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Vil
OZET

MERCIMEK GENOMUNDA REKOMBINAT
KENDILENMIS HATLARI
KULLANARAK AFLP VE SNP MARKIRLARININ
HARITALANMASI

GOL, Deniz

Doktora Tezi, Biyoteknoloji Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. M. Bahattin TANYOLAC
Aralik 2015, 58 sayfa

Precoz X WAS8649041 caprazlanmasiyla elde edilen mercimek RIL
haritalama popiilasyonunun 101 bireyi SNP ve AFLP markérler kullanilarak
genotiplendirilmistir. Calisma sonucunda SNP ve AFLP markoérlerinden olusan,
RIL mercimek popiilasyonuna ait yiiksek c¢oziiniirlikli genetik baglant
haritasinin olusturulmas: hedeflenmistir. RIL popiilasyonu ve ebeveynlerinde
(Precoz ve WAB8649041) Illumina platform sekanslama ile GBS protokoli
uygulanarak SNP kesfi yapilmistir. Sekanslama sonucunda elde edilen 7758 SNP
markorden 6688 SNP markoriin skorlamasi yapilmis ve bu tez ¢alismasinda bu
SNP’lerin ilk 400 tanesi haritalamada kullanmilmigtir. Calismada 6 adet AFLP
kombinasyonundan toplam 194 polimorfik bant elde edilmig ve haritalamada
kullanilmistir. Precoz X WA8649041 populasyon genomu Joinmap 4.0 programi
kullanilarak haritalanmis ve toplam 413 ¢cM uzunlugunda harita elde edilmistir.
Calismada uzunluklar1 16,9 cM ile 73,8 cM arasinda degisen 9 farkli baglanti
grubu elde edilmistir. Baglant1 gruplarinin ortalama uzunlugu 45,9 cM ve baglanti
grubu basina diisen ortalama markor sayist 37 olarak tespit edilmistir. Harita
tizerinde ortalama markdr yogunlugu her 0.9 cM’da 1 markdr olarak saptanmustir.
Skorlanan markorlerden 321 SNP (%77) ve 162 AFLP (%9) markori baglanti
gruplari lizerinde yer almistir. Baglanti grubundaki maksimum markor sayis1 77
(LG3), minimum say1 ise 10’dur (LG9).

RIL popiilasyonu ve ebeveynlerinde SNP ve AFLP markorler kullanilarak
olusturulan genetik baglant1 haritasi biiyiikk genoma (~4 Gbp) sahip mercimegin
haritalanmas1 c¢alismalarina 6nemli katki saglamistir. Calisma sonucunda elde
edilen bu harita, mercimek 1slahinda markore dayali 1slah (MAS) analizlerinde
kullanilabilir.

Anahtar sozciikler: Precoz X WA8649041, SNP, AFLP, baglant1 haritasi,
GBS






ABSTRACT

MAPPINING AFLP AND SNP MARKERS IN LENTILE GENOME
BY USING RECOMBINANT INBRED LINES

GOL, Deniz

PhD Thesis, Department of Biotechnology
Supervisor: Prof. Dr. M. Bahattin TANYOLAC
December 2015, 58 pages

One hundred one individuals from RIL mapping population derived from a
cross between Precoz X WA8649041 were genotyped by using SNP and AFLP
markers. This study aimed to develop high-density genetic linkage map of lentil
RIL population composed of SNP and AFLP markers. SNP markers were
determined by using Illumina sequencing platform-GBS protocol in RIL
population and its parents. As a result of sequencing, 6688 SNP out of 7758 SNP
markers were scored and in this thesis study first 400 SNPs were used to make
linkage map. In this study, a total of 194 polymorphic band were obtained from 6
AFLP primer combinations and used in mapping. Precoz X WA8649041
population genome was mapped by using Joinmap 4.0 software and covered 413
cM. In this study, 9 different linkage group of which sizes were ranging from 73.8
cM to 16.9 cM were obtained. The mean length of linkage groups were
determined as 45.9 and 37 markers were obtained per linkage group. An average
marker density of 1 marker per 0.9 cM were provided. Among the scored markers,
321 SNP (77%) and 162 AFLP (9%) markers were able to be mapped on linkage
groups. The maximum number of markers in one linkage group was 77 (LG3), the

minimum was just 10 (LG9).

This map made by using SNP and AFLP markers in RIL populations and its
parents can be a reference linkage map for lentil mapping studies which has large
genome size (~4 Gbp). The linkage map obtained as a result of this study can be

used for marker assisted selection (MAS) analysis in lentil breeding studies.

Keywords: Precoz X WA8649041, SNP, AFLP, linkage map, GBS
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1. GIRIS

Mercimek (Lens culinaris Medik.) diinya genelinde yar1 kurak alanlarda
yetistirilen 6nemli yemeklik baklagil tiirlerinden birisidir. Yiiksek diizeyde
protein, mineral ve vitamin igerigine sahip olan mercimek, diinyada milyonlarca
insanin gida ve besin ihtiyacini karsilamaktadir. Yetmisin iizerinde iilkede {iretimi
yapilan mercimek, yiiz yirminin iizerinde llkede tiiketilmektedir. Asya kitas1 en
fazla mercimek tretiminin oldugu ilk 10 iilkenin 7’sini kapsamaktadir. Tiirkiye,
Hindistan ve Kanada’dan sonra mercimek iiretiminde {iclincii sirada yer
almaktadir. Tirkiye mercimek tiiketiminde ise en fazla tiikketim yapan ilk on iKki
tilke arasindadir (Erskine et al., 2011).

Mercimek, 14 kromozomlu (2n = 2 x = 14) tek yillik diploid bir bitkidir ve
genom biyiikligi yaklasitk 4063 Mbp’dir (Arumuganathan ve Earle, 1991).
Tohumunun yiiksek protein icerigi (yaklasik %25), yiiksek lif igerigi (%87) ve
diisiik yag icerigi nedeniyle mercimek insan beslenmesinde olduk¢a onemlidir
(Bosmali et al., 2012). Ayrica mercimek tohumu mineral ve vitamin i¢ermesi
sebebiyle de iyi bir besin kaynagidir (Erskine et al., 2011). Gliniimiizde sagligina
dikkat eden insanlar beslenmelerinde bitkisel proteinleri, hayvansal proteinlere
gore daha fazla tercih etmektedir. Bu da FOASTAT 2014 verilerine gore son 50
yillik siirecte mercimek iiretiminin bes katlik bir artis géstermesinin sebeplerinden
birisidir (Kumar et al., 2015).

Molekiiler markorler, Deoksiribo Niikleik Asit (DNA) diizeyinde
polimorfizm tespitine olanak saglayan, genom analizleri igin isaret olan, genlere
cok yakin bolgelerde lokalize olan, istenilen karakterlerin fenotipini etkilemeyen
ve g¢evresel faktorlerden etkilenmeyen molekiiler 1slah ¢alismalar1 igin
vazgecilmez araglardir. Cogaltilan parga uzunlugu polimorfizmi (AFLP) teknigi,
kesilen par¢a uzunlugu polimorfizmi (RFLP) ve polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR)’mn birlestirilmesi sonucu olusturulmustur. Toplam genomik DNA’nin
secilen enzim kombinasyonlart ile kesilmesi ve olusan DNA fragmentlerinin PCR
ile amplifiye edilmesi prensibine dayanmaktadir. AFLP markoérlerin glivenilirligi,
tekrarlanabilirligi yiiksektir ve olduk¢a ¢ok sayida polimorfik bant tespitine

olanak saglamaktadir.

Tek Niikleotid Polimorfizm markorler (Single Nucleotide Polymorfizm-
SNP) oOkaryotik genomda sik rastlanan, bir DNA dizisindeki yalnizca tek bir
niikleotid farkliligindan kaynaklanan genetik varyasyonlardir (Vignal et al.,



2002). Bi-allelik ve ko-dominant yapidaki SNP markorler otomasyona uygun
olmalari, diisiik mutasyon oranina sahip olmalar1 (Duran et al., 2009), yiiksek
¢Oziinlirliklii genetik harita eldesi imkan1 gibi baslica avantajlarindan dolay1 son
yillarda bitki 1slah ¢alismalarinda tercih edilen markor sistemleridirler (Pegadaraju
et al., 2013). Bitki 1slah ve genomik calismalarda Yeni Nesil Sekanslama (Next-
Generation Sequencing-NGS) teknolojileri kullanilarak sekanslama tabanli
genotipleme analizlerinde yeni yaklasimlar gelistirilmektedir. Sekanslama ile
Genotipleme (Genotyping-by Sequencing-GBS) bu yaklasimlardan birisidir ve
bitki genetik ¢alismalarinda onbinlerce markor ile tiir, popiilasyon ve arastirma
hedefi sinirlamasi olmadan arastirmacilara esnek calisma imkani sunmaktadir
(Kumar et al., 2012). NGS tabanli platformlardan birisi olan GBS ile SNP kesfi ve
genotiplemesi sekanslama esnasinda simultane olarak yapilabilmektedir (Chen, et
al., 2013).

