir. Eger basamaklar arasindaki sicaklik ¢ok kisa siire iginde

yukseltilirse primer-kalip DNA kompleksi uzama tamamlanmadan denatiire olur

31).

Dikkat edilmesi gereken noktalardan bir digeri de yapisma sicakligidir. Yapisma

sicakligi genellikle erime sicakligimin (Tm) 5°C asagisina ayarlanir. Rastgele
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dizilimli 10 bazlik primerlerde yapisma sicakligi olarak 36°C baslangi¢ olarak
secilebilir. Yapigsma sicakliginin 40-42°C ye ylikseltilmesi daha az ve daha keskin
bandin olusmasina sebep olmaktadir. RAPD reaksiyonu genellikle 45 devirde

gercgeklestirilir. Fakat bazi ¢alismalarda 35 devir tavsiye edilmistir (31).

Kalip DNA konsantrasyonunun optimizasyonu iyi bir RAPD-PCR profili elde
etmede son derece onemlidir. Baslangi¢ olarak fragment profiline ve arka plan
goriinlimiine bagh olarak 5 ila 500 ng arasi DNA miktar1 denenebilir. Kalip DNA
konsantrasyonu 400 ng’a kadar tavsiye edilse de 50 pl’lik reaksiyon i¢in 10-50 ng
uygun olacagi belirtilmistir (31).

RAPD-PCR tekniginde kalip DNA’daki farkli hedef bolgeler birbirleriyle yaris
icinde olduklarindan dolayi, teorik olarak bir RAPD-PCR fragmentinin bulunmasi
diger amplifiye olabilecek hedef boélgenin varligina veya yokluguna baghidir.

Bazen RAPD-PCR fragmentlerinin yeniden amplifikasyonu ger¢eklesmeyebilir,
genellikle bunun yerine bir ¢ok kiigiik fragmentler amplifiye edilir. Bu durum yiiksek
DNA konsantrasyonlarinda primerle yapisma bolgesi arasindaki tam bir uyum
olmamasindan kaynaklanabilir. DNA’nin farkli oranlarda seyreltilmesi ile bu sorun

coziilebilir (31).

Weeden vd., RAPD markirlarinin giivenilirligini ve kalittmin1  denemislerdir.
Reaksiyon parametreleri olarak DNA miktari, temizligi, Mg"* miktar1, primer miktar
ve farkli tiretici firmalardan alinan Taq polimeraz enzim c¢esitlerinin amplifikasyon
tizerine etkileri arastirilmistir. DNA kalitesinin bandlarin amplifiye edilmesi ve
¢cOziinurliigli tizerinde buyik o6nemi oldugu belirtilmis, fenolik bilesikler ve
polisakkaritlerle kirlenmis DNA’nin zayif veya keskin olmayan RAPD bandi verdigi
rapor edilmistir. RAPD bandinin kaliteli olmasinda DNA kalitesinin DNA
miktarindan daha o6nemli oldugu vurgulanmistir. 0.2-1uM primer miktarinin
tiretilebilir sonuglar verdigi fakat bunun 4 kat artmasinin da bandlarin
iiretilebilirligini etkilemedigi belirtilmistir. 1-3 mM aras1 Mg™ konsantrasyonunda

RAPD profilinde ¢ok kiigiik degisiklikler oldugu ve hatta baz1 denemelerde 13 mM’a
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kadar olan miktarlarinda RAPD profilini 6nemli derecede etkilemedigi rapor

edilmistir (40).

Deoksiriboniikleozid trifosfatlardaki (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 2-3 katlik
degisiminde RAPD profilini etkilemedigi fakat RAPD bandlarinin kayit edilmesi
sirasinda zayif amplifikasyondan dolay1 %4°liik bir hata oldugu belirtilmistir. Sonug
olarak RAPD profilinin denenen bir ya da birka¢ parametreye c¢ok fazla duyarl
olmadig1 kaydedilmistir (40).

Skroch ve Nienhuis, Phaseolus vulgaris’te RAPD bandlarinin {iretilebilirligini ve
bandlarin kayit edilmesi sirasinda olusan hatay1 arastirmis ve kayit etme hatasini %2
olarak belirtmislerdir. RAPD bandlarinin  dretilebilirligi  {izerinde RAPD
primerlerinin etkisinin 6nemli oldugu ve net band veren primerler segilerek

tiretilebilirligin arttirildig1 belirtilmistir (41).

Bir ¢ok ¢alismada magnezyum konsantrasyonunun RAPD profili tizerine etki ettigi
belirtilmistir. Genis bir magnezyum konsantrasyonu araliginda gii¢lii ve tretilebilir
bandlar alinmasina ragmen konsantrasyondaki bir degisiklik sik¢a fragment
profilinin degisimine sebep olabilmektedir. 1.5-10 mM arasindaki magnezyum

konsantrasyonlar1 tavsiye edilmektedir (31).

RAPD firiinlerinin laboratuvar i¢inde ve laboratuvarlar arasinda tretilebilirligi bir
cok arastirmaci tarafindan incelenmistir. Bir laboratuvarda RAPD yontemiyle alinan
polimorfik {irlinlerin tekrarlanabilirliginin bir ¢ok faktdre bagli oldugu belirtilmistir

(42-46).

Ellsworth vd., RAPD yontemindeki bandlarin tretilebilirligini primerin kalip
DNA’ya orani, yapisma sicakligli ve magnezyum konsantrasyonunun etkiledigini

belirtmistir (47).

Penner, PCR reaksiyonuna giren maddelerin konsantrasyonlarindaki &nemli

degisikliklerin de PCR fiirlinlerinin tretilebilirligini 6nemli derecede etkiledigini
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belirtmistir. Her bir reaksiyon i¢in 2 tiniteden fazla Taq polimeraz kullanimi, 2mM’1n
tistinde MgCl, kullaniminin istenmeyen bandlarin olusumuna sebep olabilecegini
belirtmistir. Ayni arastirict yine yapisma sicakliginin kritik oldugunu belirtmis ve

36°C’nin altindaki 1°C’lik degisimlerin bile farkl {irtinlerin amplifikasyonuna sebep

olabilecegini belirtmistir (30).

Penner, RAPD yonteminde bir laboratuvarda elde edilen sonuglarin diger
laboratuvarlarda tekrarlanabilirligini test etmistir. Yapilan arastirmada 5 farkli
primerle 2 yulaf ¢esidinde RAPD bandlarinin 6 farkli laboratuvarda iiretilebilirligi
denenmis ve tretilen polimorfizm amplifikasyon aralifinda ise %90 ayni sonucu

vermistir (30).

RAPD yo6nteminden elde edilen reaksiyon uriinlerinin ayristirilmasi geleneksel
olarak yatay agaroz jel elektroforezinde yapilmaktadir. Kullanilan agarozun
konsantrasyonu amplifikasyon {irlinlerinin biiyiikliigiine baglidir. RAPD iirtinlerinin

¢cOziinurliigli akrilamid jel elektroforezi ile arttirilabilir.

RAPD iiriinlerinin dikey akrilamid jel elektroforezinde ayristirilmasi ile olusan
coziintrliik agaroz jellerindeki ayristirmadan olusan ¢oziintirliikten en az iki kat
daha fazladir. Akrilamid jellerinin ¢oziiniirliigiiniin daha iyi olmasinin temel
sebeplerinden biri por biiyiikliiklerinin agaroz jellerine gore ¢ok daha homojen
olmasindandir. Homojen por biiyiikligii, benzer biiyiiklikteki fragmentlerin daha

etkin bir sekilde ¢oziiniirliiglinii saglamaktadir (30).

2.4. Mercimekte Molekiiler Markirlarin Uygulanmasi

Lens Miller cinsinin lilkemizde Lens montbretii (Fisch. & Mey) Davis & Plitm., L.
orientalis (Boiss.) Hand.-Mazz., L. culinaris (Medik.), L. ervoides (Brign.) Grande,
L. nigricans (Bieb.) Godr., L. tomentosus (Ladizinsky) ve Avrupa’da ilave olarak L.

lenticulata (Schreber) Alef. olmak tizere 7 tiirii vardir (48-50).
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Ferguson ve Robertson, Lens cinsinin 439 orneginde 11 lokustaki allozim
polimorfizmini arastirmistir. 439 6rnegin 153’1 Lens orientalis, 35't Lens odemensis,
117’si Lens ervoides, 34U Lens nigricans, 100’1 10 farkli {ilkeden alinan kiiltiir
mercimegi populasyonudur. Calisma tiir i¢i genetik varyasyonu ve tiirler arasi
genetik yakinlig tespit etmeyi amaglamistir. Lokus basina diisen ortalama allel say1s1
ve polimorfik lokus ylizdesine bakilarak kiiltiir mercimegindeki genetik varyasyonun
yabani tiirlerdekinden daha az oldugu tespit edilmistir. Nei (1972)’nin ortalama
genetik mesafesine gore kiiltlir mercimegindeki genetik varyasyonun sadece Lens
ervoides’den fazla oldugu rapor edilmistir. Yabani tiirlerdeki genetik varyasyonun
farkli tiirler ig¢indeki populasyonlar arasi farklilii — gosterdigi rapor edilmistir.
Yapilan filogenetik analiz Lens odemensis ve Lens ervoides’in ortak bir atasi

oldugunu ve Lens orientalis’in Lens odemensis’den tiiredigini ortaya koymustur

(51).

Ferguson vd., Lens cinsinin L. orientalis, L. odemensis, L. ervoides, L. nigricans ve
L. lamottei olmak lizere bes yabani tiirlinde populasyonlarin genetik yapisini
aragtirmiglar ve her bir tiirden 5 populasyon, her populasyondan da 20 bitki alarak 11
izoenzim lokusuna ve 3 RAPD primerinden olusan genetik varyasyonu rapor
etmiglerdir. L. orientalis ve L. lamottei nin populasyonlar1 arasinda énemli derecede
bir genetik varyasyon goriilmesine ragmen genel olarak diisiik varyasyon diizeyi
tespit etmislerdir. Izoenzim ve RAPD sonuglarindan alinan molekiiler varyansin

%78-99’unun populasyonlar aras1 farkliliktan kaynaklandigi ortaya konmustur (52).

Eujayl vd., haritalama populasyonunda polimorfizm miktarini arttirmak igin
caprazlamada kullanacagi ebeveyinleri Once yabani tiir olan Lens orientalis ile
caprazlamis ve ebeveynlerin genomunun %50’sinin bu tiiriin genomunu kapsadigi ve
yapilan melezlemelerde RAPD markirinin %]1.83{inlin segregasyon kuralina
uymadigini, morfolojik ve izoenzim markirlarinin da bu sonucu destekledigini
belirtmislerdir. Yapilan 2 nolu ¢aprazlamada denenen 390 primerden 116°sinin 192
polimorfik fragment verdigini ve bu polimorfizmin {iretilebilir oldugunu
belirtmislerdir. Genetik haritalama i¢in agilim gosteren 78 lokusda 28 RAPD, 1
RFLP, 1 morfolojik, 3 oligo markirt kullanilarak 9 bagli grup bulduklarin1 ve RAPD
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markirinin genetik haritalamada ¢ok degerli bir teknik odugunu vurgulamislardir

(15).

Bayaa vd., Lens orientalis’in 86 6rneginin 24’{inde; Lens odemensis’'in 35 6rneginin
12'sinde; Lens nigricans‘mn 35 Orneginin 3’linde; Lens ervoides’in 39 Orneginin
36’sinda ascochyta blight hastaligina dayaniklilik bulmustur. Yapilan calismada
mercimek antraknozuna dayanikliligin Lens ervoides ve Lens odemensis 'te birbirini
tamamlayan dominant iki gen ¢iftiyle saglandigi ortaya konmustur. Mercimek
antraknozuna tam bir dayaniklik saglanabilmesi i¢in her iki geninde baskin olmasi
gerektigi belirtilmistir. Genin bir ¢iftinin ressessif homozigot oldugunda diger
dominant gen c¢iftinin etkisini orterek mercimek bitkisini patojene duyarli hale
getirdigi tespit edilmistir. Sonuglarda ayn1 zamanda Lens orientalis’te antraknoza
dayanikliligin tek bir dominant gen c¢iftiyle kontrol edildigini de rapor etmislerdir

(53).

Ford vd., Lens culinaris’in 16 hat ve ¢esitlerinde RAPD analizi ile yapilan genetik
yakinlik analizinde, biitiin hatlar en yiiksek 0.36 genetik uzaklik ile polimorfizm
gosterdigini belirtmigler ve bunun da smirli bir genetik varyasyon oldugunu
kaydetmislerdir. Toplam 45 tesadiifi dizilimli primerden 7°si belirgin ve lretilebilir
bantlar vermistir. Toplam 44 band kayit edilmis ve bunlarin 25’1 polimorfizm (%57)
gostermistir. Herhangi iki cesit veya hat arasindaki genetik varyasyonun diizeyi
minimum %9 (ILL3640 ve ILX 87247) ve maksimum %46 (ILL3257 ve ILL 4532)
arasinda bulunmus ve ortalamasit %23 olarak kaydedilmistir. Her bir primer 4-9
arasinda kayit edilebilir band vermis ve bunlarin buyiikliiklerinin 300 - 3500 baz ¢ifti
arasinda oldugu rapor edilmistir. Altmig dort birey ikiserli karsilastirildiginda
maksimum genetik uzaklik %48 olarak bulunmustur. Dendrogram sonucunun
varyeteler/ hatlar arasinda kismen diisiik bir genetik mesafe (0.36) ile siki bir

gruplanma gosterdigini kaydetmislerdir (54).

Bitki 1slah1 programinda gen kaynaklarinin etkin bir sekilde kullanilmasi i¢in ilk sart
cins i¢indeki genetik varyasyonun dagiliminin ve miktarinin tespit edilmesidir. Bu

nedenle morfolojik, biyokimyasal ve DNA markirlar1 genetik varyasyonu belirlemek
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icin bir ¢ok cins ve tiirde kullanilmistir. Ornegin RAPD teknigi mercimeklerde (55),
Cynara scolymus L.’de (56), Stenbergia’da (57), Astragallus’da (58), lahanalarda
(59-60), hiyarda (14), Staphylococcus tiirleri ve pringte ( 28), Allium’da (61), elmada
(62) tiir ve gesitlerin tanimlanmasinda kullanilmistir. Yine RFLP’ler mercimekler
(63) ve lahanalarda ¢ekirdek DNA’sinda (64); SSR ozellikle de AT tekrarlar
bitkilerde (65) tiir ve ¢esitlerin filogenetik analizlerinin yapilmasinda kullanilmistir.
Mercimek tiirleri ve varyeteleri de g¢esitli molekiiler teknikler kullanilarak

tanimlanmistir (55, 66-69).