Bu c¢alismada mercimek RIL popiilasyonu (Recombinant Inbred Hat) ve
ebeveynlerinde (Precoz ve WAB8649041) Illumina platform sekanslama ile GBS
protokolii uygulanarak SNP kesfi hedeflenmistir. Ayrica genotiplemesi yapilan
SNP markorler ve AFLP markorler kullanilarak genetik baglanti  haritasi

olusturulmasi amacglanmuistir.



2. ONCEKIi CALISMALAR

2.1 Baklagiller

Baklagiller (Fabaceae), Angiospermlerin 700’den fazla cins ve 18,000’den
fazla tiire sahip olan 6nemli bir ailesidir (Hofer and Ellis, 2014). Yiiksek bitkiler
igerisinde {¢iincli biiyiik aile olan baklagiller, tarimsal oneme sahip pek cok
onemli bitki tiiriinii igermektedir. Baklagiller minik yabani ottan dev tropikal
agaclara kadar oldukg¢a biiylik bir bitki ¢esitliligine sahiptir. Kendi igerisinde
Papilionoideae, Caesalpinioideac ve Mimosoideae olmak tizere 3 alt aileye ayrilir
(Lewis et al, 2013). Kiiltirii yapilmis ve ekonomik Oneme sahip olan
baklagillerin ¢ogu Papilionoideae alt ailesinde yer almaktadir (Young et al.,
2003).

Yiiksek kalitede protein igerigine sahip olmalar1 baklagillerin en 6nemli
ozelligidir. Papilionoideae alt ailesinde yer alan mercimek, soya fasulyesi, nohut,
fasulye, bezelye ve yer fistig1 beslenmede 6nemli yeri olan baklagiller arasindadir.
Baklagiller diinya popiilasyonunun biiylik bir kismimin temel protein kaynagi
olmasi, ek olarak soya fasulyesi ve yer fistiginin yenilebilir yag kaynagi olmasi
dolayisiyla oldukga bilyiik ekonomik 6neme sahiptir. Godfray et al. (2010)’da
yaptiklar1 ¢alismada, yaklasik bir milyarin {izerinde insanda protein ve mikrobesin
yetersizligi tespit edildigini raporlamiglardir. Dolayisiyla temel, birincil ve
ekonomik, protein-mineral kaynagi olmalari ile baklagiller beslenmede protein-
kalori yetersizligi ve mikrobesin (mineral, vitamin, vb.) eksikligini azaltmada
onemli role sahiptirler. Baklagiller ayrica onemli ikincil metabolit (6rnegin;
izoflavanoidler) kaynagidirlar (Bohra et al., 2014).

Son yillarda bitki orijinli ¢esitli protein bilesenlerinin, insan
metabolizmasinda saglikla ilgili biyolojik aktiviteler ve diizenleyici fonksiyonlar
ile iligkili oldugu yapilan caligmalarda raporlanmistir. Baklagillerin insanlarda
ozellikle kemik ve kardiovaskiiler saglik, kanserden korunma, kilo kontrolii,
insiilin hassasiyeti, mineral absorbsiyonu ve inflamasyon gibi saglik iizerinde
faydali etkileri vardir. Baklagillerin igerigindeki pek ¢ok protein ve peptid
pazarlama sektoriinde “nutrasotik” (fonksiyonel bilesen) kategorisinde yer
almaktadir. Heniiz bilimsel literatiirde yer almayan nutrasotik kelimesi saglik
tizerine faydasi olan ve hastaliklar iizerinde koruyucu etkisi olan gidalar igin
kullanilmaktadir. Baklagil tiiketen popiilasyonlarda prostat, kolon ve go6gis
kanseri goriilme olasiliginin azaldigi rapor edilmistir (Carbonaro et al., 2014).



Birk, (1993)’te yaptig1 ¢alismada, proteaz inhibitorlerinin (Soyada Bowman-Birk
inhibitéri (BBI)), in vitro-in vivo calismalarda kanser gelisimini baskiladigini
gostermistir. Ardindan 2007, 2010 ve 2014 willarinda yapilan klinik ve
epidemolojik ¢alismada (in vitro ve in vivo), baklagillerdeki pek ¢ok protein ve
peptid bileseninin, antikanserojenik, hipokolesteremik, seker ve kan basinci
azaltma, antioksidant ve antimikrobiyal etkilere sahip oldugu gosterilmistir
(Carbonaro et al., 2014).

Fabaceae (baklagiller) ailesine ait bitkiler yine yiiksek protein igerikleri
sebebiyle hayvan beslenmesi igin de tercih edilmektedirler. Baklagillerin bir diger
onemli ozelligi ise 6nemli yem bitkileri olmalar1 ve global azot dongiisiinde bas
rolii oynamasidir. Cok biiyiik miktarda biyolojik azotu, Rhizobium bakteri ailesi
ile simbiyotik iliskileri sonucunda birlikte fikse ederler. Bundan dolay:1 baklagiller
temel organik giibre kaynagidirlar ve ayrica ¢cogu tarimsal rotasyon icin gerekli
bilesendirler (Young et al., 2003).

2.2 Mercimek
2.2.1 Orijini ve dagilim

Mercimek (Lens culinaris Medik.) diinyada ozellikle Asya’da milyonlarca
insanin beslenmesinde énemli yeri olan baklagillerden birisidir. Ilk kiiltiire edilen
bitkiler arasinda yer alan mercimegin, yakin dogu bdlgesinde Lens culinaris
Medik. ssp. orientalis (Boiss.) Ponert’den orijinlendigi yaygin olarak kabul
edilmektedir. Arkeolojik karbonize kalintilara dayanarak, kiiltiir mercimeginin
progenitorii olan L. culinaris ssp. orientalis’in erken neolitik donemde 7000-6000
M.O kadar eskide bulundugu belirlenmistir (Erskine and Sarker, 2004). Mercimek
yaklasik 10,000 y1l 6ncesi Yakin Dogu’da ilk kiiltiirli yapilan bitkiler arasindadir
ve tarimsal devrimin baslangici ile iligskilendirilmektedir (Erskine et al., 2011).
Mercimek iiretimi daha sonra Nil Vadisi, Avrupa ve Merkez Asya’da hizli bir
sekilde yayilmistir. Ardindan Hindistan, Giiney Amerika, $ili ve son olarak
Meksika, Kanada, Yeni Zelanda, Amerika ve Avusturalya’da yetistirilmeye
baglanmistir. Kuzey Amerika bolgesine adaptasyon c¢alismalari 1970’lerin
sonlarinda baglayan mercimek, giiniimiizde Kanada ve Amerika’da yetistirilen
onemli bitkiler arasinda yer almistir (Erskine and Sarker, 2004).



2.2.2 Taksonomi

Familya : Fabaceae

Genus : Lens

Species : Lens culinaris Medik.

Mercimek kendine doéllenen diploid (2n = 2x = 14) tek yillik bir bitkidir.
Kiiltiire edilmis mercimegin haploid genom biiytikliigii 4063 Mbp’dir. Lens cinsi
kiiltiir tirti Lens culinaris spp. culinaris 4 tiir ile birlikte 7 taxay1 igerir ve Lens
orientalis mercimegin yabani atasi olarak kabul edilmektedir (Ferguson and
Erskine, 2001). Barulina, (1930)’da kiiltir mercimegi (L. culinaris) tohum
biiytikliigiine gére macrosperma (tohum ¢api, 6-9 mm) ve microsperma (tohum
capi, 2-6 mm) olmak tizere iki gruba ayirmistir. Gruplar arasinda kotiledon, ¢igek
ve diger bitki kisimlarinin rengi gibi morfolojik farkliliklar vardir. Microsperma
kuru iklime daha iyi adaptasyon gostermektedir. Diger yandan macrosperma’nin
soguga karsi toleransi daha yiiksektir (Erksine, 1996). Microsperma’nin ayrica
plazmada kolesterol diizeyini diisiirme ve antikanser aktivite sergileme diizeyi
daha yiiksektir (Bermejo, et al., 2010).

Mercimek bitkisi ¢evre kosullarina gore farklilik gostermekle birlikte,
genellikle 20-75 cm araliginda kisa boylu bir bitkidir. ik ciceklenme yaklasik
olarak onbirinci ve ondordiinci bogum olusumu araliginda (node stage)
gozlenmektedir. Mercimek tohum kabuk rengi yesil, kahverengi, gri, pembe lekeli
ya da siyah lekeli renkte olabilmektedir. Kotiledon rengi ise sari, turuncu ya da
yesildir. Morfolojik ve fizyolojik avantajlara sahip olan koklerinden dolayi,
mercimek bitkisi topraktaki besin ve suyu yiiksek oranda alabilmektedir.
Dolayisiyla besin igerigi diisiik ve kurak bolge topraklarinda giibrelemeye gerek

olmadan ya da ¢ok az giibre kullanarak iyi verim alinabilmektedir.
2.2.3 Kimyasal yapisi, besin icerigi ve saghga faydalar

Mercimek yiiksek protein, mineral ve vitamin igerigi ile pek ¢ok iilkede en
onemli besin 6gelerinden birisidir. Mercimek tanesinin protein igeriginin %15,9
ile %31,4 arasinda degistigi, ortalama protein iceriginin ise %28,3 oldugu 17 nin
lizerinde referans c¢alisma incelenerek raporlanmistir (Erskine et al.,, 2011).
Mercimek tohumu ayni zamanda Ca, K, P, Fe ve Zn gibi yiiksek miktarda besin
elementlerini igermektedir. Ek olarak mercimek tohumunun igeriginde, niasin,

vitamin A, askorbik asit ve inositol gibi vitaminler bulunmaktadir. Mercimegin lif



icerigi de oldukca yiiksektir ve beslenmede lifli gidalarin ¢oklugu ozellikle
obezite ile miicadelede 6nemlidir. Mercimek tohumunun bir diger 6nemli 6zelligi
glisemik indeksi diisiik karbonhidrat igermesidir. Tahil proteinlerinin igeriginde
bulunma oranmi diisiik olan lisin amino asit oran1 mercimekte yiiksektir. Cizelge
2.1’de mercimek tohumunun yapisal igerigi ortalama degerleri ile birlikte 100g

kuru madde baz alinarak listelenmistir.

Cizelge 2.1. Toplam kuru mercimek tohumunun yaklasik bilesimi (100g kuru madde

icin) (Grusak 2009).

Icerik Arahk Ortalama
Enerji (kj) 1,418-2,010 1,638
Protein (g) 15,9-314 28,3
Karbonhidrat (g) 43,4-74,9 67,1
Yag (g) 0,3-3,5 2,5
Toplam Lif (g) 5,1-26,6 12,2
Kiil (g) 2,2-6,4 2,2

2.2.4 Diinyada mercimek iiretimi ve tiiketimi

Mercimek, diinyada yaygin olarak kurak-yar1 kurak bolgelerde yetistirilen
en Onemli soguk iklim baklagillerinden birisidir. Diger baklagillere kiyasla
mercimegin iklim kosullar1 ve toprak yapisi seciciligi daha azdir. Yiikseklik
arttikca verimde azalma gozlenmektedir. Mercimek genis toprak cesitliliginde
yetisebilen bir bitki olmakla birlikte, kumlu topraklarda en fazla verim
alimmaktadir. Genellikle sonbaharda ekimi yapilir ve yazin hasat edilir (Cokkizgin
and Shtaya, 2013).

Diinyada 6nde gelen mercimek iretiminin yapildigi iilkeler Hindistan,
Avusturalya, Kanada ve Tiirkiye’dir. Bu iilkelerin toplam mercimek {iretimi,
diinyadaki mercimegin %73’ten fazlasin1 karsilamaktadir (Bohra, et al., 2014).
Diinyanin toplam mercimek tiretimini karsilayan 20 iilke arasinda ayrica Amerika,
Banglades, Cin, Iran, Nepal ve Suriye bulunmaktadir (Yilmaztemel et al., 2014).
Cizelge 2.2°de mercimek iiretiminin yapildig: ilk 10 tlke, {iriin miktari, tiretimin
yapildig1 alan biiylikligli ve bu degerlerin diinya ¢apindaki yiizde miktarlar1 ile
birlikte listelenmistir. Listede ayrica 15 yillik siiregte bu degerlerde gbzlenen %
degisimler de yer almaktadir. Listeden goriildiigii tizere mercimek tiretiminde ilk
10’da yer alan 7 {ilkeyi kapsayan Asya, diinyada mercimek tiiketiminde ilk sirada



yer almaktadir. Asya irettigi mercimegin %68’ini lokal olarak kendisi

tilketmekte, %32’sini ise diinya ihracatina sunmaktadir.

Cizelge 2.2. Mercimek iretimi yapilan ilk 10 tilkenin 2007-2008 yillarindaki ortalama
iiretim (1,000 ton), hasat edilen alan (1,000 ha) ve ortalama iiriin (kg/ha)
miktarlart ve 2007-2008 yillarindaki mercimek {iriin miktarinin 15 yil
onceye (1992/93) gore ylizde degisimleri (FAO 2010). (Erskine et al.,
2011).

Uretim Alan Uriin 1992/3’ten
.. s i 2007-2008’e
Diinyada Diinyada

Swa Ulke 1000 oty soooha  (6) (kg/ha) iiriinde %

ton degisim

1 Hindistan 910 26,6 1,470 39,4 619 -7

2 Kanada 889 26,0 638 17,1 1,381 18

3 Tirkiye 538 15,7 390 10,4 1,379 50

4 Nepal 163 4,8 189 51 860 37

5 Avusturalya 142 4,2 118 3,2 1,225 10

6 Cin 133 3,9 68 1,8 1,967 32

7 USA 132 3,9 113 3,0 1,161 -22

8 Iran 115 3,4 225 6,0 511 -12

9 Suriye 109 3,2 149 4,0 731 -17

10 Banglades 94 2,8 105 2,8 917 21

ilk 10 3,224 94,2 3,465 92,8 930
Diinya 3,421 100,0 3,735  100,0 915 15

Mercimek tiiketiminin en fazla oldugu 12 iilke Cizelge 2.3’te goriilmektedir.

Listeden goriildiigii tizere, beslenmede mercimek Banglades, Eritre, Nepal ve Sri

Lanka gibi gelir diizeyi diisiik tilkelerde olduk¢a 6nemli bir yere sahiptir.

Cizelge 2.3. Mercimek tiiketiminin en fazla oldugu 12 iilkedeki tiiketim miktari

(kg/cap/yr) (Erskine et al., 2011).

Ulke Tiiketim (kg/cap/yr) Ulke Tiiketim (kg/cap/yr)
Kanada 6,0 Liibnan 2,6
Sri Lanka 4,5 Cezayir 2,3
Nepal 4,1 Urdiin 2,2
Suriye 3,7 Kolombia 2,1
Tiirkiye 2,9 fran 1,5
Eritrean 2,9 Banglades 15




Asya disinda mercimek iiretiminde onde gelen iilkelerden Avusturalya ve
Amerika mercimegi lokal tiiketimden ziyade Asya’ya ihrag¢ i¢in tiretmektedir.
Ayrica Kanada, Asya’ya mercimek ihra¢ eden iilkelerdendir. Diinya Gida Orgiitii
(FAO) 2010 verilerine gore Avusturalya, Kanada ve Amerika Birlesik Devletleri
(ABD), Tirkiye ve Suriye ile birlikte, 2007-2008 yillar1 arasinda toplam
mercimek ihracatinin %92’sini karsilamistir. Yine 2007-2008 periyodunda (FAO
2010) verilerine gore mercimek ithalat1 yapan iilkeler ise Hindistan, Tirkiye, Sri
Lanka, Banglades, Pakistan, Misir, Birlesik Arap Emirligi (UAE), Cezayir,
Kolombiya, Suudi Arabistan, Fransa, Peru, Fas, Italya ve iran’dir (Erskine et al.,
2011). Mercimek firetimi FAO veri toplamasinin basladigi  1961-1963
periyodundan, 2007-2008 periyoduna gelindiginde yaklasitk 4 kat (%373)
artmigtir. Bu artis birincil olarak mercimek yetistirilen alanlarin artmasindan
kaynaklanmaktadir (1961-1963: 1.64 milyon ha, 2007-2008: 3.74 milyon ha). Bir
diger etken de bu alanlardan elde edilen ortalama {irin veriminin artmasi olarak
gosterilmektedir (1961-1963: 560 kg/ha, 2007-2008: 915 kg/ha) (Erskine, 2009).

2.2.5 Mercimek iiretiminde kisitlamalar

Soguk iklim bitkisi olan mercimegin ¢esitli biyotik ve abiyotik faktorlere
kars1 hassasiyeti vardir. Diinya genelinde yetistirilen bolgelerde mercimek {iriin
miktarin1 olumsuz etkileyen abiyotik etmenler soguk, kuraklik, sicak, tuza
hassasiyet, besin yetersizligi ve besin toksisitesidir. Olumsuz etkileyen biyotik
stresler ise Antrakroz’a karsi duyarlilik, mercimek pasi, kok ciiriimesi ve kok
solmasidir (Muehlbauer et al., 2006).

Turner et al., (2001)’de yayinladiklar1 ¢caligmada abiyotik stresler arasinda
kuraklik ve sicaga kars1 duyarliligin diinya genelinde digerlerinden daha 6nemli
oldugu belirtilmistir. Bunun yaninda mercimek iiretimini olumsuz etkileyen stres
faktorlerinin diinyada bolgesel farkliliklar gosterebilmektedir. Ornegin Bat1 Asya-
Kuzey Afrika Dbolgesinde (WANA  bolgesi) soguk stresi  mercimek
yetistiriciliginde karsilagilan 6nemli kisitlamadir. Diger yandan Hindistan ve bazi
WANA bolgelerinde tuzluluk stresi kisitlayic1 olmaktadir. Besin eksikligi ve besin
toksisitesi ise diinya genelinde daha az dneme sahipken, baz1 lokalize bolgelerde
onem teskil etmektedir (Muehlbauer et al., 2006).