Abo-elwafa vd., RAPD markirlarin1 kullanarak mercimek tiirleri arasindaki ve
mercimek tiirleri i¢indeki varyasyonu arastirmiglardir. Arastirmacilar ¢alismalarinda
40 tane 10 bazlik polimorfik primerler kullanmislar ve bu primerlerden 10 tanesinde
50 tane kayit edilebilir bandlar tespit etmisler ve bunlarinda %90’1nin polimorfik
oldugunu belirtmiglerdir. Arastirma sonucu kiiltlir mercimegindeki genetik
varyasyonun yabani tiirlerine gore diisiik oldugunu gostermistir. Ayrica mercimek
biiytikliigiine gore kuigiik tohumlular ve biiylik tohumlular olarak yapilan ¢esit
ayiriminda RAPD  markirlarinca  bir  farklilik  bulunmadigr  belirtilmistir.
Aragtirmacilar tiir i¢i varyasyonun 0.000-0.316 ile en diisiik kiiltlir mercimeginde
oldugunu, kiiltiir mercimeginin Lens ervoides hari¢ yabani tiirleri L. odomensis, L.
nigricans, L. orientalis’te ise yiiksek miktarda tiir i¢i varyasyonun oldugunu
belirtmislerdir. Fakat Lens ervoides’te ise tiir i¢i varyasyonun diisiik oldugunu tespit
etmiglerdir. Sonug olarak mercimek tiirleri i¢indeki varyasyonu belirlemede RAPD
markirlarinin -~ kullanilabilecegi  sonucuna  varmiglardir.  Arastirma,  kiltiir
mercimeklerine en yakin tiirlin Lens orientalis oldugu sonucunu ortaya koymustur.
Aragtirmacilar c¢alismalardan elde ettikleri verilere gore kiiltiir mercimeklerinde
varyasyonun sinirli oldugunu belirterek, tanimlamanin daha iyi yapilabilmesi i¢in

daha ¢ok RAPD markirinin kullanilmasi gerektigini belirtmislerdir (68).

Sharma vd., mercimeklerde yaptiklar aragtirmada 24 tane tesadiifi dizilimli 10 bazlik
primerler kullanmiglar ve 54 ornekte 88 polimorfik RAPD bandim tiirler arasi ve
tiirler i¢i varyasyonu tespit etmede kullanmislardir. Aym1 zamanda 4 primer

kombinasyonundan (PstA-Mse2, PstA —Mse3, PstA —Msed4, PstA —Mse5) elde
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edilen 148 AFLP bandlari1 da kullanmiglar ve 148 AFLP bandinin RAPD
markirlarinin - ayrramadigi  genotipleri ayirdigini - belirtmiglerdir.  Arastirmacilar
AFLP’ lerin RAPD ve RFLP’lere gore daha fazla polimorfik oldugunu bu nedenle
cesitler arasi ayirimi daha iyi yapabildigini belirtmislerdir. Sharma (1995), AFLP
primerinin RAPD primerine gore 10 kat daha fazla polimorfizm verdigini
belirtmistir. Arastirma sonucunda en yiiksek genetik varyasyonun Lens nigricans ta
oldugunu ve bunu sirasiyla L. ervoides, L. culinaris ssp orientalis, buiyiik tohumlular
(¢ap1 6-9mm) ve kiiclik tohumlular (¢capt 3-6 mm)’in izledigini bulmuslardir. En
yiiksek genetik benzerlik 0.897 ile kiiltiir mercimegi (Lens culinaris) igindeki biiyiik
tohumlular ve kii¢lik tohumlular arasinda, sonra 0.894 ile Lens orientalis, 0.662 ile
Lens odomensis, 0.750 ile Lens nigricans ve 0.596 ile de Lens ervoides ig¢inde

gergeklesmistir (55).

Arastirmacilar RAPD yonteminin etkinliginin izoenzimlerler ve RFLP’ler (63,

70)’den daha fazla oldugunu tespit etmislerdir.

Erskine, mercimek populasyonlarinin bolgelere gore dagilisint  sicakliga
duyarliligia, c¢iceklenme donemindeki fotoperiyoda, tohumun c¢imlenmesi ig¢in
toprak sicakligina, kisa dayanabilirligine bagli oldugunu ve bu gibi faktérlerin
mercimeklerin bélgelere gore adaptasyonunu sagladigini belirtmistir. Ayrica yoresel
mercimek populasyonlart arasinda Onemli derecede heterojenlik oldugu da

belirtilmistir (2).

Ferguson vd., Nepal, Hindistan ve Pakistan olmak {iizere {i¢ Giiney Asya iilkesi ve
Afganistan, Bulgaristan, Sili, Misir, Etiyopya, Iran, Urdiin, Liibnan, Fas, Ispanya,
Suriye, Tiirkiye ve Yemen olmak tizere 13 iilkenin her birinden 10 6rnegi alarak
yoresel mercimek ornekleri arasinda RAPD teknigi ve izoenzim elektroforezine
dayal1 olarak genetik varyasyonun hesaplanmasina yonelik yaptiklar1 ¢alismada 7
izoenzim ve 22 RAPD lokusunda polimorfizm gozlemisler ve Nei (1972)’nin
formiiliinden hesapladiklar1 genetik mesafeye gore en az genetik varyasyonun
Pakistan, Afganistan ve Nepal’de oldugunu tespit etmislerdir. Elde ettikleri

sonuclarin morfolojik markirlardan elde edilen siirli genetik varyasyonu
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destekledigini bildirmislerdir. Ayrica mercimeklerde yapilan biiyiik tohumlular ve
kiictik tohumlular siniflandirmasinin {ilkeler arasinda bir farklilik olusturmadigini
tespit etmislerdir. Izoenzim ¢alismalarinda 12 enzim sistemi kullanmuslar.
Arastirmada aspartat aminotransferaz (Aat), fosfoglikoz izomeraz (Pgi), malik enzim
(Me), skimik asit dehidrogenaz (Skdh), asit fosfotaz (Aps), 16sin aminopeptidaz
(Lap), glukoz 6-fosfat dehidrogenaz (Pgd), peroksidaz (Prx), diaphoraz (Dia), aldolaz
(Aldo), izositrat dehidrogenaz enzimlerini ve OPF, 1, 4, 14 ve OPS14 primerlerini
kullanmiglardir. Bunlardan elde edilen sonuglara gére Giiney Asya iilkeleri disindaki
tilkeler 4 farkli grupta toplanmistir. RAPD analizine gore 1. grupta Etiopya ve
Yemen yer almaktadir. ikinci grubu Suriye, Urdiin ve Liibnan olusturmakta ve bu
gruba RAPD sonucuna gore Fas’da girmektedir. RAPD analizine gére tiglincii grubu
Avrupa grubu olan Bulgaristan ve Ispanya olusturmakta fakat izoenzim sonuglar1 Fas
ve Ispanya gen kaynaklari arasinda benzerlik oldugunu gostermistir. Dordiincii grubu
[ran ve Misir olusturmustur. izoenzim verilerine gére Tiirkiye’de bu gruba dahildir,
fakat RAPD sonucuna goére Tiirkiye Avrupa grubu ile Iran ve Misir grubu arasinda

yer almaktadir (1).

Sonnante ve Pignone, ¢ogunlugu Italya’dan olmak iizere Akdeniz ve diger yabanci
tilkelere ait ¢ift¢i populasyonlarini RAPDs, mikrosatallit—primerli PCR ve ISSR
markirlariyla analiz etmis, analiz sonucu oOnceki iki markirin diisiik diizeyde
kullanilabilir polimorfik band verdigini fakat ISSR (Inter Basit Dizi Tekrarlar1)
markirmin yliksek diizeyde polimorfizm verdigini belirtmiglerdir. Aragtirmada 46
mercimek 6rnegi kullamilmis ve bunun 31°i Italya’ya ait digerlerinin de biiyiik bir
kism1 Akdeniz {ilkelerine aittir. Arastirmada 51 tane 10 baz dizilimli primer test
edilmis ve bunlarin i¢inden 12’si iiretilebilir ve belirgin polimorfik bandlar vermistir.
12 primer 57 band olusturmus ve bununda 31°1 yani %54°{i polimorfizm gostermistir.
Etiyopya’dan gelen Ornekler hari¢ digerleri keskin bir grupla birbirinden
ayrilmamustir. Etiyopya Ornekleri 0,718°lik bir genetik benzerlik ile diger tiirlerden
barizce ayrilmistir. Arastirmada 19 mikrosatellit dizisi primer olarak kullanilmig ve
belirgin 9 band elde edilmis ve bununda 5°1 (%55) polimorfizm gostermistir. Bunlara
ilaveten 20 ISSR primeri test edilmis ve bunlardan 6 tane primer ( (AG)8YG,
(CA)8RY, (AC)8YA, (GA)8YT, (GT)8YC, ve BDB(CA)7 ) arastirmada kullanilmis
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ve bu primerler toplam 74 band {iretmis ve bunlarinda %65°’i polimorfizm
gostermistir. Ayrica Jaccard benzerlik indeksine gore RAPD ve ISSR markirlarinin
farkli sonuglar verdigi tespit edilmistir. Fakat hem RAPD tekniginde hemde ISSR
tekniginde diger Orneklere gore en fazla farkliligi Etiyopya’dan gelen ornek

gostermistir ve ayrica Italyan drnekleri bir grup altinda toplanmislardir (71).

Kojima vd., bugdayda yaptigi arastirmada RAPD markirlarinin daha ¢ok kromozom
tizerinde tekrarlanan bolgeleri temsil ettigini buna karsin ISSR  markirlarinin

RFLP’lerle iliskili yani kodlama yapan bolgeleri temsil ettigini gostermislerdir (71).

Ahmad vd., RAPD teknigini kullanarak melez azmanligini belirlemede ve melez
azmanligini arttirmaya yonelik yaptig1 arastirmada Lens culinaris’e ait 3 varyeteyi ve
4 yabani tiirdeki genetik varyasyonu arastirmiglar ve 1 tane tesadiifi dizilimli 11
bazlik ve 14 tane de tesadiifi dizilimli 10 bazlik primerler kullanmislardir. Bu
primerlerden 158 iiretilebilir ve kayit edilebilir bandlar gézlemlemislerdir.
Arastirmalarinda RAPD tekniginin hibridlerin giiciiniin 6l¢iilmesinde ve mercimek
tiirleri i¢i ve tiirleri arasi genetik varyasyonun belirlenmesinde uygun oldugu ve
sonuclarin morfolojik, protein analizleri ile paralel oldugu belirtilmistir (66).

Ahmad ve McNeil, morfolojik markirlar ve ¢aprazlanabilirlik durumuna gore Lens
cinsinin molekiiler tekniklerden (RFLP ve RAPD) ve tohum protein elektroforezi
gibi biyokimyasal markirlardan farkli bir siniflandirma gosterdigini belirtmistir.
Sitolojik c¢aligmalara ve c¢aprazlanabilirlik durumuna gore Lems cinsinin Lens
culinaris ve Lens nigricans olmak lizere iki tiirli i¢erdigini belirtmis olup, Lens
culinaris’in culinaris, odemensis ve orientalis olmak lizere 3 alt tiir icerdigini ve
buna karsin L. nigricans‘in nigricans ve ervoides olmak tizere iki alt tiir igerdigini
belirtmistir. Ayrica Lens cinsi i¢indeki tiirler arasi hibridizasyon oraninin tiirlerin
genetik igeriklerine ve genetik benzerliklerine gore degistigini aciklamistir. Lens
tiirlerinin ¢aprazlanabilirlik durumlarina gére Lens culinaris ssp. orientalis ve Lens
ervoides’in kiiltiir mercimegi olan Lens culinaris ssp. culinaris ile rahatlikla
caprazlanabildigini ve sonu¢ olarak bu iki tiirli kiiltiir mercimegine en yakin
akrabalar olarak belirlemistir. Kiiltiir mercimegine ikinci en yakin akraba tiirler yine

kolay bir sekilde caprazlanabildiginden dolay1 Lens odemensis ve Lens nigricans
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olarak tespit edilmistir. RAPD sonuglari Lens culinaris ssp. orientalis’in kiiltiir
mercimegine en yakin tiir oldugunu belirterek her ikisinin de ayni grupta yer aldigini
ve Lens nigricans, Lens ervoides ve Lens odemensis’in {i¢ ayr1 grup olusturdugunu

gostermistir (67).

Ladizinsky vd., Lens orientalis‘in kiiltir mercimegine en yakin tir ve Lens

nigricans’in da kiiltiir mercimegine en uzak tiir oldugunu belirtmislerdir (66).

Van Oss vd., Lens cinsi i¢inde kloroplast DNA vayasyonunu ve evrimini 6 Lens
tirtintin 30 Orneginde 21 prob ve enzim kombinasyonu ile son zamanlarda
tanmimlanan Lens lamottei ve Lens tomentosus’u da dahil ederek arastirmiglardir. 118
fragment kayit edilmis ve 26 restriksiyon kesim bolgesi mutasyonu belirlenmis ve
kloroplast DNA restriksiyon deseni L. lamottei ve L. tomentosus un ayri iki tiir
oldugunu desteklemislerdir. Lens /amottei’nin 2 6rneginde restriksiyon bolgesinde 7
mutasyon belirlenmis ve bunlarin 4’iiniin bu iki 6rnege 6zgii oldugu tespit edilmistir.
Lens nigricans ta bu 7 mutasyonun hepsi, Lens ervoides 'te ise besi goriilmiistiir.

En yiiksek kesim bolgesi mutasyonu 21 mutasyonla Lens nigricans’ta gorilmiis,
bunlarin 13’tintin bu taksona 6zgii oldugu belirtilmis, 10’unun ise Lens ervoides ve
Lens odemensis’te ortak oldugu tespit edilmistir. Lens tomentosus’un morfolojik
olarak Lens culinaris ssp. orientalis’e en yakin tiir oldugu belirtilmis fakat ondan
meyvesinin tiiylii olmasi, karyotipinin farkli olmasi ile ayrildig: belirtilmistir. Lens
odemensis Orneginde 3 mutasyon tespit edilmis, bunlarin ikisinin 6rneklerde ortak
oldugu tespit edilmistir. Tespit edilen ilk mutasyonun Lens tomentosus’ta da oldugu,

sonrakinin ise Lens ervoides ve Lens nigricans 6rneklerinde gézlendigi belirtilmistir

(72).