Mercimek iretimini olumsuz etkileyen en Onemli biotik stres ise
Ascochyta lentis’in sebep oldugu Antraknoz’dur. Bu hassasiyet daha ¢ok Kanada

bolgesinde etkili olmakla beraber mercimek iiretiminin yapildig tiim bolgelerde



gozlenebilmektedir. Stemphylium blight Giliney Asya ve Kuzey Amerikada
yetistirilen mercimeklerde etkili biyotik stres faktorleridir (Muehlbauer et al.,
2006). Uromyces fabae kaynakli mercimek pasi Giiney Asya, Fas ve Etiyopya’da

yaygin olarak gézlenmektedir.

2.2.6 Bitki 1islahinda molekiiler markor teknikleri

Bitki 1slah c¢alismalarinda en temel hedef, bitki kiltir c¢esitlerinin
genotiplerinde var olmayan, olmasi istenilen karakterlerin olusturulmasidir. Bu
amacla bu karakterleri tagiyan bitki hatlar1 ile kiiltiir ¢esitleri arasinda ¢aprazlama
yapilir. Bitki 1slahgilar1 caprazlama yoluyla yeni ¢esitleri olusturarak, tarimda
olusan pek ¢ok ihtiyaca cevap vermektedirler. Tarim sektoriinde, bir gesitten
yiiksek miktarda {irlin almak ilk sirada yer alan taleplerdendir. Son yillarda tarima
uygun alanlarin azaldigir raporlanmistir ve dolayisiyla bir alandan en yiiksek
kapasitede iirlin almak ancak genetik yapisinda bu karakteri (verim yiiksekligi)
tastyan gesit ile mimkiindiir. Ayn1 zamanda bitkinin yetismesinde ve tohum
veriminde dogrudan etkili olan abiyotik ve biyotik stres faktorlerine direngli
kiiltir cesitleri gelistirmek de 6nemli tarimsal ihtiyaglardandir. Bir diger ihtiyag
degisen cevre kosullarina ve tarimsal uygulamalara adapte olabilecek ¢esitleri
tiretmektir. Bu calismalara bitki direng mekanizmasini zaman igerisinde genetik
yapisini degistirerek kiran, bitki zararlilarina karst yeni cesitler tiretmek Ornek
verilebilir. Bir diger onemli tarimsal ihtiyag ise degisen tiiketici istek ve

ihtiyaglarina cevap verecek cesitleri liretmektir.

Yukarida kisaca oOzetlendigi lizere bitki 1slah¢ilart siirekli yeni kiiltiir
cesitleri gelistirerek sayisiz ihtiyaca en kisa zamanda cevap vermek
durumundadirlar. Tohum sektoriindeki ihtiyaglara geleneksel islah caligmalar ile
de sonug¢ alinabilmekle beraber, biyoteknoloji gibi yeni teknolojiler ile basari
orant maksimum diizeyde ve kisa siirede elde edilebilmektedir. Biyoteknoloji
calismalar1 dahilinde yer alan molekiiler markor teknolojileri bitki islahgilarina
¢ok biiylik bir imkan sunmaktadir. Bitki 1slahinda molekiiler markérlerin
kullanilmast MAS (markdore dayali segim) olarak adlandirilir ve yeni ‘molekiiler
1slah’ disiplininin bir pargasidir (Collard and Mackill, 2008).

Genetik markorler kromozomda genom analizleri igin isaret olan spesifik
lokasyonlardir. Genetik markorler genlere ¢ok yakin bdlgelerde lokalize olurlar ve
istenilen karakterin fenotipini etkilemezler. Ciinkii, bu bdolgeler kromozomda
istenilen karakteri kodlayan genlerin yakininda ya da bu genlere bagh (linked)
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olarak lokalize olmuslardir. Morfolojik, biyokimyasal ve molekiiler olmak iizere
t¢ farkli tipte genetik markor vardir. Molekiiler markorler, DNA diizeyinde
polimorfizm (varyasyon) tespitini saglayan genetik markérlerdir (Collard et al.,
2005). Molekiiler markorler (DNA markarler) giivenilirlikleri dolayisiyla en ¢ok
tercih edilen markaorlerdir. DNA markorler nokta mutasyonlari, baz eklenmesi ya
da baz c¢ikmasi, replikasyon sirasinda meydana gelen mutasyonlar gibi gesitli
mutasyonlar sonucunda olusurlar. Bu markoérler kodlanmayan bolgede
bulunduklarindan nétral yapidadirlar. Cevresel faktorlerden ve bitkinin biiyiime
donemlerindeki degisimlerinden etkilenmezler. Ek olarak limitsiz sayida DNA

markor ile ¢alisma imkani sunarlar (Collard et al., 2005).

Tespitlerinde kullanilan metodlara gére DNA markorler ti¢ sinifa ayrilirlar;
1) hibridizasyona dayali (6rnegin; RFLP), 2) PCR’ye dayali, 6rnegin; RAPD
(random amplification of polymorphic DNA), AFLP, SSR, (simple sequence
repeat), 3) DNA dizi analizine dayali, o6rnegin, SNP (single nucleotide
polymorphism) (Varshney et al., 2007). DNA markér analizleri genetik baglanti
haritas1 olusturma, karsilagtirmali haritalama analizleri, germplasm iliskilerini
anlamada, ekonomik Oneme sahip genlerin isaretlenmesinde, markore dayali
seleksiyon ve haritalamaya dayali klonlama gibi uygulama alanlarina sahiptir
(Kumar, 1999).

Hangi markor sisteminin hangi c¢alismaya uygun olduguna, DNA
markorlerinin - sahip oldugu yapisal ve teknik Ozellikleri g6z Oniinde
bulundurularak karar verilir. Her bir DNA markor sitemi digerlerine kiyasla
avantaj ve dezavantajlara sahiptir. Ancak tasarlanan projede ¢alisilacak olan
molekiiler markor sistemi ya da sistemleri segilirken asagida listelenmis olan

hususlar g6z 6niinde bulundurulmalidir;

a) Markor sisteminin ulagilabilirligi

b) Uygulama tekniginin basitligi ve projede ayrilan zamanda yapilabilirligi
c) Calisilacak olan popiilasyonda 6ngoriilen polimorfizm diizeyi

d) DNA miktar ve kalitesinin uygunlugu

e) Laboratuar, popiilasyon, pedigri ve tiirler arasinda aktarilabilirligi

f) Calisilacak olan popiilasyonun yapisi ve biiyiikligi

g) Yeterli ekipman ve beceri

h) Yeterli ekonomik kaynak
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i) Markor kalitimi (dominant-kodominant) ve popiilasyonda arastirilan
genetik bilginin tipidir (Semagn et al., 2006).

2.2.7 SNP (Single Nucleotide Polymorphism) markaérleri

DNA tabanli markorlerin kullanilmasi, genetik ¢alismalar1 etkin bir sekilde
degistirmistir ve DNA markarlerin ilk kesfinden gliniimiize kadar pek ¢ok farkli
cesitte DNA markor sistemi gelistirilmistir (RFLP, SSR, AFLP, RAPD, SNP,
vb.). Ancak bu markdorerden yalniz SNP hari¢ digerleri DNA dizi analizini dolayli
olarak yapmaktadir. SNP markarler ise pek c¢ok birey arasindaki DNA dizi
farkliligim1 direk olarak vermektedir (Rafalski, 2002). SNP en genel tanimiyla
genomda spesifik bir lokasyondaki tek niikleotid varyasyonudur. Diger bir tanimla
da, belirlenmis bir lokasyonda iki birey arasinda bir baz farkliligidir (Duran et al.,
2009). Genomda en yaygin rastlanan genetik varyasyon olan SNP, popiilasyonda
normal bireylerde dogal olarak dizi alternatiflerinin (allellerin) olusmasina sebep
olmaktadir (Liao ve Lee, 2010).

Bazi ¢alismalarda SNP markorler ii¢ farkli kategoride smiflandirilmistir;
transisyon sitozin/timin  (C/T) veya guanin/adenin (G/A), transversiyon
sitozin/guanin (C/G), adenin/timin (A/T) veya timin/guanin (T/G) ve baz
eklenmesi/gikarilmasidir (Duran et al., 2009, Cho et al., 1999). Diger yandan
Brookes (1999)’da yaymlamis oldugu ¢aligmasinda, SNP’yi bazi popiilasyonlarda
normal bireylerde, farkli dizi alternatiflerinin (allellerinin) olustugu genomik
DNA’da tek baz ¢ifti pozisyonlar1 olarak tanimlamigtir. Bu tanimda bu allellerin
popiilasyonda rastlanma siklifi %1 ya da daha fazla olmasi gerekmektedir.
Brookes (1999)’da yaptigi tanimda, tek baz gifti eklenmesi/silinmesi (indels)
kaynakli varyasyonlar SNP olarak kabul edilmemektedir. SNP’ler transisyon;
piirin-piirin (A <> G) yada pirimidin-pirimidin (C <> T) baz degisimleri ile
olabildigi gibi, transversiyon piirin-pirimidin yada pilrimidin-pilirin baz
degisimleri (A <> C,A & T,G & C, G < T) ile de olabilmektedir (Vignal et
al., 2002).

Teorik olarak, bir DNA dizisinde dort niikleotid oldugu i¢in, genomda her
bir niikleotid pozisyonunda dort allelin olma olasilig1 vardir. Yani herhangi bir
bolgedeki SNP’ler prensipte bi-, tri- ya da tetra-allelik olabilirler, ancak tri- ve
tetra-allelik SNP’ler nadirdir, genelde SNP’ler bialleliktirler. Dolayisiyla diger bir
deyisle SNP’ler biallelik markorlerdir. Bu da niikleotid transisyonunun ve
transversiyonunun esit olmayan bir oranda olugmasindan kaynaklanmaktadir.

Niikleotid transversiyon varyasyonlarinin sayisi transisyon kaynakli olanlardan iki
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kat fazla olmasina ragmen transisyon olugma siklig1 1.5-2.5 kat daha fazladir. Bu
da CpG diniikleotidlerinde (C’nin G’yi takip ettigi CG dizilerinin yogun oldugu
bolgeler), 5-metil sitozinin (5mC) timine kendiliginden deaminasyon oraninin
yiiksek olmasi ile agiklanmaktadir. Bunun sonucunda da yiiksek oranda C <> T
SNP’ler (revers strandde G <> A) olusur (Vignal et al., 2002, Khlestkina and
Salina, 2006).

SNP’ler gende kodlanan boélgede, kodlanmayan bdlgede ve genler arasi
bolgede bulunabilirler ve gende bulunduklar1 pozisyona gore gruplandirilirlar.
Kodlanan bélgede (ekzon) bulunan SNP’ler synonymous ve nonsynonymous
olmak tizere iki gruba ayrilir. Synonymous SNP’ler protein dizisini etkilemezken,
nonsynonymous SNP’ler proteinin amino asit dizisini degistirirler.
Nonsynonymous SNP’lerde missense (nokta mutasyon ile amino asit dizisi
degisir) ve nonsense (nokta mutasyon ile stop kodon olusur) olmak iizere iki
tiptedirler (Khlestkina and Salina, 2006).

Bi-allelik ko-dominant yapidaki SNP’lerin, multi-allelik markéorlere tercih
edilmelerindeki etkenlerden biri genomda goriilme sikligidir. SNP genomda en
yaygin olan DNA polimorfizmidir. Misir genomunda 70 baz ¢iftinde bir, bugday
genomunda 370-540 baz ¢iftinde bir, hatta baz1 bolgelerde 20 baz giftinde bir SNP
gozlenmistir. Genetik haritalama calismalarinda yiiksek ¢oziintirliiklii genetik
harita elde edebilmeyi kisitlayan birincil sebep yeterli polimorfik markdr sayisina
ulagamamaktir. Bu kisitlayici etken, tim genomda yaygin olarak bulunan (tim
genomu kaplayan) SNP markorler ile asilabilmektedir. SSR markérler 90’larin
sonlarinda ve 21. ylizy1l baslarinda bitki molekiiler genetik ve 1slah ¢aligmalarinda
yaygin olarak kullanilmaktaydi. Ancak son sekiz yil siiresince SNP markorler
orta-¢oziiniirliiklii SSR markérlerin yerini almis durumdadir. Ik 6nce insan
genomunda kesfedilen SNP’ler ayni tiirlin bireyleri arasinda iiniversal ve ayn
zamanda en cok rastlanan markdorlerdir. Bi-allelik olmalarindan dolayr SSR
markorlere gore daha az polimorfiktirler fakat, bu dezavantajlarini genomda
yaygin, c¢ok sayida olmalari ve otomasyona uygun olmalar1 ile elimine
etmektedirler (Mammadov, et al., 2012). Multi-allelik markorlerin aksine biallelik
SNP markdrler otomasyona uygun olmalart sayesinde binlerce SNP, DNA
microarray (gen ¢ip) uygulamalari ile es zamanl olarak analiz edilebilmektedir.
Otomasyona uygunluk 6zellikle tek bir 1slah sezonunda, onlarca lokusun, binlerce
ornek icin taranmasini gerektiren, bitki islah calismalarinda vazgecilmez bir
avantaj saglamaktadir. Binlerce SNP ile tiim genom ¢ok hizli bir sekilde analiz
edilebilmektedir (Jehan and Lakhanpaul, 2006; Khlestkina and Salina, 2006). SNP
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markorlerin bir diger avantaji da generasyonlar arasinda belirgin bir degisime
ugramayip kararli bir sekilde kalmalaridir. Diisiik mutasyon oranma sahip
olmalar1 popiilasyon genetik ¢alismalarinda biiylik kolaylik saglamaktadir (Duran
et al., 2009). Ancak bu belirgin avantajlarina ragmen SNP markorlerin bitki
islahinda kullanimina dayali calismalarin sayist 2009 yilina kadar sinirlidir
(Mammadov, et al., 2012).

SNP analizleri, bilinen genom ya da gen dizisi iizerinde belirlenmesi ve
haritalanmasi, genom dizisinin belirlenen (bilinen) SNP’ler i¢in taranmasi ve
genomda SNP’lerin belirli fenotipik karakterleri kodlayan bolgelerle baglantisinin

tespiti olmak lizere ii¢c basamaktan olusmaktadir (Liao ve Lee, 2010).

2.2.7.1 SNP markaorlerin kesfi

Genetik caligmalardaki ¢ok biiyiik potansiyelinin goriilmesiyle birlikte SNP
markorlerin kesfinde ¢esitli metodlar gelistirilmistir. SNP kesfinde en direkt yol,
PCR ile ¢ogaltilan DNA fragmentlerinin dizi analizidir. Her iki DNA zinciri i¢in
dizayn edilen primerler ile template DNA 400-700 baz ¢iftlik DNA fragmentleri
olusacak sekilde cogaltilir. Olusan DNA fragmentlerinin dizi analizi, niikleotid
sekanslama metodlar1 kullanilarak yapilir. Dizi analizi yapilan PCR f{iriinleri
konum tespiti (allignment) yapilarak SNP’ler tespit edilir. Yanlig tespit orani
%35’in altinda olan bu metod ile kesfedilen SNP’lerin giivenilirligi oldukga
yiiksektir. Ancak olduk¢a maliyetli olmasi, analiz basamaklarmin fazla isgiicii
gerektirmesi ve fazla zaman almasi metodun 6nemli dezavantajlarindandir (Jehan
and Lakhanpaul, 2006; Liao and Lee, 2010; Rafalski, 2002).

SNP’ler ifade edilelen sekans etiketleri (EST)’ye dayali yontemlerle de
kesfedilebilmektedir. EST’ler mRNA’nin tersine (revers) transkripsiyonu sonucu
elde edilen kisa ¢cDNA dizileridir ve genomik dizinin indirgenmis temsili bir
formudur. Farkli bireylerden elde edilen sekanslar ile EST kiitiiphaneleri
olusturulur. Bu kiitiiphanelerin ¢oklugu sayesinde ayni lokustaki oOrtlisen
bolgelerin EST kiitliphaneleri ile dizilerin birlestirilmesi (assembly) yapilmasi ile
yeni SNP’ler kesfedilir. Ek olarak iki ebeveynden olusan basit bir kiitiiphane ile
dizilerin birlestirilmesi ile SNP’ler kesfedilebilir. Adams, et al.’un (1991)’de
yapmis oldugu ¢alismada ilk olarak SNP kesfinde kullanilmistir. Referans genom
sekans bilgisi olmayan genomlarda EST’ye dayali yontem elverislidir. Ancak

tespit edilen sekans varyasyonlar1 diisiik kalitede dizileme sonucu elde
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edilebileceginden bu metod %15 ile %50 arasinda degisebilen yiiksek diizeydeki
yanlis tespit oran1 gosterebilmektedir (Liao and Lee, 2010).

Array analizleri SNP kesfinde kullanilan bir diger yontemdir. Calisilan
diziye spesifik oligoniikleotid problar tasiyan arraylerde PCR amplifikasyonu ve
hibridizasyonu yapilir. Varyasyona sahip olan diziler farkli hibridizasyon
paternleri gosterir ve bu da SNP kesfine olanak saglar. Bu tarama metodu
%20°den fazla yanhis pozitif sonuglar verdiginden, kesfedilen SNP’ler ileri
dogrulama yapmak i¢in genellikle tekrar dizi analizine alinir (Liao ve Lee, 2010).