Alt1 Lens tiirinlin otuz 6rneginde kloroplast DNA’sina gore yapilan siniflamada ilki
aralarinda kiictik farkliliklar bulunmakla birlikte Lens culinaris, Lens tomentosus ve
Lens odemensis ikincisi Lens ervoides, Lens lamottei ve lglinclisti diger tiirlere en

uzak goriinen Lens nigricans olmak tizere 3 farkli grup olusturmustur (72).
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Erskine vd., yetistirme alaninin yarisinin Giiney Asya’da olmasina ragmen buradaki
mercimek gen kaynaklarinda sinirli bir varyasyonun gozlendigini belirtmislerdir.
Varyasyondaki azligin islahin etkinligini sinirlandirdigini, bunu agsmak ve genetik
kaynaklar1 genisletmek igin bitki tanitilmasi, hibridizasyon ve mutasyon islahina
bagvuruldugunu belirtmislerdir. Bati Asya’dan ve Kuru Tarim Alanlar1 Igin
Uluslararast Arastirma Merkezi (International Center For Research in the Dry Areas
= ICARDA)’dan bitki materyali getirilmis, yapilan hibrizasyonlarla Banglades ve
Pakistan’da yiiksek verimli ve hastaliklara dayanikli varyeteler 1slah ettiklerini
belirtmislerdir. Mutasyon 1slahi ile de yeni morfolojik markirlar1 elde ettiklerini ve

bir kag tane timit verici hatlar gelistirdiklerini belirtmislerdir (73).

Emami ve Sharma, Lens culinaris’te 7 ¢aprazlamada tohum kabugu ve kotiledon
rengini arastirmislar, ebeveyn olarakta siyah, kahverengi, yesil testa ve portakal, sar1
veya koyu yesil kotiledon rengine sahip ebeveynleri caprazlamada kullanmislar ve
yapilan ¢aprazlamadan elde edilen F;’den elde edilen F, ve F,’den elde edilen F;
tohumlarinin analizinde siyah tohum kabugu renginin diger renklere dominant
olmasma ragmen, F; ve F, farkli oranlarda ag¢ilim gostermesinden dolayr diger
renklere tam bir baskinlik saglamadigini belirtmislerdir. Yesil veya kahverengi
tohum kabugu olanlarla yesil veya portakal renkli tohum kabugu olanlarin
caprazlandiginda tohum renginin ekspresyonu Kkotiledon renginden etkilendigi
belirtilmistir. Caprazlamalardan elde edilen F, tohumlarinda tohum kabugu yesil
olanlar her zaman yesil kotiledonlara sahip oldugu ve hi¢bir zaman portakal renkli
kotiledonlara sahip olmadiklar1 gozlenmistir. Yine ¢aprazlamalardan elde edilen F
tohumlarinda kahverengi tohum kabugu olanlarin her zaman portakal rengi
kotiledonlara sahip olduklar1 ve asla yesil kotiledonlara sahip olmadiklari

belirtilmistir (74).

Mercimek yetistiriciliginde ekonomik anlamda iiriin kaybina sebep olan hastaliklarin
basinda mercimek antraknozu ve c¢okerten (Fusarium vascular wilt) hastalif1 gelir
(15, 53). Bayaa vd., 33 tilkeden gelen 577 mercimek 6rneginin mercimek ¢okerten
hastaligina (Fusarium oxysporum sp. Lentis) dayanikli olup olmadigini 1993 yilinda

kontrol etmislerdir. Bunlardan dayaniklilik gosteren 85 ve 3 dayaniksiz 6rnegi 1994
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yilinda tekrar dayaniklilik testine tabi tutmuslar ve bunlarin arasindan da bazi

dayanikli 6rnekleri belirlemislerdir (53).

Ye vd., mercimeklerde Titore ¢esidi ile Lens orientalis’in W63261 populasyonunun
caprazlamasindan elde ettigi Fs’lerde mercimek antraknozuna dayanikliligin genetik
mekanizmasint ¢aligmiglardir. Dayanikliligr iki genin sagladigi, bunlardan birinin
biiyiik etkiyi yapan dominant bir gen (A) digerinin yine dominant bir gen (B), fakat
az etki yaptigin1 belirtmislerdir. Bu genlerden her birinin tek basina dayaniklilik
saglamadigini, yine bir genin birden fazla kopyalarimin da diger gen olmadan

dayaniklilik saglamadigini belirtmislerdir (75).

Zavodna vd., yaptig1 calismada birbirlerine ¢ok yakin olan mercimek ¢esitleri
arasindaki genetik varyasyonu belirlemek icin VNTR ve AFLP tekniklerini
kullanmiglardir ve bu tekniklerin tohumdaki depo proteinleriyle yapilan ayirima gore

daha etkili oldugu belirtilmistir (76).

Bu tez ¢alismasinin amaci da Tiirkiye’de {liretimi yapilan ve Lens culinaris tirii
icerisinde yer alan 14 mercimek ¢esidi ve 36 mercimek hatti arasindaki genetik
farkliligt RAPD-PCR ve SDS-PAGE yontemleriyle belirlemektir. Literatiir 6zetinde
belirtildigi gibi yabanci tilkelerdeki bazi arastirmacilar genetik cesitlilikle ilgili
calismalarina Tirkiye’den bazi mercimek Orneklerini dahil etmelerine ragmen,
tilkemizde ticari amagh olarak iiretimi yapilan mercimek cesitleri ve 1slah hatlarina
ait DNA diizeyinde su ana kadar bir ¢alisma yapilmamistir. Bu ¢alisma hem iilkemiz
mercimek ¢esitlerinin ve hatlarinin DNA diizeyinde genetik profilinin belirlenmesine
hemde cesitler ve hatlar arasindaki genetik iligkinin tespit edilmesine katki

saglayacaktir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

3.1.1. RAPD yonteminde kullanilan materyal

Arastirmada Lens culinaris Medik. tiirtine ait 14 c¢esit ve 36 hat kullanilmistir

(Cizelge 3.1). Mercimek hatlar1 ve ¢esitlerine ait 6rnekler Tarimsal Arastirmalar

Genel Miidiirlugt (Ankara)’niin Haymana’daki arazisinden alinmistir (Resim 3.1).

Resim 3.1. Mercimek hatlar1 ve ¢esitlerinin tarladaki genel goriiniim



Cizelge 3.1. RAPD yonteminde kullanilan hat ve ¢esitlerin adlari

Hat ve Cesit Ad1 | Hat ve Cesit Adi
Akm 613 Akm 565
Akm 606 Akm 563
Kafkas Akm 602
Ozbek Akm 272
Akm 2202-11 Akm 427
Akm 2202-10 Akm 604
Akm 2206-2 Akm 2202-2
Yerli Kirmizi Akm 2204-6
Akm 242 Akm 105
Akm 235 Akm 2202-7
Ciftei Akm 237

Ali Day1 Akm 583
Akm 2204-5 Akm 493
Malazgirt Akm 574
Sultan Akm 2201-11
Kay1 Akm 2204-4
Emre-20 Akm 2204-10
Firat Akm 434
Meyveci-2001 Akm 492
Erzurum Akm 2201-8
Pul 11 Akm 600
Seyran Akm 2206-3
Akm 610 Akm 2202-6
Akm 612 Akm 2206-5
Akm 397 Akm 2202-1

37



38

3.1.2. Kullanilan mercimek cesitlerinin 6zellikleri

Seyran 96

Kislik, tohum rengi gri, lizeri siyah noktali, kotiledon rengi kirmizi, tohum ¢api 4-5.2
mm, tohum kalinligi 2.6-3.1 mm, kisa dayanimi orta, meyve boyu 12-13 mm,
genisligi 6-8 mm, tohum sayis1 2, kuraga dayanimi iyi, erkenci, ortalama verimi

152.2 kg/da, 0.028 gr/dane, sisme indeksi 0.250 ve kuru pisirme siiresi 32 dakikadir.

Kay1 91
Kislik yesil, standartlara goére iyi, uzun boylu, makinali hasada uygun, 1000 dane
agirlign 52.8 (standart 40.1) gr ve gegit bolgeleri i¢in 1slah edilmistir.

Sazak 91
En iri taneli kirmiz1 mercimek ¢esididir. Standartlara gére uzun, ilk bakla ytiksekligi
fazla, bakla sayisi fazla, kalite yoniinden ustiin olup gecit bdlgeleri igin 1slah

edilmistir.

Fwrat 87
Ustiin verimli olup (200 kg/da) standartlara gére %19 fazla verim vermektedir.

Yatmaya ve kisa dayaniklidir. Kotiledon rengi kirmizidir.

Malazgirt 89
Yazlik kirmizi mercimek c¢esididir. Verimi standartlardan yiiksek, solgunluga

dayanikli ve dane dokme bakimindan standartlardan iyidir.

Erzurum 89
Yazlik yesil mercimek ¢esididir. Verim bakimindan standartlardan 20-25 kg/da daha
fazladir. Tane capi standartlarin gerisinde olup, diger 6zellikleri bakimindan yazlik

yesil mercimeklerle arasinda fazla bir fark yoktur.
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Sultan 1

Tane kisminda %26-28 protein vardir. Yazlik, yesil, erkenci kuraga dayanikli,
yatmaya egilimi gostermemekte olup, seleksiyonla 1slah edilmistir. Verim
bakimindan tatmin edicidir, tane dékmedigi i¢in harman olma kabiliyeti iyidir. I¢
Anadolu ve I¢ Anadolu ile Karadeniz ve Akdeniz bélgeleri arasinda kalan yerler i¢in

1slah edilmistir.

Emre 20
Kirmizi, yazlik bir ¢esittir. Seleksiyonla 1slah edilmis olup Orta Anadolu kosullarina

uygundur.

Pul 11
Tane kisminda %25-28 protein igerir, kiglik bir ¢esit olup kotiledon rengi kirmizidir.

Ali Dayr

Morfolojik 6zellikleri bakimindan incelendiginde bitki boyu 9 cm, bitki biiyiime
sekli diktir. Tane 6zellikleri bakimindan ise 1000 tane agirlig1 50 gr, tohumun kabuk
rengi kahverengi ve kotiledon rengi ise kirmizidir. Tarimsal 6zellikleri bakimindan
yazlik bir gesittir. Teknolojik 6zellikleri bakimindan ise su alma kapasitesi 0.052
gr/tane, su alma indeksi %1.072, sisme kapasitesi 0.040 ml/tane, sisme indeksi %1.9
ve elek degerleri, 5 mm’lik elekte %46.8 ve 4.5 mm‘lik elekte %53.0°diir. Verim
bakimindan incelendiginde tescil denemelerindeki ortalama verimi 145.8 kg/da olup,
verim potansiyeli 268.8 kg/da’a kadar ¢ikmaktadir. Orta Anadolu Bolgesi kosullarina
tavsiye edilen bir ¢esittir (77).

Meyveci 2001

Morfolojik 6zellikleri bakimindan incelendiginde bitki boyu 29 cm, bitki biiyiime
sekli diktir. Tane 6zellikleri bakimindan ise 1000 tane agirlig1 79 gr, tohumun kabuk
rengi yesil ve kotiledon rengi ise saridir. Tarimsal 6zellikleri bakimindan yazlik bir
cesittir. Teknolojik ozellikleri bakimindan ise su alma kapasitesi 0.056 gr/tane, su
alma indeksi %0.813, sisme kapasitesi 0.069 ml/tane, sisme indeksi %2 ve elek
degerleri; 7 mm’lik elekte %11.3 ve 6 mm‘lik elekte %74.1°dir. Verim bakimindan
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incelendiginde tescil denemelerindeki ortalama verimi 121.3 kg/da olup, verim
potansiyeli 143.3 kg/da’a kadar ¢ikmaktadir. Orta Anadolu Bolgesi kosullarina
tavsiye edilen bir gesittir (77).

Cifigi

Morfolojik 6zellikleri bakimindan incelendiginde bitki boyu 39 cm, bitki biiylime
sekli diktir. Tane 6zellikleri bakimindan ise 1000 tane agirligi 40.4 gr, tohumun
kabuk rengi gri ve kotiledon rengi ise kirmizidir. Tarimsal 6zellikleri bakimindan
kishik bir ¢esittir. Teknolojik 6zellikleri bakimindan ise su alma kapasitesi 1.115
gr/tane, su alma indeksi %0.816, sisme kapasitesi 0.020 ml/tane, sisme indeksi %1.6
ve elek degerleri, 4.5 mm’lik elekte %56 ve 4 mm‘lik elekte %34.7°dir. Verim
bakimindan incelendiginde tescil denemelerindeki ortalama verimi 173 kg/da olup,
verim potansiyeli 288 kg/da’a kadar ¢ikmaktadir. Antraknoza orta derecede hassastir.

Orta Anadolu Bolgesi kosullarina tavsiye edilen bir gesittir (77).

Ozbek

Morfolojik 6zellikleri bakimindan incelendiginde bitki boyu 38 cm, bitki biiylime
sekli diktir. Tane 6zellikleri bakimindan ise 1000 tane agirlig1 37 gr, tohumun kabuk
rengi gri ve kotiledon rengi ise kirmizidir. Tarimsal 6zellikleri bakimindan kislik bir
cesittir. Teknolojik 6zellikleri bakimindan ise su alma kapasitesi 0.027 gr/tane, su
alma indeksi %0.765, sisme kapasitesi 0.031 ml/tane, sisme indeksi %1.5 ve elek
degerleri, 4.5 mm’lik elekte %36.5 ve 4 mm‘lik elekte %58.7°dir. Verim bakimindan
incelendiginde tescil denemelerindeki ortalama verimi 155.8 kg/da olup, verim
potansiyeli 267 kg/da’a kadar ¢ikmaktadir. Antraknoza orta derecede toleranslhidir.
Orta Anadolu Bolgesi kosullarina tavsiye edilen bir gesittir (77).

Kafkas

Morfolojik 6zellikleri bakimindan incelendiginde bitki boyu 40 cm, bitki biiylime
sekli diktir. Tane 6zellikleri bakimindan ise 1000 tane agirlig1 36 gr, tohumun kabuk
rengi kahverengi ve kotiledon rengi ise kirmizidir. Tarimsal 6zellikleri bakimindan
kislik bir cesittir. Teknolojik 6zellikleri bakimindan ise su alma kapasitesi 0.031
gr/tane, su alma indeksi %0.733, sisme kapasitesi 0.031 ml/tane, sisme indeksi %1.9
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ve elek degerleri, 4.5 mm’lik elekte %31.3 ve 4 mm‘lik elekte %64.2°dir. Verim
bakimindan incelendiginde tescil denemelerindeki ortalama verimi 170.5 kg/da olup,
verim potansiyeli 315 kg/da’a kadar ¢ikmaktadir. Antraknoza orta derecede

toleranshidir. Orta Anadolu Bolgesi kosullarina tavsiye edilen bir gesittir (77).