2.2.7.2 SNP markaorlerin genotiplemesi

Cesit gelistirilmesi ve farmakogenomikte sahip oldugu biiyiik potansiyel
nedeniyle SNP markoérlerin genotiplenmesinde, kesfinde oldugu gibi ¢ok sayida
farkli metodoloji gelistirilmistir. SNP markor galigmalarinin ilk agamasinda ¢ok
saylrda SNP markor kesfedildiginde, genis gapli bir aragtirmada ikinci basamakta
bu markérler i¢in varyasyonlarin tespiti yani genotiplemesi kritik bir siiregtir.
Spesifik bir tamimla SNP genotiplemesi, gen dizileri ya da genomun bilinen
SNP’ler i¢in test edilmesidir. Genel ifade ile genotiplemede SNP’ler igin allel
spesifik trlinler olusturulur ve ardindan SNP’ler tespit edilerek genotip
belirlemesi yapilir (Kim and Misra, 2007).

Birkag genotipleme metodu disinda, giincel SNP genotipleme
teknolojilerinin ¢ogunda PCR amplifikasyon basamagi yer almaktadir. PCR
amplifikasyonu genomda genotiplemesi yapilan SNP’leri igeren bdlgelerin
spesifikliginin ve takibinde allelik ayrim yapilacak molekiil sayisinin arttiritlmasi
icin yapilmaktadir. SNP genotipleme teknolojileri allel ayrimlamasi (belirlenmis
SNP lokusunda bulunan bazin tipinin tespit edilmesi) ve allel tespiti (allelin
varligini bildiren-raporlayan bir metod-sinyal deteksiyonu) olmak iizere iki temel
strateji tizerine kurulmustur (Kim and Misra, 2007; Twyman, 2005).

Allelik ayrima dayali stratejide bes farkli metod gelistirilmistir ve bunlar

asagida listelenmis olan prensiplere dayanmaktadir;

— Primer uzamasi
— Oligoniikleotid hibridizasyonu
— Eslesmeyen kisimlarin niikleaz ile kesilmesi

— Oligoniikleotid baglanmasi
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— Direk DNA sekanslamasi (Rafalski, 2002).

Her bir metotta kullanilan teknoloji homogeneous (soliisyon i¢inde) ya da
heterogeneous (mikroarray gibi sivi ve kat1 fazi1 bir arada i¢eren) olabilmektedir.
Bazi metodlarda genomik DNA ya da cDNA ile direk calisilabilirken, bazi
metodlarda genomik DNA 6n PCR amplifikasyonuna ihtiya¢ duymaktadir. Sinyal
tespit metodlar1 ise gercek zamanli amplifikasyon olurken olabildigi gibi analiz
bitiminde de olabilmektedir (Twyman, 2005).

Primer Uzamasi

Spesifik olarak SNP genotiplemesi icin gelistirilmis minisekanslama
(minisequencing) diye de adlandirilan ve ¢ok kullanilan bir metottur. Metodun
prensibi sdyledir; deteksiyon primeri tek niikleotid polimorfizmi gdsteren bolgede
5’ (upstream) ucuna baglanacak sekilde dizayn edilir. DNA’nin 3’ ucu isaretlenmis
ddNTPs’ler kullanilarak, DNA polimeraz enzimi ile c¢ogaltilir. Dolayisiyla
deteksiyon tek niikleotid farkliligi baz alinarak hazirlanan primerin, kalip DNA’ya
baglanmas1 ve uzamasina dayali olarak yapilir. Her bir bazi1 bir florasan boya
rengi temsil eder, boylece polimorfik bolgede allelik farkliliklar tespit edilebilir ve
ayrica ayn1 zamanda genotiplemede homozigot ve heterezigot ayrimi yaplabilir.
Mikroarray, kapiler elektroforez sistemleri, pirosekanslama, akis (flow)
sitometrisi, kiitle sitometrisi ya da florasan plate okuyucular1 gibi farkl
deteksiyon platformar1 SNP genotiplemesinde kullanilabilir (Twyman, 2005).
Primer uzamasi metodu kullanarak Torjek et al. (2003)’te A. thalianausing’da 112

SNP markor gelistirdikleri ¢aligmalar1 6rnek olarak verilebilir.

Hibridizasyon

Bir SNP lokusunda alleller arasi farkliligin tespitinde en basit yontem allel
spesifik oligoniikleotid problar (ASO) ile hibridizasyon yapilmasidir. Problar SNP
bolgesinde tiim muhtemel dizileri kapsayacak cesitlilikte hazirlanir. Hibridizasyon
cift iplikli DNA molekiiliiniin 1s11 denge kararliligina dayali olarak gelistirilmis bir
metottur. Allelik ayrim hedef DNA ve prob c¢iftinin tam olarak eslesmesi yada
eslesmemesi tespit edilerek yapilir. Komplementer oligonukleotid dizilerinin
hibridizasyonu, eslesmeyen problarin hibridizasyonunu &nlemek icin kesinlik
kosullar1 uygulanir. Bundan dolay1 birbirine tam olarak komplementer olan hedef
DNA ve problarin arasinda hibridizasyonun olmasini saglayan termal kosullarin

saglanmast olduk¢a Onemlidir. Allel ayrimlamasindaki verimlilik genellikle
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probun uzunlugu, dizisi, SNP’nin prob dizisindeki yeri ve hibridizasyon
kosullarina bagli olarak degismektedir. Enzimatik reaksiyonlara ihtiyag
duymadigindan mikroarrayler kullanilarak yliksek c¢oziiniirliiklii platformlar ile
hibridizasyona dayali SNP genotiplemesi yapilabilmektedir. Bu yaklasimda
florasan sinyal deteksiyonu ile milyonlarca prob igeren arraylerde 10*~ 10° SNP
paralel olarak genotiplenebilmektedir (Kim and Misra, 2007).

Oligoniikleotid Baglanmasi (Ligasyon)

Ligasyon metodunda ligaz enziminin spesifikligi kullanilarak allelik
ayrimlama yapilmaktadir. DNA ligaz, bir DNA fragmentinin 3' ucunu, bitisik
DNA fragmentinin 5' ucuna ligasyonunu katalize eder. Bu mekanizma SNP
sorgulamasint  SNP  polimorfik bdlgesinde iki probun direk olarak
hibridizasyonuna dayali yapar. Bu metotta deteksiyon kalorimetrik olarak
microtitre plaklar ile ve farkli elektroforetik hareketlilige sahip florasan isaretli
ligasyon problar1 kullanilarak multipleks olarak DNA dizi analizi cihazlarinda
yapilabilmektedir. Ayrica yiizeye immobilize edilen ligasyon problari kullanilarak
mikroarray yontemi ile de gerceklestirilebilmektedir. Eger bitisik iki
oligoniikleotid tek iplikli kalip miikemmel bir sekilde komplementer o6zellik
gosterip hibridize oluyorsa, ligaz enzimi bu iki oligoniikleotidi birlestirir ve tek bir
oligoniikleotid olusturur. Ligasyon yonteminde ikisi kalip SNP bolgesine
baglanan ve allel spesifik olan ii¢ tane oligoniikleotid prob kullanilir. Ugiincii prob
ise allel spesifik probun bitisigine baglanir ve geneldir (ligasyon prob). Eger
mitkemmel komplementer sekilde allel spesifik prob SNP bolgesine baglanirsa,
DNA ligaz probu genel probla (ligasyon probu) birlestirir. Sonrasinda SNP

bolgesindeki ligasyon iiriinii detekte edilir.

2.2.8 Yeni nesil sekanslama teknolojileri (Next-Generation Sequencing-
NGS) ile SNP markor kesfi ve genotiplemesi

Dizileme ya da sekanslama niikleik asitlerin polimerlerinde (DNA ya da
RNA), niikleotidlerin diziliminin belirlenmesidir. Boylece DNA dizi analizi ile bir
DNA molekiiliindeki niikleotidlerin kesin dizilimi belirlenebilmektedir. Analiz bir
niikleik asit dizisinin digerine hibridizasyonuna dayamr. ilk olarak 1977’de
uygulanmasindan giiniimiize kadar genomik calismalarinin olugmasina ve
dolayisiyla bitki genom kompozisyonu ve organizasyonu hakkinda sahip olunan
bilginin artmasina olanak saglamistir (Kumar, et al., 2012). ki farkli sekanslama
yontemi 1977 yilinda gelistirilmis ve yaymlanmistir. Bunlardan Maxam ve
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Gilbert’in gelistirdikleri yontem kimyasal sekanslamaya dayanmaktadir. Frederick
Sanger’in gelistirdigi yontem ise sentez ile dizileme (sequencing-by-synthesis-
SBS) prensibine dayanmaktadir. Yontemde deoxy- ve dideoxy-isaretli zincir
sonlandiran niikleotidlerin kombinasyonu kullanilarak sekanslama yapilir. Sanger
metodu ile ilk olarak bakteriyofaj phi X174’{in genom sckanslamasi yapilmistir.
Metod yaklagik yirmi yil kullanilmis ve aralarinda insan genom dizilemeside olan
devasal basarilar elde edilmistir (Kumar, et al., 2012). Sanger sekanslama
reaksiyonlarinda, 500 bp ile 1 kb arasinda uzunluga sahip olan DNA
fragmentlerinin dizilemesi yapilabilmektedir. Yontemin biyokimyas: template
denatiirasyonu, primer baglanmasi ve primer uzamasi basamaklarini igeren dongii
sekanslama (cycle sequencing) reaksiyonlarini igcermektedir. Florasan isaretli
dideoxyniikleotidler (ddNTPS) ve isaretli olmayan deoxyniikleotidler (ANTPs) ile
PCR reaksiyonu yapilir. Primer uzamasi florasan isaretli dideoxyniikleotidler
(ddNTPS) ile sonlandirilir ve dizinin sonunda hangi niikleotidin oldugu detektor
tarafindan tespit edilir. Dideoxyniikleotidlerin (ddATP, ddGTP, ddCTP, ddTTP)
her birinin farkli renk isaretlenmis olmasi tespitlerine olanak saglamaktadir
(Shendure ve Ji, 2008). Sanger metodu pek ¢ok 6nemli ¢alismada ve uzun yillar
kullanilmis olmasiyla birlikte baz1 dezavantajlara sahiptir. Metotta karsilasilan en
onemli dezavantaj her bir sekanslama reaksiyonunda DNA sekans miktarinin
kisith sayida olmasidir. Klonlama basamaginin olmasi, dizilemenin uzun siirmesi,
ekonomik olmamasi ve biyoinformatik kisitlamalar Sanger metodunun diger

dezavantajlaridir.

I¢inde bulundugumuz son on yilda ise, mevcut sekanslama yontemlerinde
karsilasilan kisitlamalarin  asildigi, Sanger sekanslama temelli yeni nesil
teknolojileri  gelistirilmistir  (Next Generation  Sequencing-NGS). NGS
teknolojileri ile tek bir PCR reaksiyonunda yiiz milyonlarca bazdan yiiz
milyarlarca baza kadar ¢ok biiylik miktarda bazin ayni anda sekanslamasi ve
goriintiilemesi yapilabilmektedir. Ayrica oldukg¢a biiyliik miktardaki sekanslama
NGS teknolojileri ile, Sanger metoduna kiyasla oldukca diisiik maliyette
yapilabilmektedir. Bir diger avantaj ise; Sanger metodu ile aylarca siirebilecek
olan bir dizi analizi NGS ile birkag¢ giin i¢erisinde yapilabilmektedir (Deschamps
and Campbell, 2010). Giiniimiizde firmalar ¢ok yiiksek miktarda farkli DNA
dizisinin tek bir reaksiyonda yiiksek ¢oOziiniirliikli dizilemesini paralel
reaksiyonlarda yapan farkli teknolojiye sahip NGS platformlart diretmislerdir.
Gelistirilen tim NGS teknolojilerinde ortak yapilan islem; dizisel eklenen
niikleotidlerin goriintiilenmesi ve dizi analizi i¢cin kalip DNA fragmentlerinin

olusturulmasidir. Giincel NGS teknolojileri ‘ikinci jenerasyon’ ve ‘liclincii
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jenerasyon’ olmak iizere iki kategoriye ayrilmaktadir. Bu gruplandirma
cogunlukla sekanslamanin yapilacagi kalip DNA’nin amplifiye edilmesi ve
takibinde dizi analizinin yapilmasi ya da kalip DNA’nin amplifiye edilmeden tek
bir DNA molekiiliinden sekanslanmasina gore yapilmaktadir (Deschamps, et al.,
2012). Farkli firmalarin {retmis oldugu ikinci jenerasyon NGS platformlari
sunlardir; 454 dizilemesi (454 Genome Sequencers, Roche Applied Science;
Basel), Solexa dizilemesi (Illumina (San Diego) Genome Analyzer) ve SOLID
dizileme platformu (Applied Biosystems; Foster City, CA, USA) (Shendure and
Ji, 2008).

Tim NGS platformlarinda, kalip DNA’nin hazirlanmasi, sekanslama ve
goriintiileme, son olarak data analizi olmak {izere {i¢ temel islem yapilmaktadir.
Platformlar1 bu ii¢ islem basamagindaki sahip olduklar1 spesifik protokolleri
farklilagtirmaktadir ve ayrica platformlarin {rettikleri sekanslama datasida
birbirlerine gore farklilik gostermektedir (Metzker, 2010).

454 GS FLX

I1k ticari NGS sekanslama cihazi olan, 454 GS20 sekanslama sistemi Roche
(Basel, Switzerland) tarafindan tiretilmistir. GS20, 100 bp uzunlugunda ~200,000
sekanslamay1 yalnizca 4 saatte yapabilmektedir. GS FLX Titanium serisi ise ~450
bp uzunlugunda ~1,000,000 sekanslamayr 10 saatlik bir okumada
yapabilmektedir. 454 sekans sistemi SBS (sentez yoluyla dizileme) metodunu
kullanmaktadir (Deschamps ve Campbell, 2010). Sekanslamanin ilk basamagi
olan kalip DNA’nin hazirlanmasi asamasinda, rastgele kesilmis DNA
fragmentlerinin iki ucuna tiniversal adaptorler baglanir (Deschamps, et al., 2012).
Adaptor baglt DNA fragmentleri, adaptorlere komplementer oligoniikleotidler ile
kaplanmis boncuklara hibridize olur ve emiilsiyon PCR amplifikasyonu ile
orijinal DNA molekiiliiniin milyonlarca kopyasi olusur (Berglund, et al., 2011).
Daha sonra emiilsiyondan ayrilan klonal olarak ¢ogalmis amplifiye kalip DNA
fragmentlerini tagiyan boncuklar sekanslama icin picoliter-scale array’e yiiklenir.
Sekanslama prodizileme (pyrosequencing) metodu ile yapilir ve metot belirli bir
sirada tek bir niikleotidin sirasiyla reaksiyona katilmasini igerir. Reaksiyon
sirasinda agiga ¢ikan 1s1ma CCD (charge-coupled device) kamera ile tespit edilir
(Deschamps and Campbell, 2010).
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IHlumina GAIlIx

Illunina sekanslama sisteminin son versiyon cihazi olan (‘‘Genome
Analyzer 1Ix>’ ya da ‘‘GAIIx’’ olarak adlandirilan), Illumina (San Diego, CA)
tarafindan iretilmistir ve 36-76 bp arasinda degisen uzunlukta 160 milyondan
fazla sekans datasi iiretebilmektedir (Deschamps and Campbell, 2010). Template
DNA hazirlamak i¢in, sonikasyon ya da nebulizasyon ile rastgele kesilmis DNA
fragmentlerinin iki ucuna tiniversal adaptorler baglanir (Deschamps, et al., 2012).
Daha sonra, adaptor bagli DNA fragmentleri direk olarak flow cell’e amplifiye
edilir. Sekiz farkli kanali olan flow cell adaptorlere komplementer olan
oligoniikleotidler ile kaplanmistir. Burada adaptor bagli DNA fragmentleri flow
cell’e hibridize olur ve koprii (bridge) amplifikasyonu ile ¢cogalir. Amplifikasyon
sonrast DNA molekiilleri her biri orijinal DNA molekiiliiniin yaklasik 1,000
kopyasini i¢eren cluster olusturur (Berglund, et al., 2011).

Cluster formasyonu sonrasinda SBS yaklasimi ile sekanslama islemi
gerceklestirilir. Sekanslamada florasan isaretli nucleotidler kullanilir. Her biri
farkli florasan isaretli dort niikleotidin hepsi ayn1 anda reaksiyona eklenir ve her
bir kalip molekiilinde bir dongiide bir baz eklenmesi ile sekanslama yapilir
(Berglund, et al., 2011). Sekanslama amlifikasyonu, linear tek iplikli amplikonlara
sekans primerinin hibridize olarak modifiye niikleotidler ile komplementerlerinin
olusturulmasi ile gerceklesir. Modifiye niikleotidler, polimeraz enzim aktivitesini
gecici  olarak durdurma Ozelligine sahiptirler. Dolayisiyla bu sekilde,
komplementer DNA amplifikasyonunda, homopolimerik bdlgelerde bile her
dongiide yalnizca bir niikleotid eklenmesi ger¢eklesebilmektedir (Shendure and Ji,
2008). Florasan isaretler ve amplifikasyonu durduran materyaller (blocking
agents), tek baz uzamasi ve ardindan goriintii alinmasi1 sonrasinda bir sonraki

dongiiniin gergeklesmesi i¢in uzaklastirilir (Deschamps and Campbell, 2010).