3.1.3. SDS-PAGE yonteminde kullanilan materyal

SDS-PAGE yo6ntemiyle protein analizinde Lens culinaris (Medik.) tiirline ait 14 cesit
ve 4 hat kullanilmistir (Cizelge 3.2). Mercimek hatlar1 ve cesitlerine ait ornekler

Tarimsal Arastirmalar Genel Miidiirliigii’'nden (Ankara) alinmistir.

Cizelge 3.2. Tohum depo protein profilleri ¢ikarilan hat ve ¢esitlerin adlari

Hat ve Cesit Ad1 | Hat ve Cesit Adi
Kafkas Ciftei

Ozbek Ali Day1

Yerli Kirmizi Malazgirt

Emre Sultan

Firat Kay1

Meyveci Akm 242
Erzurum Akm 235

Pul 11 Akm 434
Seyran Akm 237
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RAPD yonteminde kullanilan kimyasal maddeler ve ¢ozeltiler

- %2 CTAB DNA izolasyon tamponu : 100 mM Tris, 20 mM EDTA, 1.4 M NaCL,

(pH 8.0)

-Tris-EDTA (TE) Tamponu

-Stok niikleotid karigimi

-Stok primer ¢ozeltisi

-10X Taq polimeraz tamponu

-Mng

-Stok DNA ¢6zeltisi

-Tris borat tamponu

-Etidyum bromiir ¢6zeltisi

-Yiikleme tamponu

-Agaroz jeli

-DNA yikama ¢ozeltisi

-10 X Taq polimeraz tamponu

-PEX tamponu

%2 PVP, %3’lik 2- Mercaptoethanol

: 10 mM Tris, 1 mM EDTA ve pH 8.0

: 1000 uM lik ANTP karisimi (dATP, dGTP,
dCTP.dTTP)

: 100 uM

: 100 mMTris-HCl

125 mM

: 100 ng

: 90 mM tris borat, 2mM EDTA ve borik asit
kullanilarak pH:8.2’ye ayarlandi

: 10 mg / ml

: %25 bromofenol mavisi, %25 xylene cyanol ,
%30 gliserol ve %100°e TE tamponu ile
tamamlanir

: %3’liik agaroz jeli (TBE i¢inde)

:%76 etanol ve 10 mM amonyum asetat

: 100 mM Tris-HCL, 500 mM, KCL ve %l
Triton X-100

:6.25 mM PEX, 700 mM NaCl, 10 mM EDTA



43

Protein elektroforezinde kullanilan ¢ozeltiler

- Ekstraksiyon tamponu

-Elektroforez tampon ¢ozeltisi

-Ornek tamponu

-On ayrici jel ¢ozeltisi

-Ayirici jel ¢ozeltisi

-Stok boya ¢ozeltisi

-Boyama ¢ozeltisi

: 0.5 M Tris-HCI (pH:6.8), %10 SDS, %1 2-
Merkaptoetanol, %74 {ire

: 0.025 M Tris, 0.192 M Glisin, %0.1 (w/v)
SDS ve pH:8

: 0.5 M Tris-HCI (pH:6.8), Gliserol, SDS, 2-
Merkaptoethanol, Bromfenol mavisi

%3 (w/v) akrilamid, %0.043 (W/v)
N’N’metilenbisakrilamid, 1 M Tris (pH:6.8), %
0.1 (w/v) SDS

%10 (w/v) akrilamid, %0.06 (W/v)
N’N’metilenbisakrilamid, 1 M Tris (pH:8.8), %
0.1 (w/v) SDS
: Coomassie Brillant Mavisi G-250 (2gr boya
+ 56 ml derisik H;SO4le 2 litreye

tamamlanmaigtir)

: 300 ml stok boya ¢ozeltisi, 35 ml 10 N KOH,
50 ml’lik %100°1ik trikloro asetik asit (TCL)
(W/v)
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3.2. Metod

3.2.1. DNA izolasyonu

Mercimegin her bir kiiltiir hatti ve ¢esidinden alinan 8-10 bitkinin taze yapraklari

kullanilarak DNA izolasyonu yapilmistir (Resim 3.2.).

Resim 3.2. DNA izolasyonunda kullanilan taze yapraklar

Potasyum etil santojenat (PEX) yontemi

DNA izolasyonunda ilk olarak Potasyum Etil Santojenat (PEX) yontemi (78)
kullanilmistir. Her hat ve ¢esidin taze yapraklarindan 0.5-0.75 gr yaprak
mikrosantrifiij tiiplere konmustur. Tiiplere 50 pl PEX izolasyon tamponu ilave
edilerek dokular pargalayici ile ezilmistir. Dokular parcalandiktan sonra tiiplere
tekrar 450 pul PEX tamponu konmus ve tiipler kisa bir siire manyetik karistiricida
karistirilmistir. Tiipler su banyosunda 65 °C*de 30 dakika bekletildikten sonra 12000
rpm de 10 dakika santrifiij yapilmistir. Daha sonra tiiplerin ist kismindaki sivi
(supernatant) temiz 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine aktarildiktan sonra tiipler 6:1

oraninda etanol ve 7.5 M amonyum asetat ile doldurularak tiipler oda sicakliginda 30
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dakika bekletilmistir. Tiipler birka¢ kez ters-diiz edildikten sonra 3000 rpm de 10
dakika santrifiij edilmistir. Ustteki siv1 dokiildiikten sonra tiiplere dnce 300 pl TE
tamponu, sonrada 100 pg/ml RNAaz A ilave edilerek 37°C’de 1 saat inkiibasyona
birakilmistir. Tiipler 14000 rpm de 1 dakika santrifiij yapildiktan sonra iistteki sivi
temiz mikrosantrifiij tiiplerine konarak {izerleri 10:1 oraninda etanol ve 3 M sodyum
asetat karisimi ile doldurulmustur. Tiipler oda sicakliginda 30 dakika bekletildikten
sonra 5000 rpm de 5 dakika santrifiij edilmistir. Daha sonra iistteki sivi kisim
dokiilerek tiiplerdeki DNA pelleti %70’lik etanol ile yikanmustir. Alkol dokiilerek
tipler kagit havlular tizerinde ters c¢evrilerek kurutulmaya birakilmistir. DNA
kurutulduktan sonra pelletin blytikliigiine gore degismekle birlikte 50-200 pl

arasinda TE tamponu konarak kullanilincaya kadar —20°C’de saklanmustir.

Rogers ve Bendich yontemi

Rogers ve Bendich yonteminde (79) her hat ve gesitten 8-10 bitkinin yapragi,
porselen havanda sivi azot i¢inde ezilerek toz haline getirilmistir. Toz halindeki 1gr
materyal 50 ml’lik tiiplere konarak iizerine 20 ml 2X CTAB izolasyon tamponu
ilave edilmistir. Bu tampona %?2’lik askorbik asit ve %]1°lik sodyum bisiilfit
eklenmigtir. Bu karisim 15 saniye kadar manyetik karistirici ile karistirilmistir.
Tiipler 60 °C 1 saat kadar bekletilerek her 10 dakikada bir karistirilmistir. Daha sonra
tiiplerin lizerine 20 ml kloroform:izoamil alkol (24:1) eklenerek 15 saniye kadar

manyetik karistiricida karistirilmigtir.

Tipler buzda 10-30 dakika bekletildikten sonra 9000 rpm de 9 dakika santrifiij
yapilarak supernatantin temizligine goére ustte kalan sivi (supernatant) kismi yeni

mikrosantrifiij tiiplerine alinarak kloroform:izoamil basamag: tekrarlanmigtir.
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Usteki siipernatant kismi yeni bir tiipe aktarilarak 3 pl RNAaz A (30 mg/ml)
eklenerek 37 °C’de 1 saat bekletilmistir. Tiiplere siipernatant miktar1 kadar yaklasik
10-20 ml aras1 soguk izoproponal eklenerek buzdolabinda +4°C’de 30 dakika kadar
saklandiktan sonra 9000 rpm de 9 dakika santrifiij edilerek ustteki sivi atilarak
tiiplerin dibinde beyaz renkli DNA pelleti elde edilmistir. Tiiplerin i¢ine yaklasik 10
ml yikama ¢6zeltisi ilave edilerek tiipler birkag kez ters diiz edilerek oda sicakliginda
30 dakika kadar bekletildikten sonra tistteki sivi dokiilerek tekrar %70 ve %95°lik
etanolde 30 dakika bekletilerek yikanmistir. Daha sonra tistteki yikama sivisi
dokiilerek, DNA miktarina gore 200-500 pl arasi TE eklenip, DNA’lar kullanima
hazir halde —20°C’ de saklanmustir.

3.2.2. DNA miktari ve temizligi

DNA  miktar1 ve  temizligi Eppendorf  marka  spektrofotometre
(BIOPHOTOMETER)’ de 6l¢tilmiistiir. DNA miktar1 RAPD reaksiyonlar1 i¢in 100
ng’a seyreltilmistir. DNA miktarlar1 hesaplanirken C = Ay x F x SF  formiili
kullanilmistir. C = Hesaplanan miktar, A,y = 260 nm dalga boyundaki absorbansi, F

= faktorti ve SF ise seyreltme faktoriinii gostermektedir ( ¢ift zincirli DNA i¢in 50

pug/ml) (80).

DNA miktarlar1 100-5000 pg/ml arasinda sonuglanmistir (Cizelge 3.2.). DNA’nin
temizligi i¢in ise Azs0/280, A260/230 ve Az20 Ye bakilmistir. Clinkii DNA 260, protein 280
ve karbonhidratlarda 230 nm dalga boylarinda pik yapmaktadirlar. Temiz bir DNA
da Axgonso orant 1.8 ile 2.00 arasinda; Axeon30 orant ise 2.00 dan biiytik; Aspg ise sifira

yakin olmalidir (80).
3.2.3. Primer secimi
Mercimeklerde daha Once yapilmis benzer c¢alismalardan (51, 54, 66, 68, 71)

yararlanilarak alinan 10 baz dizisine sahip rastgele dizilimli 45 primer denenmistir

(Cizelge 3.3).



Cizelge 3.3. Mercimek hatlarinda ve ¢esitlerinde denenen primerler ve
dizileri

Primer Ad1 Primerin Baz Dizisi | Primerlerin % G+C
Icerikleri
OPA 02 TAGCGAGCTG 60
OPB 08 GTCCACACGG 70
OPB 11 GTAGACCCGT 60
OP 01 CCTGTAGTGG 60
OP 02 TACCTTCCGT 50
OP 03 GTCCGTTGGG 70
OP 04 GTTAGGTCGT 50
OP 05 TCTCTGTCCC 60
OP 06 TCGCCCCATT 60
OP 07 CGTGGTTCCC 70
OP 08 GTCCCGTTAC 60
OP 09 ACGCCCTAGT 60
OP 10 TTTCACATGG 40
OP 11 CTGTGCTGTG 60
SC 10-22 GTAGGCGTCG 70
SC 10-23 GGCTCGTACC 70
SC 10-38 GACCCCGGCA 80
SC 10-43 GCCTGGTTAC 60
SC 10-48 CTGGTATGCG 60
SC 10-53 CAGGGGACGA 70
SC 10-65 CAGGGGTGAT 60
SC 10-76 CGCAGACTTG 60
SC 10-77 AGATAGCGGG 60
SC 10-79 CGCCACGTTC 70
SC 10-82 GCCGTGAAGT 60
SC 10-91 CTCGACTAGG 60
SC 10-93 GCCTCCTACC 70
SC 10-94 GGGGTCGATT 60
SC 10-95 GGCGTCGGGG 90
SC 10-99 CAGGGCCGCT 80
OPB-4 GGACTGGAGT 60
OPG-13 CTCTCCGCCA 70
OPH-9 TGTAGCTGGG 60
OPH-12 ACGCGCATGT 60
OPR-3 ACACAGAGGG 60
OPU-16 CTGCGCTGGA 70
OPW-6 AGGCCCGATG 70
OPA-01 CAGGCCCTTC 70
OPA-10 GTGATCGCAG 60
OPA-11 CAATCGCCGT 60
OPA-12 TCGGCGATAG 60
OPA-17 GACCGCTTGT 60
OPB-05 TGCGCCCTTC 70
OPB-10 CTGCTGGGAC 70
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3.2.4. RAPD-PCR reaksiyonlari

RAPD reaksiyonlart Biometra marka T-GRADIENT thermalcycler’da 0.2 ml’lik
ince cidarli tiiplerde gerceklestirilmistir. RAPD reaksiyonlari her bir tiip i¢inde 25 pl’
ye ayarlanmigtir. 25 pl’lik reaksiyon hacmi 12.75 pl iki kez distile edilmis su, 2.5 pl
10x Taq polimeraz tamponu, 3.75 pul dANTPs (150 uM), 2.5 pl primer, 0.4 pl Taq
polimeraz (5 U/ul), 1 ul DNA (100 ng) ve 2 pul MgCL; (2.5000 pM)’den olusmustur.
En son reaksiyon karistminin konsantrasyonu 10 mM Tris-HCL, 50 mM KCL ve
%0.1 Triton X-100, 9uM primer, 150uM dNTPs, 2mM MgCL,, 100 ng DNA ve 2 U

Taq polimeraz olarak ayarlanmistir.

RAPD reaksiyon karisiminin tizerine 25 pl mineral yagi konarak reaksiyonlar T-
GRADIENT thermalcycler’da gergeklestirilmistir. PCR reaksiyonu toplam 44
devirde yapilmustir. 11k 6nce, 94 °C*de 2 dakikalik bir 6n denatiirasyon yapilmis olup
44 deviri kapsayan reaksiyon dongiileri: 94°C’ de 1 dakika denatiirasyon sicakligi,
kullanilan primerlere gore farkli derecelerde 1 dakikalik primer birlesme sicakligi
(31-46°C) ve 72 °C’de 2 dakikalik uzatma sicakligindan olusmustur. En son asamada

da sentez i¢in 72°C’de 5 dakikalik bir son uzatma sicakligi uygulanmistir.

Arastirmada kullanilan 10 primerin yapisma sicakliklari :

OPBOS5 primerinde 31°C, OPB10 primerinde 39°C, OPA17 primerinde 38°C, OPC02
primerinde 40°C, SC1091 primerinde 46°C, OPU16 primerinde 34°C, OPB07
primerinde 36°C, SC1079 primerinde 42°C, OP06 primerinde 40°C ve OP04

primerinde ise 30°C’ye ayarlanmistir

3.2.5. Bandlarin boyanmasi

RAPD reaksiyonlarindan olusan iiriinler %3’liikk 20X20 c¢m lik agaroz (1:1 Sea Kem
LE : Nuisieve) jelinde elektroforeze tabi tutularak 85 voltda 3 saat yiirtitilm{istir.

Ayristirilan RAPD bandlar1 agaroz jeline 0.5-1 pg/ml olarak ilave edilen etidyum
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bromiir ile boyanarak goriintiileme sisteminde (UVP Laboratory Products)

fotograflanmistir (81).
3.2.6. RAPD-PCR bandlarinin biiyiikliigii

RAPD bandlarinin biiytikliiklerini belirlemek i¢in 16 fragment iceren ‘Directload
Wide Range’ DNA markirt kullanilmistir. Bu fragmentler 50-10.000 baz c¢ifti
arasindadir. Bu markir jelde yiiriitiildiigiinde asagidan yukariya dogru sirasiyla 50,
100, 200, 300, 400, 500, 750, 1000, 1400, 1500, 2000, 3000, 4000, 6000, 8000 ve
10.000 baz ¢ifti verecek sekilde fragmentlerine ayrilmaktadir. Polimorfik RAPD
bandlarinin biiytikliikkleri DNA markirindaki bandlarin biiytikliikleri ile kiyaslanarak
yapilmistir.

3.2.7. RAPD-PCR polimorfizmi ve genetik mesafenin hesaplanmasi

RAPD bandlar1 1 ve 0 olarak kayit edilmis olup, ‘1’ bandin varligin1 ‘0’ ise bandin
yoklugunu gostermektedir. Mercimek hatlar1 ve ¢esitleri arasindaki benzerlik
iligkilerinin ~ belirlenmesinde  polimorfik ve monomorfik bantlar birlikte
degerlendirilmistir. Mercimek ornekleri arasindaki benzerlik iligkileri SPSS paket
programindaki (82) analiz, siniflandirma ve hiyerarsik siniflandirma komutlari

icerisinde yer alan Oklid (Euclidean distance) mesafesine gére belirlenmistir.
Oklid mesafesi = d (x,y) = ||x-y ||2

Oklid mesafeleri kullanilarak yapilan kiimeleme analizi sonucu mercimek hatlar1 ve

cesitleri arasindaki benzerlik iliskisini gosteren dendrogram yapilmustir.

3.3. Mercimek hatlar1 ve cesitlerinden izole edilen tohum proteinlerine SDS-

PAGE uygulamasi

Her bir mercimek hat ve ¢esidinden alinan 5-10 tohumun proteinine SDS-PAGE

uygulanmasi Laemli yontemine gore yapilmistir (83). SDS-PAGE elektroforezinde,
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200 x 200 mm boyutlarinda ve dikey konumda olan bir elektroforez cihazi (Owl

Separation System, P10DS, 147566) kullanilmistir.

Ayirict jel c¢ozeltisine 0.25 g/t amonyum persiilfat (APS) eklenerek ve 0.5 ml/lt
tetrametilen diamit (TEMED) eklenerek 160 x 160 x 1.0 mm’lik kaliba dokiilmiistiir.
Polimerlesme gergeklestikten sonra 6n ayirma jeline 0.375 gr/lt APS ve 0.75 ml/lt
TEMED eklenerek, ayirma jeli tizerine dokiilmiistiir. Elektroforez islemi bandlar1 20
mA/jel sabit akimda 6-8 saat yiiriitiilerek yapilmistir. Jeller elektroforez isleminden
sonra, bir gece boyama c¢ozeltisinde bekletilerek boyanmistir. Boyamasi yapilan
jeller, %10’luk TCA ve %33’likk derisik metanol igceren boya giderme ¢6zeltisine
alimmustir. Jeller saf su ile birka¢ kez yikandiktan sonra fotograflari g¢ekilmistir.

Fotograflardan polimorfizm gdsteren protein bandlari bir ve sifir olarak okunmustur.
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4. DENEYSEL BULGULAR VE TARTISMA

4.1. RAPD-PCR Teknigi Kullanilarak Mercimek Hatlar1 ve Cesitlerinin

Aralarindaki Genetik iliskinin Belirlenmesi

Bitki 1slah1 programinda gen kaynaklarinin etkin bir sekilde kullanilabilmesi i¢in gen
kaynaklarindaki ve kiltiir hatlarindaki genetik c¢esitliligin  tespit edilmesi
gerekmektedir. Bu ¢alismada mercimek hatlar1 ve gesitlerindeki genetik ¢esitlilik

SDS-PAGE ve RAPD teknigi ile tespit edilmistir.

4.1.1. DNA izolasyonu

Mercimek hatlar1 ve ¢esitlerine ait 6rneklerden ilk olarak Potasyum Etil Santojenat
(PEX) tamponu (78) kullanilarak DNA izole edilmistir. Bu yontemin se¢ilmesinin
amaci mercimek materyalinin sivi azot iginde ezilmesine gerek duyulmamasi
olmustur. Fakat bu yontemle izole edilen mercimek DNA’larinda kirilmalar meydana

gelmistir.

PEX yontemiyle izole edilen mercimek DNA’lar1 %]1°lik agaroz jelinde
yuriitildiginde kirilma gosteren DNA’larda ¢izgi seklinde tek bir band elde

edilemeyerek bandlar kuyucuklar boyunca dagilim gostermistir.

DNA ¢ok kolay bir sekilde kirilabildiginden dolayi, Wilson ve Walker (32)'in
belirttigi gibi DNA’da meydana gelen bu kirilmalarin sebepleri arasinda DNaz’lar ve
izolasyon sirasinda uygulanan fizksel gii¢ olabilmektedir. DNA izolasyonu sirasinda
dokular1 ezmek i¢in sivi azot kullanilmadigindan dolay1 dokularin parcalanmasiyla
aktif hale gecen DNaz’lar DNA’nin kirilmasina neden olmus olabilirler.

Weising vd., RAPD yonteminde ne kadar saf ve yiiksek molekiiler agirlikli DNA
izole edilebilirse bandlarin belirginliginin ve {iretilebilirliginin o derece arttigini
belirtmislerdir (31). Mercimek hatlar1 ve ¢esitlerinde yapilan arastirma sonuglar1 da
Weising vd., nin (31) ve Penner’ in bulgulariyla (30) uyum igindedir. Arastirmacilar

RAPD yo6nteminde ne kadar saf ve yiiksek molekiiler agirlikli DNA izole edilebilirse
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bandlarin belirginliginin ve iiretilebilirliginin o derece arttigini belirtmislerdir. Ayrica
Weising vd. (1995), RAPD yonteminde DNA’nin az miktardaki parcalanmasinin
amplifikasyon profilinin degismesine sebep oldugunu, DNA’daki yiiksek miktarda
par¢alanmanin ise amplifikasyonun yapilamamasmna yani PCR iirliniiniin
olusmamasina neden oldugunu belirtmislerdir. PEX tamponu kullanilarak izole
edilen mercimek DNA’larinda kirilmalar meydana gelmis olup, bu DNA’larda
yapilan optimizasyon ¢alismalarinin hi¢ birinde amplifikasyon {riini elde

edilememistir.

4.1.2. DNA miktar1 ve saflig1

PEX metoduyla pargalanmamis tek bir ¢izgi halinde DNA izole edilememesinden
dolay1, daha sonra bir baska DNA izolasyon metodu olan CTAB metoduyla, ¢esitler
ve hatlarda DNA izolasyonu gergeklestirilmistir. %2 CTAB (79) tamponu
kullanilarak, buna %2’lik polivinilpyrolidon eklenmistir. Bu yontemin sonucunda
izole edilen DNA’larda ise kararma meydana gelmistir. Weising’in de belirttigi (77)
gibi DNA’nin kararmast polifenollerden ve quinonik bilesiklerden dolay1

olabilmektedir.



53

Sekil 4.1. CTAB yontemiyle izole edilen DNA’da meydana gelen kararma

Aragtirma  sonuglar1 fenolik bilesikler tarafindan DNA’larda meydana gelen
kararmalarin, PCR amplifikasyonunu etkiledigini hatta hi¢ amplifikasyon

yapilamadigini ortaya koymustur.

Polifenollerin zararli ve oksitleyici etkisi genellikle izolasyon tamponuna (1) %1-2
diizeyinde bovin serum albumin (BSA), polivinilpyrolidon gibi polifenol tutucularin,
(2) izolasyon tamponuna dietildithiokarbomik asit (DIECA) gibi fenoloksidaz
inhibitorlerinin ve (3) sodyum bisiilfit, sistein, askorbik asit, 2-merkaptoethanol gibi

antioksidantlarin eklenmesiyle ortadan kaldirilabilir (31).

CTAB metoduyla izole edilen DNA’larda meydana gelen kararma sorunu, Rogers ve
Bendich‘in %2’lik CTAB tamponuna (79) %?2’lik askorbik asit ve %1°lik sodyum
bisiilfit ilave edilerek c¢oziilmiistiir. Sonu¢ olarak PCR amplifikasyonu DNA’da

kararma sorunu ve kirilma sorunu ¢6ziildiikten sonra yapilabilmistir.



54

Rogers ve Bendich’in %2’lik CTAB metoduyla izole edilen DNA’larin miktarlari,
DNA’nin proteinlerce ve karbonhidratlarca kontaminasyon durumlari Cizelge 4.1°de

verilmistir.

Cizelge 4.1 incelendiginde DNA miktar1 20 pg ile Akm 434 ve 237 hatlarinda en az
bulunurken, Seyran ¢esidinde ise 1820 pg ile en yiiksek bulunmustur. DNA’nin
proteinlerce safligi yani Ajgonso orani ise Akm 2202-6 hattinda 1.24 ile en az, Akm
493°te ise 2.9 ile en yiiksek bulunmustur. Geriye kalan hatlar ve ¢esitlerin biiytik bir
kisminda Ajeongg oram1  1.80 ile 2.00 arasinda bulunmustur. DNA’nin
karbonhidratlarca saflig1i yani Ajspneo orant Akm 2202-10 hattinda 0.11 ile en az
bulunurken, Akm 427 hattinda ise 2.94 ile en yiiksek bulunmustur. Tablodan da
gortldiigii gibi Asson60 orant hatlar ve cesitlerin biiyiik bir kisminda 2.00°dan asagi

bulunmugtur.

Fritsch vd., bazi primerlerin DNA’nin saf olmamasindan dolay1r zayif bandlar
verdigini ve bu nedenle de bazi primerlerin DNA’nin temizligine diger primerlerden
daha hassas oldugu tespit edilmistir. DNA’nin safliginin artirildiginda bandlarda bir
iyilesmenin oldugu kaydedilmistir (38). Arastirmanin bulgular1 da Fritsch vd.
(1993)’nin sonuglarina paralellik gostermektedir. DNA’nin protein ve karbonhidrat

ile kontaminasyonunun PCR amplifikasyonunu zayiflattigi tespit edilmistir.



Cizelge 4.1. Hatlar ve ¢esitlerde DNA miktarlar ve safliklari

Hatlar ve DNA miktar1 A260/280 A2301260
Cesitler (ug/ml)

Akm613 62 1.58 2.17
Akm 606 668 2.04 227
Kafkas 23 1.66 291
Ozbek 714 2.12 1.04
Akm 2202-11  |506 1.59 1.50
Akm 2202-10 |30 2.88 0.11
Akm 2206-2 109 2.17 1.15
Yerli Kirmizi 1091 1.73 1.64
Akm 242 35 2.01 0.52
Akm 235 240 1.80 1.0
Ciftei 1744 1.55 2.08
Ali Day1 685 1.81 1.80
2204-5 198 1.89 1.54
Malazgirt 310 1.89 2.03
Sultan 1773 1.68 1.73
Kay1 1527 1.86 1.87
Emre 1377 1.58 1.31
Frrat 486 1.75 1.5
Meyveci 564 1.68 1.51
Erzurum 1013 1.72 2.72
Pul 11 43 2.64 0.54
Seyran 1820 1.70 1.59
Akm 610 119 2.11 1.89
Akm 612 77 2.11 2.0
Akm 397 486 1.73 1.99
Akm 2206-5 704 1.49 1.16
Akm 615 141 1.89 0.89
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Cizelge 4.1. (Devam) Hatlar ve ¢esitlerde DNA miktarlar1 ve safliklar

Akm 2206-3 266 2.08 0.81
Akm 565 988 1.92 0.77
Akm 563 183 1.97 1.77
Akm 602 86 1.89 0.71
Akm 272 908 1.52 0.77
Akm 427 370 1.97 1.31
Akm 604 806 1.89 2.94
Akm 616 161 1.86 1.23
Akm 2204-6 76 2.60 1.14
Akm 105 97 2.64 0.94
Akm 272 174 2.08 1.23
Akm 237 20 1.70 1.43
Akm 583 270 1.89 1.36
Akm 493 87 2.9 0.87
Akm 574 196 1.38 0.92
Akm 2201-11 |90 2.49 1.55
Akm 2204-4 246 1.91 1.56
Akm 2204-10 | 131 2.33 1.21
Akm 434 20 2.1 1.45
Akm 492 198 1.74 1.26
Akm 2201-8 704 1.79 1.54
Akm 600 141 1.84 0.63
Akm 2202-6 266 1.24 1.06
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4.1.3. Primer se¢imi

Toplam 45 primer arastirmada denenmis olup, bunlar arasindan iretilebilirligi en
yiksek olan, polimorfik 10 primer arastirmada kullanilmistir. Kirk bes primerin
denenmesi sirasinda Akm 606 hatti kullanilmistir. Bu hattin se¢ilmesinin nedeni
DNA okumasinin, Ajgnso Ve Azsoneo oranlarinin literatiirde belirtilen optimum

degerlerle (80) uyum i¢inde olmasindandir.

Skroch ve Nienhuis, Phaseolus vulgaris’te RAPD bandlarinin {iretilebilirligini ve
bandlarin kayit edilmesi sirasinda olusan hatay1 arastirmis olup, kayit etme hatasini
%2 olarak belirtmislerdir. RAPD bandlarinin iretilebilirligi {izerinde RAPD
primerlerinin etkisinin 6nemli oldugu vurgulanarak ve net band veren primerler

secilerek tretilebilirligin arttirildigr belirtilmistir (41).

Arastirmada kullanilan 10 primerin parlakligi ve netligi de birbirinden farklilik
gostermektedir. OPB10, OPB5, OPC2, OPU16 ve SC1091 primerleri OP04, OP06,
SC1079, OPA17 ve OPB7 primerlerine gore daha parlak ve daha net polimorfik
bandlar vermistir. Arastirmadan elde edilen bulgular Skroch ve Nienhuis’un

sonugclari ile paralellik gostermektedir.

Uretilebilir RAPD primerleri secilerek hem teknigin beraberinde getirdigi hatalar
azaltilabilir hem de laboratuarlar arasinda ve i¢inde RAPD bandlarinin yiiksek

oranda tekrarlanabilirliginin saglanabilecegi sonucuna varilmaktadir.

Cizelge 4.2°te OPBS primerinden 5, OPB10 primerinden 4, OPA 17 primerinden 6,
OPCO02 primerinden 4, SC1091 primerinden 3, OPU16 primerinden 2, OPB7
primerinden 2, SC1079 primerinden 1, OP06 primerinden 4 ve OP04 primerinden 1
polimorfik band kayit edilmistir.
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Cizelge 4.2. Denemede kullanilan primerlerdeki polimorfik band sayilari

Primer Primer Ad1 Polimorfik Toplam % Polimorfik
Sayisi Bandsayisi Band Sayis1 | Band Sayisi

1 OPBO05 5 5 100

2 OPB10 4 5 80

3 OPA17 6 8 75

4 OPC02 4 5 80

5 SC1091 3 7 43

6 OPUI16 2 4 50

7 OPB7 2 4 50

8 SC1079 1 5 20

9 OP06 4 5 80

10 OP04 1 3 33
Toplam 32 51 63

4.1.4. RAPD-PCR polimorfizmi ve genetik mesafenin hesaplanmasi

Polimorfik band tireten 10 primer ile yapilan hat ve ¢esitlerin RAPD profilleri Sekil
4.2; 4.3; 4.4; 4.5; 4.6; 4.7, 4.8; 4.9; 4.10 ve 4.11°de verilmistir. Primerlere gore
polimorfizm miktar1 ise ¢izelge 4.2°de verilmistir. Polimorfik RAPD bandlarinin

okunmasi da Cizelge 4.3; 4.4; 4.5, 4.6, 4.7, 4.8;4.9; 4.10; 4.11; 4.12°de verilmistir.

Primerlere diisen polimorfizm incelendiginde en yiiksek polimorfizm %100 ile OPBS5
primerinde, en disiik polimorfizm ise %20 ile SC1079 primerinde goriilmiistiir.
Primer basina ortalama olarak 0.63 polimorfizm goériilmiistiir (Cizelge 4.2). RAPD
profillerinde olusan hem monomorfik hem de polimorfik bantlarin okunmasi
sonucunda ise OP04 primerinde 3, OP06 primerinde 5, OPU16 primerinde 4,
SC1079 primerinde 5, OPC2 primerinde 5, OPB7 primerinde 4, SC1091 primerinde
7, OPBS5 primerinde 5, OPB10 primerinde 5 ve OPA17 primerinde ise 8 olmak tizere
toplam 51 bant kayit edilmistir (Cizelge 4.2).
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Sekil 4.2. OP04 primeri ile hatlar ve ¢esitlerin RAPD-PCR band profilleri

Cizelge 4.3. OP04 primeri ile hatlar ve cesitlerin RAPD-PCR band profillerinin

okunmasi (Ornegin, 400 baz ¢iftine karsilik gelen bandin okunmasi)
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Sekil 4.4. OPU16 primeri ile hatlar ve ¢esitlerin RAPD-PCR band profilleri

Cizelge 4.5. OPU16 primeri ile hatlar ve cesitlerin RAPD-PCR band profillerinin

okunmasi (Ornegin, 500 baz ¢iftinin hemen iistiindeki bandin okunmast)
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Sekil 4.5. SC1079 primeri ile hatlar ve ¢esitlerin RAPD-PCR band profilleri

Cizelge 4.6. SC1079 primeri ile hatlar ve ¢esitlerin RAPD-PCR band profillerinin

okunmasi (Ornegin, 200 baz ¢iftinin hemen iistiindeki bandin okunmas)
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Sekil 4.6. OPBS primeri ile hatlar ve ¢esitlerin RAPD-PCR band profilleri

Cizelge 4.7. OPBS primeri ile hatlar ve gesitlerin RAPD-PCR band profillerinin
okumasi (Ornegin, 750 baz ¢iftine karsilik gelen bandin okunmast)
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Sekil 4.7. OPB10 primeri ile hatlar ve ¢esitlerin RAPD-PCR band profilleri

Cizelge 4.8. OPB10 primeri ile hatlar ve gesitlerin RAPD-PCR band profillerinin

okunmasi (Orne

, 400 baz ciftine karsilik gelen bandin okunmast)
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Sekil 4.8. OPC2 primeri ile hatlar ve ¢esitlerin RAPD-PCR band profilleri

Cizelge 4.9. OPC2 primeri ile hatlar ve ¢esitlerin RAPD-PCR band profillerinin

okumasi (Ornegin, 500 baz ¢iftine karsilik gelen bandin okunmasi)
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Sekil 4.9. SC1091 primeri ile hatlar ve ¢esitlerin RAPD-PCR band profilleri

Cizelge 4.10. SC1091 primeri ile hatlar ve g¢esitlerin RAPD-PCR band profillerinin

okumasi (Ornegin, 400 baz ¢iftine karsilik gelen bandin okunmasi)
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Sekil 4.10. OPA17 primeri ile hatlar ve ¢esitlerin RAPD-PCR band profilleri

, 200 baz ciftine karsilik gelen bandin okunmast)
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Cizelge 4.11. OPA17 primeri ile hatlar ve ¢esitlerin band profillerinin okunmasi
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OPB5 primerinden 100 ile 1000; OPB10 primerinden 200 ile 750; OPA17
primerinden 200 ile 1400; OPC2 primerinden 300 ile 750; OPU16 primerinden 300
ile 1400; OPB7 primerinden 300 ile 1400; SC1091 primerinden 100 ile 1500, OP04
primerinden 300 ile 1000; SC1079 primerinden 200 ile 1400 ve OP06 primerinden
200 ile 1400 baz ¢ifti arasindaki bandlar kayit edilmistir. Bandlarin biiyiiklikleri

markirlar kullanilarak belirlenmistir.

Oklid mesafesine bakildiginda ilk olarak aralarinda genetik farklilik bulunmayan
populasyonlar goze ¢arpmaktadir (Ek 1). Akm 2202-10 hatt1 ile Meyveci arasinda;
Akm 492 ile Akm 583 hatlar1 arasinda; Akm 600 ile Akm 602 hatlar1 arasinda ve
Akm 2206-3 ile Akm 583 hatlar1 arasinda genetik olarak bir farklilik bulunmamuistir.
Arastirma bulgular1 kiiltiir mercimeginin cesitleri ve hatlar1 aralarindaki genetik
farkliligin az oldugunu hatta yukarida belirtildigi gibi baz1 6rnekler arasinda higbir
farklilik bulunmadigini ortaya koymustur. Bu sonuglar Ferguson vd. (52), Abo-
elwafa vd. (68), Ford vd. (54), tarafindan yapilan ¢aligsmalarin sonuglariyla paralellik
gostermektedir. Ferguson vd., Lens cinsinin Lens culinaris ssp. orientalis (Boiss.)
Hand.-Mazz., Lens odemensis (Ladizinsky), Lens ervoides (Brign.) Grande, Lens
nigricans (Bieb.) Godr., Lens lamottei (Schreber) Alef. olmak {izere bes yabani
tiirtinde 11 izoenzim lokusundan ve 3 RAPD primerinden olusan genetik varyasyonu
rapor etmisler. Lens culinaris ssp. orientalis ve Lens lamottei nin populasyonlari
arasinda onemli derecede bir genetik varyasyon goriilmesine ragmen, genel olarak
dusiik varyasyon diizeyi tespit etmislerdir (52). Yine Abo-elwafa vd., RAPD
markirlarin1 kullanarak mercimek tiirleri arasindaki ve mercimek tiirleri igindeki
varyasyonu arastirmiglardir. Arastirmacilar ¢alismalarinda 40 tane 10 bazlik
polimorfik primerler kullanmis olup, bu primerlerden 10 tanesinde 50 tane kayit
edilebilir band tespit etmiglerdir. Arastirma sonucu kiiltiir mercimegindeki genetik
varyasyonun yabani tiirlerine gore diisiik oldugunu gostermistir. Arastirmacilar tiir
ici varyasyonun 0.000-0.316 ile en diisiik kiiltiir mercimeginde oldugunu, kiltiir
mercimeginin Lens ervoides hari¢ yabani tiirleri Lens odomensis, Lens nigricans ve
Lens orientalis’te ise yiiksek miktarda tiir i¢i varyasyonun oldugunu belirtmislerdir.
Fakat Lens ervoides’te ise tiir i¢i varyasyonun diisiik oldugunu tespit etmislerdir.

Arastirmacilar ¢alismalarindan bulduklar1 verilere goére kiiltir mercimeklerindeki
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varyasyonun sinirli oldugunu belirterek, tanimlamanin daha iyi yapilabilmesi i¢in
daha ¢cok RAPD markirinin kullanilmast gerektigini belirtmislerdir (68). Ford vd.
(54)’'nin Lens culinaris ssp. culinaris’in 16 hat ve gesitlerinde RAPD analizi ile
yapilan genetik yakinlik analizinden elde ettigi sonuglarla bizim ¢alismamizda elde
ettigimiz sonuglar aralarinda genetik farklilik bulunmayan populasyonlar dikkate
alindiginda benzerlik gostermektedir. Arastirmacilar populasyonlar arasindaki en
fazla genetik uzakligi 0.36 olarak bulmuslar ve bununda sinirl bir genetik varyasyon
oldugunu kaydetmislerdir. Buna karsin ¢calismamizda en yiiksek genetik mesafe 1 ile
Seyran ve Yerli Kirmiz1 ¢esidi arasinda bulunmus olup Ford vd. (54)’nin yapmis
oldugu calismadan farklilik gostermektedir. Ford vd. (1997) nin arastirmalarinda
toplam 44 band kayit edilmis ve bunlarin 25’1 polimorfizm (%57) gostermistir.
Herhangi iki cesit veya hat arasindaki genetik varyasyonun diizeyi minimum %9
(ILL3640 ve ILX 87247) ve maksimum %46 (ILL3257 ve ILL 4532) arasinda
bulunmus olup, ortalamast %23 olarak kaydedilmistir. Her bir primer 4-9 arasinda
kayit edilebilir band vermis ve bunlarin biiytikliikleri 300 — 3500 baz ¢ifti arasinda
oldugu rapor edilmistir. 64 bireyin her ikisinin arasinda bulunan maksimum genetik
uzaklik %48 olarak bulunmustur. Dendrogram sonucunun varyeteler/hatlar arasinda

kismen diisiik bir genetik mesafe (0.36) siki bir gruplanma oldugunu kaydetmistir.

Mercimek ¢esitlerini ve hatlarini kiimelemede kullanilan Oklid mesafesine (Ek1)
bakildiginda aralarinda en fazla genetik mesafe bulunan populasyonlar ‘1’ ile Seyran
ve Yerli Kirmiz1 ¢esidi arasinda olup, en kiigiik genetik mesafe ise ‘0’ ile Akm
2202/10 ve Meyveci, Akm 600 ile Akm 602, Akm 492 ile Akm 237 ve Akm 2206/3

ile Akm 583 arasinda bulunmustur.

Monomorfik ve polimorfik olmak iizere toplam 51 bant (Ek 2) dikkate alinarak SPSS

paket programi ile yapilan dendrogram Sekil 4.12°de verilmistir.
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. RAPD bandlar1 kullanilarak mercimek orneklerinde yapilan kiimeleme
analizi sonucu olusan dendrogram
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Dendrogram (Sekil 4.12) sonucuna gore mercimek hat ve gesitleri {i¢ ana gruba

ayrilmaktadir.

Birinci ana grup Akm 583, Akm 2206-3, Akm 492, Akm 2204-10, Akm 434, Akm
2201-8, Akm 602, Akm 600, Akm 493, Akm 563, Akm 565, Akm 613, Akm 574,
Akm 616, Akm 237, Akm 427, Akm 2202-6, Akm 2204-4, Akm 604, Akm 2204-6,
Akm 2202-11, Akm 2204-5, Malazgirt, Firat, Akm 612, Erzurum, Akm 397, Akm
2206-5, Sultan, Pul 11, Akm 606, Kafkas, Emre, Akm 2202-10, Meyveci, Akm
2206-2, Kay1, Ozbek, Yerli Kirmizi, Cift¢i, Akm 610, Akm 242, Ali Day1 ve Akm
235 populasyonlarindan olusmaktadir. Birinci ana grupta kendi icerisinde iki alt
gruba ayrilmistir. Birinci alt grup Akm 583, Akm 2206-3, Akm 492, Akm 2204-10,
Akm 434, Akm 2201-8, Akm 602, Akm 600, Akm 493, Akm 563, Akm 565, Akm
613, Akm 574, Akm 616, Akm 237, Akm 427, Akm 2202-6, Akm 2204-4, Akm 604,
Akm 2204-6, Akm 2202-11, Akm 2204-5, Malazgirt, Firat, Akm 612, Erzurum,
Akm 397, Akm 2206-5, Sultan ve Pul 11 ¢esidinden olusmaktadir. Ikinci alt grup ise
Akm 606, Kafkas, Emre, Akm 2202-10, Meyveci, Akm 2206-2, Kay1, Ozbek, Yerli
Kirmizi, Cift¢i, Akm 610, Akm 242, Ali Day1 ve Akm 235 Oorneklerini
kapsamaktadir. Birinci alt grup igerisinde yer alan Malazgirt, Firat ve Pul cesitleri
kirmiz1 tohum rengine sahipken, Sultan ve Erzurum gesitleri yesil tohum rengine
sahiptir. Ikinci alt grup icerisinde yer alan Kafkas, Emre, Ozbek, Yerli Kirmizi,

Ciftei ve Ali Day1 kirmiz1 kotiledon rengine sahiptir.

Ikinci ana grubu ise Akm 2202-1, Akm 272 ve Akm 105 &rnekleri olusturmaktadir.

Uctincii grupta sadece Akm 610 ve Seyran cesidi yer almaktadir. Denemede
kullanilan gesitler 3 gruba ayrilmistir. Birinci grup Malazgirt, Firat, Erzurum, Sultan
ve Pul cesitlerini kapsamaktadir. Ikinci grup Kafkas, Emre, Meyveci, Kay1, Ozbek,
Yerli Kirmizi, Cift¢i ve Ali Day1 gesitlerini icermektedir. Uctincii grupta ise sadece
Seyran ¢esidi yer almaktadir. Sonug olarak ¢esitler lic ana grupta toplanmis olup bu
gruplarda yer alan cesitler kendi aralarinda genetik farkliliklar gostermektedir.

Kisaca, ¢esitler genetik olarak birbirlerinden farklilik géstermislerdir.
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4.2. SDS-PAGE Yointemiyle Mercimek Hatlar1 ve Cesitlerinin Aralarindaki

Genetik Iliskinin Belirlenmesi

Bu ¢alismada mercimek ¢esitleri ve hatlarina ait tohumlarin toplam proteinlerinde
SDS-PAGE yontemiyle tohum depo protein polimorfizmine bakilmigtir. SDS-PAGE
sonucunda elde edilen elektrophoregramlarda 35 ile 116 kDa arasinda olan protein
bandlar1 araliginda polimorfizm gézlenmistir (Sekil 4.13). SDS-PAGE yontemiyle

elde edilen protein bandlarinin okunmasi Cizelge 4.13’te verilmistir.

35 ile 116 kDa arasindaki polimorfizm gosteren 5 protein bandlarinda bandin varligi
‘1 yoklugu da ‘0’ olarak kayit edilmis (Cizelge 4.13) olup, SPSS programiyla (82)
Oklid mesafesi hesaplanmustir (Ek 2).

SDS-PAGE elektrophoregramlarindan okunan polimorfik protein bandlarina goére
hatlar ve gesitler 3 farkli ana grupta toplanmiglardir (Sekil 4.14). Birinci ana grupta
Ali Day1, Akm 237, Seyran, Akm 242, Sultan, Firat, Sazak, Ciftci, Emre, Malazgirt
ve Pul 11 ¢esitleri yer almaktadir. Birinci ana grup igerisinde iki alt grup yer almistir.
Birinci alt grup Ali Dayi, Akm 237, Seyran ve Akm 242 orneklerinden, ikinci alt
grup ise Sultan, Firat, Sazak, Ciftci, Emre, Malazgirt ve Pul 11 O6rneklerinden
olusmustur. Ikinci ana grup ise Yerli Kirmizi, Akm 434 ve Erzurum orneklerini
kapsamaktadir. Uclincii ana grupta ise Akm 235, Meyveci ve Kay1 6rnekleri yer

almaktadir.

Hatlarin ve g¢esitlerin ti¢ ayr1 ana grupta toplanmalarina ragmen, bu gruplarin
icerisinde yer alan bazi 6rnekler arasinda genetik bir farklilik gézlenmemistir. Birinci
ana grup icerisinde Ali Day1, Akm 237, Seyran ve Akm 242 6rnekleri arasinda; Firat
ve Sazak cesitleri arasinda ve Cift¢i, Emre ve Malazgirt ¢esitleri arasinda bir farklilik
gozlenmemistir. Ikinci grup igerisinde de Yerli Kirmizi, Akm 434 ve Erzurum
ornekleri arasinda bir farklilk gozlenmemistir. Uglincii grupta ise Akm 235 ve
Meyveci oOrnekleri arasinda genetik bir farklilik gézlenmemistir. SDS-PAGE
yonteminde mercimek cesitlerini ve hatlarim1 kiimelemede kullanilan Oklid

mesafesine gore en biiyiik genetik mesafe Ozbek ile Kayi; Firat ile Akm 235 ve
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Meyveci; Akm 235 ile Erzurum, Sazak, Yerli Kirmizi ve Akm 434; Meyveci ile
Erzurum, Sazak, Yerli Kirmizi, Akm 434 ve son olarakta Kay ile Pul 11 arasinda
olup, ‘1.00° olarak bulunmustur. En kiuigiik genetik mesafe ise sifir olarak

gozlenmistir (Ek 3).

Dinelli vd., hem ¢ift ¢ceneklilerde hem de tek ¢eneklilerde bitki tiirlerini ve ¢esitlerini
tanimlamada ve ayirmada tohum proteinlerinin elektroforetik analizlerinin 1960°tan
bu yana kullanildigini belirtmislerdir (84). SDS-PAGE yonteminden elde edilen
tohum depo protein profili cinsler igerisindeki tiirlerin ayrilmasinda ve
tanimlanmasinda yaygin olarak kullanilmis olup, bir ¢ok bitki tiiriinde taksonomik ve
filogenetik problemleri ¢ozmede gii¢li bir yontem oldugu belirtilmistir (84-87).
Ayrica, SDS-PAGE yonteminden elde edilen tohum depo protein profili gevresel
sartlardan biiylik oranda bagimsiz olmalar1 nedeni ile de bir ¢ok bitkide ¢esitlerin
ayrilmasinda ve tanimlanmasinda da yaygin olarak kullanilmistir (84, 88-91). Dinelli
ve Lucchese, SDS-PAGE yontemi ile Lolium gesitlerinde tohum protein profilini
arastirmislar ve ¢esitler arasinda 16.8 ve 96.8 kDa arasinda degisen 27 adet protein
alt tnitesi belirlemislerdir. Arastirmacilar Lolium cesitlerinin hepsinin SDS-PAGE
yontemi ile net bir sekilde birbirinden ayrildiklarini tesbit etmislerdir (88). Barakat,
alt1 soya fasulyesi ¢esidinde (Clark, Crawford, Giza 83, Giza 21, Giza 35 ve Giza
111) SDS-PAGE yontemi ile genetik iliskiyi arastirmis ve 6.5 ile 149 kDa arasinda
degisen toplam 25 bant tesbit etmistir. Arastirmaci denedigi 6 ¢esit arasinda 116 kDa
luk bir bandin Clark ve Giza 35 te bulunmadigini ve 89 kDa luk bir bandin da
sadece Giza 111 de bulundugunu belirtmis olup, c¢esitleri birbirleri ile ayirmada
giiclik ¢ekmistir (92). Calismamizda ise SDS-PAGE elektrophoregramlarindan
okunan polimorfik protein bandlarina gére mercimek hatlar1 ve cesitleri 3 farkli ana
grupta toplanmis (Sekil 4.14) olup, ornekler birbirlerinden ayrilmistir. Ayrica,
calismamizda SDS-PAGE elektrophoregramindan okunan tigiincii bant sadece Kay1
ve Meyveci ¢esitlerinde olup diger c¢esitlerden net bir sekilde ayirim
gostermektedirler. Buna karsin birinci ana grupta Ali Dayi, Akm 237, Seyran ve
Akm 242 ornekleri arasinda; Firat ve Sazak ¢esitleri arasinda; Cift¢i, Emre ve
Malazgirt ¢esitleri arasinda; ikinci ana grupta Yerli Kirmizi, Akm 434 ve Erzurum

Ornekleri arasinda ve tlg¢lincli grupta ise Akm 235 ile Meyveci 6rnekleri arasinda
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genetik bir farklihik go6zlenmemistir. Hem SDS-PAGE hem de RAPD-PCR
yontemine gore ¢esitler {ic grup altinda toplanmasina ragmen SDS-PAGE
yonteminde gruplarin i¢indeki bazi ¢esitler aralarinda farklilik géstermezken RAPD
yonteminde ise g¢esitler birbirinden kesin olarak ayrilmistir. Her iki yontemde de en
biiylik genetik mesafe “1.00°, en kiigiik genetik mesafe 0.00° olarak bulunmustur.
Fakat RAPD yonteminde en biiylik genetik mesafe Seyran ve Yerli Kirmiz1 ¢esidi
arasinda olup, en kiiciik genetik mesafe ise Akm 2202/10 ve Meyveci, Akm 600 ile
Akm 602, Akm 492 ile Akm 237 ve Akm 2206/3 ile Akm 583 arasinda bulunmustur.
Buna karsin SDS-PAGE yo6nteminde ise en biiyiik genetik mesafe Ozbek ile Kayi;
Firat ile Akm 235 ve Meyveci; Akm 235 ile Erzurum, Sazak, Yerli Kirmizi ve Akm
434; Meyveci ile Erzurum, Sazak, Yerli Kirmizi, Akm 434 ve son olarakta Kayi ile
Pul 11 arasinda olup, en kiigiik genetik mesafe ise Ali Dayi, Akm 237, Seyran, Akm
242 arasinda; Firat ve Sazak arasinda; Ciftci, Emre, Malazgirt arasinda; Yerli
Kirmizi, Akm 434, Erzurum arasinda; Akm 235 ve Meyveci arasinda genetik bir
farklilik gézlenmemistir.

Sonug¢ olarak hem SDS-PAGE yontemi hem de RAPD-PCR yontemi denemede

kullanilan hatlar ve ¢esitler arasindaki genetik iligkiyi belirlemede yararli olmustur.
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SDS-PAGE yontemiyle elde edilen protein bandlarinin
elektroforegrami. M-Markir (Molekiiler agirligi biiyiikten kiictige
dogru; B-galaktosidaz (116 kDa), Bovin Serum Albumin (66.2
kDa), Ovalbumin (45 kDa), Laktat dehidrogenaz (35kDa), REBsp
981(25 kDa), B-laktoglobulin (18.4 kDa), Lizozim (14.4 kDa)), 1-
Malazgirt, 2-Ozbek, 3-Ciftci, 4-Seyran, 5-Firat, 6-Akm 235, 7-
Emre, 8-Meyveci, 9-Erzurum, 10-Kay1, 11Akm 242, 12-AliDayz,
13-Sultan, 14-Sazak, 15-Yerli Kirmizi, 16-Pul 11, 17-Akm 434,
18-Akm 207
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Cizelge 4.13. SDS-PAGE yontemiyle elde edilen protein bandlarinin okunmasi
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Sekil 4.14. SDS-PAGE bandlar1 kullanilarak mercimek orneklerinde yapilan
kiimeleme analizi sonucu olusan dendrogram
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5. SONUC VE ONERILER

Bitki 1slah1 programinda gen kaynaklarinin etkin bir sekilde kullanilabilmesi igin ilk
sart gen kaynaklarindaki ve kiiltiir hatlarindaki genetik ¢esitliligin tespit edilmesidir.
Bu calismada kiiltiir hatlar1 ve gesitlerindeki genetik ¢esitlilik hem RAPD teknigi
hem de SDS-PAGE ile tespit edilmistir. RAPD yonteminden elde edilen arastirma
sonucuna gore bazi hatlar ve g¢esitler arasinda genetik olarak hic¢bir farklilik
bulunamamigtir. Akm 2202-10 hatt1 ile Meyveci arasinda; Akm 492 ile Akm 583
hatlar1 arasinda; Akm 600 ile Akm 602 hatlar1 arasinda ve Akm 2206-3 ile Akm 583
hatlar1 arasinda genetik olarak bir farklilik bulunmamistir. Bu nedenle RAPD
yontemine gore aralarinda farklilik bulunmayan populasyonlardan biri 1slah
programinda tutulurken digerleri 1slah programindan ¢ikartilmalidir. Aralarinda
genetik  farklilik goziikkmeyen Orneklerin  1slah programindan ¢ikartilmasi
populasyondaki genetik cesitliligi azaltmayacak ve ayrica 1slah1 daha ekonomik ve

etkin kilacaktir.

RAPD yonteminden elde edilen arastirma sonucuna gére mercimek hat ve gesitleri

lic ana gruba ayrilmstir.

Birinci ana grup Akm 583, Akm 2206-3, Akm 492, Akm 2204-10, Akm 434, Akm
2201-8, Akm 602, Akm 600, Akm 493, Akm 563, Akm 565, Akm 613, Akm 574,
Akm 616, Akm 237, Akm 427, Akm 2202-6, Akm 2204-4, Akm 604, Akm 2204-6,
Akm 2202-11, Akm 2204-5, Malazgirt, Firat, Akm 612, Erzurum, Akm 397, Akm
2206-5, Sultan, Pul 11, Akm 606, Kafkas, Emre, Akm 2202-10, Meyveci, Akm
2206-2, Kay1, Ozbek, Yerli Kirmizi, Cift¢i, Akm 610, Akm 242, Ali Day1 ve Akm

235 populasyonlarindan olugmaktadir.

Ikinci ana grubu ise Akm 2202-1, Akm 272 ve Akm 105 &rnekleri olusturmaktadir.
Uciincii grupta sadece Akm 610 ve Seyran ¢esidi yer almustir.

SDS-PAGE yontemine gorede mercimek cesitleri {i¢ grup altinda toplanmustir.
Birinci ana grupta Ali Day1, Akm 237, Seyran, Akm 242, Sultan, Firat, Sazak, Ciftci,
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Emre, Malazgirt ve Pul 11 ¢esitleri yer almaktadir. Birinci ana grup igerisinde iki alt
grup yer almistir. Birinci alt grup Ali Dayi, Akm 237, Seyran ve Akm 242
orneklerinden, ikinci alt grup ise Sultan, Firat, Sazak, Cift¢i, Emre, Malazgirt ve Pul
11 orneklerinden olusmustur. Ikinci ana grup ise Yerli Kirmizi, Akm 434 ve
Erzurum &rneklerini kapsamaktadir. Ugiincii ana grupta ise Akm 235, Meyveci ve

Kay1 6rnekleri yer almaktadir.

SDS-PAGE yonteminde hatlar ve gesitler li¢c ana grupta toplanmalarina ragmen, bu
gruplar icerisinde yer alan baz1i Ornekler arasinda genetik bir farklilik
gozlenmemistir. Birinci ana grupta Ali Day1i, Akm 237, Seyran ve Akm 242 6rnekleri
arasinda; Firat ve Sazak c¢esitleri arasinda; Cift¢i, Emre ve Malazgirt gesitleri
arasinda; ikinci ana grupta Yerli Kirmizi, Akm 434 ve Erzurum 6rnekleri arasinda ve
liclincii ana grupta ise Akm 235 ile Meyveci 6rnekleri arasinda genetik bir farklilik

gbzlenmemistir.

Ulkemiz mercimek hat ve cesitleri arasindaki genetik mesafeler dikkate alindiginda
SDS-PAGE yonteminde aralarinda genetik farklilik olmayan diger bir ifadeyle
genetik mesafe sifir olan 6rnek sayist RAPD-PCR yontemine goére daha fazla
sayidadir. Bu nedenle SDS-PAGE yontemi mercimek hat ve cesitlerini karakterize
etmede RAPD-PCR yontemine gore biraz daha sinirli kalmistir. Fakat her iki yontem

de denemede kullanilan hatlar ve ¢esitleri gruplandirmada yararli olmustur.

SDS-PAGE ve RAPD-PCR metodlar1 mercimek ¢esitlerini ayirim bakimindan hem
benzer hem de farkli sonuglar ortaya koymustur. Her iki yontemde de Meyveci ve
Kay1 c¢esitleri ayn1 grup igerisinde yer almis ve birbirine ¢ok yakin olarak
gruplanmistir. Ayni sekilde hem Yerli Kirmizi ve Erzurum gesitleri hem de Pul,
Sultan, Firat ve Malazgirt cesitleri her iki yontemde ayni gruplar igerisinde yer
almigtir. Fakat RAPD-PCR yonteminde biitiin ¢esitler arasinda genetik farkliliklar
gozlenmis olup, RAPD-PCR yontemi ¢esitleri ayirmada SDS-PAGE yontemine gore

daha etkili bulunmustur.
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RAPD yonteminde polimorfizmin yiiksek olmasina ragmen bu yontemde bandlarin
tretilebilirligi bir ¢ok arastirmaci tarafindan sorgulanmistir ve bandlarin
tiretilebilirligini  etkileyen bir ¢ok faktoriin oldugu vurgulanmistir. Bir c¢ok
arastirmact AFLP, SSR gibi tekniklerin RAPD yontemine gore daha polimorfik
oldugunu ve daha net tiretilebilir bandlar olusturduklarini belirtmislerdir. Bu nedenle
mercimek hat ve ¢esitlerindeki polimorfizmi daha iyi bir sekilde tespit edebilmek
icin ilerde yapilacak olan c¢alismalarda AFLP ve SSR gibi tekniklerin kullanilmasi
Onerilebilir. AFLP, SSR teknikleri de RAPD gibi DNA tabanli ve dominant
tekniklerdir. Bu tekniklerde radyoaktif madde kullanimi gerekliligi ve SSR

yonteminin de dizi analizini gerektirmesi dezavantaj olusturmaktadir.

RAPD yonteminde primerlerin bandlarin tiretilebilirligini 6nemli derecede etkiledigi
belirlenmis olup, bandlarin iiretilebilirligini arttirmak amaciyla her bir primerin ayr1
ayrl optimizasyonunun yapilmasi Onerilebilir. Ayrica daha fazla sayida primer

kullanilarak mercimek genomu daha detayli incelenebilir.

Ulkemiz mercimek ¢esitleri ve hatlarmin genetik karakterizasyonunda RAPD-PCR
ve SDS-PAGE yontemleri uygun bulunmus olup, bu arastirmada RAPD-PCR ve
SDS-PAGE yontemlerinden elde edilen bulgular iilkemiz ¢esitlerinin korunmasina
ve ayrica bu cesitleri 1slah eden Kkisilerin haklarinin korunmasma da katki

saglayabilir.

Ozetle, SDS-PAGE ve RAPD-PCR yontemleri mercimek cesitleri ve hatlar

arasindaki genetik iligskinin belirlenmesinde uygun bulunmustur.
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Ek-1 RAPD-PCR yontemine gore hatlar ve ¢esitler arasindaki genetik mesafe

(Oklid Mesafesi)
2|2 2|38 I T T T R -
« —_ o N . c. =
= =
613 -
606 79 |-
Kafkas 79 |11 |-
Ozbek |85 |38 |38 |-
2202/11_|76 |33 |33 |33 |-
2202/10 |76 |43 |43 |33 |26 |-
22062 |65 |38 |38 |38 33 |19 |-
Ykirmizi |94 [43 [43 [ 19 [38 [48 |53 |-
242 82 |43 |43 |33 [26 |38 |43 |26 |-
235 89 |43 |43 |43 |26 |48 |53 |38 |26 |-
Cifici |85 |48 |48 |48 [33 |33 |48 [43 [33 |33 |-
ADayi |79 |38 |26 |38 |33 |43 |48 [43 |19 |33 |38 |-
2204/5 |69 |53 |53 |53 [26 |38 |53 |57 |48 |48 [43 [53 |-
Malazgirt | 69 |53 |53 |43 |38 |38 |53 |57 |57 |57 |53 |53 |11 |-
Sultan |79 |38 |26 |48 |43 |43 |48 |53 |43 |43 |38 |26 [43 |43 |-
Kay1 72 |48 |48 |38 |43 |33 |38 |43 |33 |43 |38 |38 |61 |61 |48 |-
Emre |82 [33 |43 |53 |57 |48 |43 |48 [48 |57 |53 |53 |57 |57 |33 |53 |-
Firat 72 |38 |38 |48 [33 |43 |38 |53 |43 |33 |48 |38 |43 |43 [26 |48 |43 |-
Meyveci | 72 |48 |48 |38 |33 |00 |26 |53 |43 |53 |38 |48 [33 |33 |38 [38 [43 |38 |-
Erzurum | 76 |43 |43 |43 |26 |26 |43 |48 |38 |38 |33 |33 |26 |26 |19 |43 [38 |19 |19 |-
Pul 82 |53 |53 |43 |26 |38 |53 |38 |38 |38 |33 |43 |26 |38 |33 |53 48 |33 |33 |11
Seyran |48 |85 |85 |97 |89 |89 |79 | 100 |94 |94 |92 |85 |82 [82 [79 |79 |82 |79 |85 |82
610 72 |48 |48 [48 |33 |33 |38 |53 |33 |43 |26 |26 |53 |53 |48 |38 |61 |38 |38 |33
612 72 |48 |48 |57 |43 |43 |38 |61 |53 |43 |38 |48 |53 |53 |38 |48 |53 |11 |38 |33
397 69 |43 [43 |53 |38 |38 [43 |57 |38 [48 |43 |33 [38 [38 |19 [53 [38 [19 |33 [11
565 76 |43 |43 |53 |38 |48 [43 |65 |57 |57 |61 |53 |48 |48 |43 |61 |57 |33 |43 [38
563 76 |53 |53 |61 |38 |48 |53 |65 |48 |57 |53 |53 |38 [43 |43 |69 |57 |43 |43 |38
602 79 |48 |48 [48 |19 |43 |48 |53 |43 |43 |48 |48 |33 |76 |48 |57 |61 |38 |38 |33
272 57 |72 [72 |79 |69 [ 69 |65 |89 |82 |76 |72 |79 |76 |38 |72 |45 |82 |57 |65 |69
427 82 |53 |53 |33 |38 |26 |43 |48 |38 |57 |53 |43 |48 [43 |53 |53 |57 |53 |33 38
604 85 |48 |38 |38 |10 |43 |48 |43 |43 |43 |48 |38 |43 |48 48 |57 |69 |48 |48 |43
22022 |69 |43 |43 |53 |38 |26 |33 |65 |48 |57 |43 |43 |48 |38 |43 |53 |57 |43 |33 |38
2204/6 |82 |43 |43 |33 |26 |38 |43 |48 |48 |48 |53 |43 |48 |65 |53 |53 |65 |43 |43 |38
105 69 [69 |69 |61 |57 |48 |53 |72 |65 |72 |69 |69 |65 |57 |69 |43 |72 |61 |43 |57
2202/7 |76 |53 |53 |53 |48 |48 |43 |65 |48 |57 |69 |53 |57 |53 |53 |61 |57 |33 |43 |48
237 79 [48 |48 [38 [33 |33 |38 53 |33 |53 |57 |38 |53 |38 |57 |48 |61 |48 |38 |43
583 76 |53 |53 |53 |38 |38 |53 |65 |48 |57 |53 |43 |38 [53 |43 |61 |57 |43 |33 |26
493 79 |57 |57 |57 |33 |53 |57 |61 |43 |53 |57 |48 |43 |57 |57 |65 |69 |48 48 |43
574 69 [43 |43 |53 |38 |38 |33 |65 |48 |57 |53 |43 |57 |61 |53 |53 |65 |43 |43 |48
2201/11 |92 [48 |38 |57 [43 |53 |57 |61 |61 |53 |57 |48 |61 |33 |57 |65 |69 |48 |57 |53
2204/4__ |79 |57 |48 |48 |43 |43 |57 |61 |53 |61 |57 |38 |43 |43 |38 |65 |61 |48 |38 |33
2204/10 |79 |57 |57 |57 |43 |33 |48 |69 |61 |61 |48 [57 |43 |43 [48 |57 |61 |48 |26 |33
434 85 |48 |48 |48 [33 [33 |48 |61 |53 |53 |48 |48 [43 |33 |48 |57 |61 |48 |38 |33
49 79 |48 |48 |48 [33 |33 |48 |61 |53 |53 |48 |48 |33 [48 [38 |57 |53 |38 |26 |19
2201/8 |89 |61 |61 |61 [48 |48 |61 |72 |65 |57 |53 |61 |48 |48 |53 |69 |65 |43 |43 |38
600 76 |43 |43 |53 |26 |48 |43 |57 |48 |48 |53 |53 |38 |43 |43 |61 |57 |33 |43 |38
2206/3 |72 |57 |57 |57 |43 |33 |48 |69 |53 |61 |48 |48 |43 |38 |48 |57 |61 |48 |26 |33
2202/6 |82 |53 |53 |43 38 |38 |53 |57 |48 |57 |53 |43 |48 |43 |53 |61 |65 |53 |43 |38
2206/5__ |79 |48 |48 |57 |43 |43 |48 |61 |53 |53 |48 |48 |43 |65 |26 |57 |43 |26 |38 |19
2202/1 |82 |53 |53 |61 |65 |57 |61 |57 |65 |65 |53 |61 |72 |65 |53 |53 |57 |61 |61 |57
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Ek-1 (Devam) RAPD-PCR y&ntemine gore hatlar ve gesitler arasindaki
genetik mesafe (Oklid Mesafesi)

lelzelelglalslelsls|elssls| slzls
g V| R 3

Pul |-
Seyran 89 |-
610 43 185 |-
612 43 |79 [26 |-
397 26 |82 [33 [33 |-
565 48 169 [53 |43 |38 |-
563 38 |82 |53 [53 [26 |26 |-
602 33 |79 |48 |48 |43 [19 |19 |-
272 76 |57 |65 [48 |69 |53 |61 |57 |-
427 48 194 [43 |61 |38 |48 |38 |43 |76 |-
604 43 |85 |48 |57 |53 [43 [43 |26 [72 |33 |-
2202/2 48 [82 [33 [43 |26 |38 |26 [43 |61 [26 [43 |-
2204/6 48 |82 [43 |53 |48 [26 [38 |19 |61 [26 |19 [38 |-
105 65 |69 |61 [61 [65 |48 [57 |43 |43 [57 |61 |57 |48 |-
2202/7 57 |82 |53 |43 [38 [26 |26 [33 [53 |38 |53 |38 [38 [48 |-
237 53 [85 |38 |57 [43 [33 |33 [26 |65 |19 [38 |33 |19 [43 |19 |-
583 38 |82 |43 |53 |26 [26 |11 [19 [61 [26 [43 |26 |26 |48 |26 |19 |-
493 43 |85 [48 |57 |43 [33 [19 |11 |65 |43 |38 [43 |33 [53 [33 |26 [19 |-
574 57 |76 |33 |43 [38 |26 |26 |33 |53 |38 [43 |11 |26 |48 |26 [19 |26 |33
2201/11 |61 |92 |48 [48 |61 [53 |61 |48 |65 |53 |38 |53 |43 |61 |53 |48 |23 |57
2204/4 43 |85 [48 |57 |33 [43 [33 |38 [72 [19 |26 [33 |33 |61 [43 |38 [19 |38
2204/10 |43 |79 |48 [48 |43 [33 [33 |26 |57 |43 |48 |33 |33 [33 [43 |38 |19 |38
434 43 |85 [48 |57 |43 [33 [33 |26 [65 [33 |38 [33 |19 [43 [43 |26 [19 |38
492 33 |79 |48 [48 [33 |19 [19 |11 |57 [33 |38 |33 |19 |43 [33 |26 |00 |26
2201/8 48 |89 [53 |43 |48 [38 [38 |33 |53 [48 |53 [48 |38 |48 [38 |43 [26 |43
600 38 |76 |53 [43 [38 |11 [11 |00 |53 [48 [33 |38 |26 |48 [26 |33 |26 |19
2206/3 43 |79 [38 [48 |33 [33 [19 |26 |57 [33 |48 [19 |33 [43 [33 |26 [00 [26
2202/6 48 |89 [43 |61 |38 [38 [26 |33 [69 [II |33 [26 |11 |57 [38 |19 [11 |33
2206/5 33 |72 |48 [38 [19 |19 [19 |26 |57 [43 [48 |33 |33 |53 |33 |38 |19 |38
2202/1 65 [82 |61 [61 [57 |65 [65 |69 |69 [65 |69 |57 |57 |57 |72 |69 |65 |76

Ek-1 (Devam) RAPD-PCR yontemine gore hatlar ve cesitler arasindaki
genetik mesafe (Oklid Mesafesi)

574 | 2201/11 | 2204/4 | 2204/10 | 434 | 492 | 2201/8 | 600 | 2206/3 | 2202/6 | 2206/5 | 2202/1
574 -
2201/11 |53 -
2204/4 |43 |48 -
2204/10 |33 |48 38 -
434 33 |38 38 11 -
492 33 |48 26 11 11 -
2201/8 |48 |33 43 19 19 19 |-
600 26 |53 43 33 33 19 |38 -
2206/3 19 |57 26 11 26 11 133 33 |-
2202/6 |26 |53 19 33 19 19 |38 38 |19 -
2206/5 33 57 38 26 26 11 133 19 |26 33 -
2202/1 57 169 69 53 53 |61 |65 65 |6l 57 52 -
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Ek-2 Mercimek hatlar1 ve cesitlerine ait RAPD-PCR bandlarinin okunmasi
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Ek-2 (Devam) Mercimek hatlar1 ve gesitlerine ait RAPD-PCR bandlarinin okunmasi
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Ek-2 (Devam) Mercimek hatlar1 ve gesitlerine ait RAPD-PCR bandlarinin okunmasi
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Ek-3 SDS-PAGE yontemine gore hatlar ve ¢esitler arasindaki genetik mesafe

(Oklid Mesafesi)
SIE| S | T R zlElT|2|E|E| %5722
a9 e < 3
£ S €| s 5= 2 2 g
Malazgirt | -
Ozbek S0 -
Ciftei .00].50 | -
Seyran S01.71 .50 -
Firat J1].87]1.71 .50 -
Akm235 | .71 | .87 |.71 | 87|10 -
Emre .00].50].00|.50|.71].71| -
Meyveci | .71 | .87 | .71 | .87 [1.0[.00] .71 | -
Erzurum | .71 [ 50|71 |50 [. 711107110 -
Kay1 87110 .87 .71 [.87].50| .87 |.50| .87 | -
Akm242 | .50 .71 |.50 | .00 | .50 | .87 | .50 | .87 | .50 | .71 | -
AliDaytr | .50 | .71 | .50 |.00|.50 | .87 | .50 [ .87 .50 | .71 .00 | -
Sultan 11871715071 |71 [ .71 .71 | .71 .50 .50 [.50] -
Sazak 71187171 [.50[.00{1.0].71[10].71]|.87|.50|.50|.71| -
YKimiz1 | 71 (.50 .71 | .50 (.71 ]1.0|.71|1.0).00|.87|.50|.50 .71 | .71 | -
Pulll S01.711.501.711.50|.87].50).87(.87]11.0|.71|.71]|.87].50]| 87| -
Akm434 |71 |50 (.71 ]|.50].71|10|.71|1.0].00| .87 |.50|.50].71|.71|.00| .87 | -
Akm237 | .50|.71].50).00|.50|.87|.50|.87].50|.71].00|.00|.50].50|.50|.71|.50 | -
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