Tim sekanslama platformlarinin  analiz basamaklar1 aynidir ancak,
sekanslama kimyasi, analiz siiresi, dizi okuma uzunlugu ve ¢oziinlrligi gibi
ozelliklerinde farkliliklar gostermektedir. Cizelge 2.4’te karsilagtirmali olarak
farkli NGS platformlarinin ait 6zellikler 6zetlenmistir (Deschamps and Campbell,
2010). Bu farkliliklar dolayisiyla sekanslama platformlari birbirlerine kiyasla
avantaj ve dezavantajlara sahiptirler. Ornegin 454 sekanslama platformunun ~450
bp uzunlugundaki okuma kapasitesi 6nemli bir avantajdir (Deschamps and
Campbell, 2010).
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Cizelge 2.4. Yeni-nesil sekanslama teknolojilerinin karsilastirilmasi

Okuma Bir . Bir .
Sekanslama Sekanslama Sekanslama o rundaki  rundaki
platformu Kimyasi siiresi® uzu; lugu okuma ¢oziiniirlik

(bp) (milyon)  (GbP)

Roche 454 FLX Sentezleme ile sekanslama 10 saat 400-500 ~1 0,4-0,5
Illumina GAIIx Sentezleme ile sekanslama 5,5 giin 100 160 16
ABI SOLID Sentezleme ile sekanslama 6-7 giin 50 500 25
Helicos Heliscope Sentezleme ile sekanslama 8 giin 25-55 600-800 21-28
Polonator Sentezleme ile sekanslama 80saat®  28(2X14)> 300-400 9°

@ Fragment kiitiiphane olusumunu icermez
b Paired-end sekanslama okumasi

2.2.8.1 NGS teknolojilerinin uygulamalari-sekanslama ile genotipleme
(Genotyping-by Sequencing)

Sekanslama ile Genotipleme (Genotyping-by Sequencing-GBS), NGS
protokollerinin ¢esitli bitki ve popiilasyonlarda SNP kesfi ve genotiplemesini
amaglayan en son uygulamasidir (Spindel, et al., 2013). Bitki 1slah ¢alismalarinda
genomik seleksiyon uygulamalart genellikle referans Ornekler kullanilarak
kesfedilen markorlerle yapilmaktadir. Ancak NGS ile DNA sekanslama
teknolojilerindeki hizli gelismeler, ki bu gelismeler kisa DNA fragmentlerinin
sekanslamasina dayanmaktadir, biiyiikk ve farkli germplasm koleksiyonlarinda,
dogrudan ve ekonomik SNP kesfine olanak saglamaktadir (Crossa, et al., 2013).
Yeni bir NGS platformu olan GBS ile genom kompleksligi RE enzimler ile
azaltilarak (Elshire, et al., 2011), her bir birey i¢in milyonlarca kisa okuma dizileri
olusturulurken, es zamanli olarak SNP genotiplemesi yapilabilmektedir (Chen et
al., 2014). Bitkilerde baglanti haritasi olusturmak i¢in uygulanan GBS prosediiri;
haritalama popiilasyonunun olusturulmasi, NGS dizileme kullanilarak yiiksek
¢oziiniirliikte sekanslanma yapilmasi, SNP’lerin belirlenmesi —genotiplenmesi ve
genetik baglanti haritasinin  yapilmasi islem basamaklarindan olusmaktadir
(Deschamps, et al., 2012).

GBS bitki genetik calismalar1 yapan arastiricilarinin beklentilerini, es
zamanli markdr kesfi yapmasi, genotiplemeyi basit ve diisiikk maliyette molekiiler
biyoloji c¢alisma akisinda saglamasi dolayisiyla en yiiksek diizeyde
karsilamaktadir. Kesimlemede kullanilan enzim ise tanimlanan markor sayisini ve
gerekli sekans miktarini etkilemektedir. Genomu daha sik araliklarla kesen bir
enzim daha fazla sayida DNA fragmentinin olugsmasina ve markdr sayisinin
artmasina sebep olur (Kumar, et al., 2012).
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Diversity ~ Arrays Technology (DArT), Canberra, Avusturalya
(http://www.diversityarrays.com/), DArT-seq olarak bilinen bir GBS
platformudur. DArT metodunda RE enzimler kullanilarak genomda markor kesfi
i¢cin bilgilendirici olan diisiik kopya sekanslar1 tekrarlanan bdlgelerden ayrilir.
Daha sonra bu fragmentlerin dizi analizi NGS platformu ile yapilir. Farkli enzim
kombinasyonlar1 kullanilarak DArTseq GBS ile yiiksek ¢oziiniirliikte SNP kesfi
yapilabilmektedir. Standart bir DArT analizinde 6rnek basmna yaklasik 2,000,000
tag sekanslanmaktadir (Li, et al., 2015).

DAIT, DNA polimorfizm analizleri i¢in gelistirilen katihal, agik sistem bir
metottur. Diisiik maliyetli bir metod olan DArT ile yapilan genetik markor
analizlerinde, az miktarda 6rnek DNA’s1 ile herhangi bir DNA sekans bilgisi
bulunmayan organizmalarda bile, tiim genomu kapsayan yiiksek ¢oziintirlikli
sonug elde edilebilmektedir (Jaccoud et al., 2001). DArT genom kompleksligini
azaltarak, es zamanl bir sekilde binlerce markoric DNA hibridizasyonuna dayali
olarak tiim genomda analiz eder. DArT genomda diisiik kopya sayisina sahip
bolgeleri hedefler ve otomasyona uygun bir metottur. Kisa zaman 6nce kazanilmig
bir metod olmasina ragmen, bu markor teknolojisi arastirmacilarin dikkatini
artarak ¢cekmektedir (Sansaloni, et al., 2010).

2.2.8.2 NGS datasindan polimofizm tespiti

Genetik harita birbirleriyle ilgili (relative) olan karakter, gen ve markaorlerin
rekombinasyon sikliklarinin dlgiilerek, kromozom iizerinde yerlesim diizenlerinin
belirlenmesidir. Genetik haritalar bitki genetik yapisinin  gelistirilmesini
hedefleyen molekiiler 1slah calismalar1 i¢in gerekli araglardir. Ciinkii genetik
haritalar QTL’lerin  saptanmasi, haritaya dayali klonlama ve gen
lokolizasyonlarinin  belirlenmesinde  gereklidirler.  Genetik  haritalarin
olusturulmasinda arag¢ olan markdrlerden SNP’lerin ise daha yiiksek ¢oziiniirliikte
harita elde edilmesinde 6nceki markor sistemlerine gore tstiinliikleri vardir. RNA-
Seq ve expressed sequence tags (ESTs)’ler kullanilarak kesfedilen SNP’ler gene
spesifik olma yoniinden avantaja sahiptirler. Ancak diger markorlere nazaran SNP
markorler daha disiik polimorfik bilgi igerigi (PIC) degerine sahiptirler. Biallelik
yapilarindan kaynaklanan bu sinirli bilgi genomda yiiksek siklikta bulunmalar ile
telafi edilmektedir (Kumar, et al., 2012).


http://www.diversityarrays.com/
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NGS datasindan SNP cagrilmasi (calling) ve genotiplemesi karakteristik
olarak NGS teknolojisine 6zgiidiir. NGS datas1 geleneksel sanger sekanslama ya
da SNP genotipleme metodlarina gore daha yiiksek hata oranina sahiptir. Buda
daha yiiksek ¢oziiniirliikkte sekanslama yapmasina dayanmaktadir. EK olarak, NGS
teknolojileri ile Sanger sekanslamaya gore daha kisa okumalar (kontig)
olusturmaktadir ve dolayisiyla bu da yanlis hizalama (alignment) riskini
artirmaktadir. Tim bu sebeplerden 6tiirii bir popiilasyonda SNP’lerin ¢agrilmasi
oldukca zor bir iglemdir. SNP ¢agrilmasi i¢in ¢esitli algoritmalar gelistirilmistir.
Cizelge 2.5’te NGS datasindan SNP tespiti i¢in geslistirilen softwareler igin
ornekler goriilmektedir (Deschamps, et al., 2012).

Cizelge 2.5. NGS datasi i¢in olusturulan non-exhaustive SNP ¢agirma software listesi

Software Link Input Format  Primary Function
Mapping and
MA! : . . FASTA, FAST
Q http://mag.sourceforge.net/ S STQ Assembly
SAMtools  hitp://samtools.souceforge.net/ SAM, BAM Alignments
GATK  http://www.broadinstitute.org/gatk/ SAM Alignments
. Mapping and
SOAPsn : . .0rg. . SOAP
Snp  http://soap.genomics.org.cn/soapsnp.html Assembly
SNIP-Seq http://polymorphism.scripp.edu/~vbansal/software/SNIP-Seq/ Pileup Alignments

MapNext  http://evolution.sysu.edu.cn/english/software/mapnext.htm FASTA, FASTQ Alignments

Baglanti dengesizligi (LD) popiilasyon genetiginde tipik olarak ayni
kromozom iizerinde yer alan iki yada daha fazla lokusta baglantili allellerin
rastgele olmayan iligkileri olarak tanimlanabilir. Haplotip ise istatiksel olarak
iliskili olan, kalitimda beraber hareket eden, ayn1 kromozomda yer alan bir takim
SNP’dir.

2.2.9 AFLP (Amplified Fragment Polymorfizm) markaérleri

AFLP (1995) yilinda Vos, et al., tarafindan gelistirilen ¢oklu lokus (multi-
locus) DNA parmakizi analizidir. RFLP ve RAPD tekniklerinin birlestirilip
gelistirilmesi sonucu olusmustur. RFLP gibi enzim kesim bdlgesindeki indelslere
ve baz degisimini, RAPD’de oldugu gibi PCR primer baglanma bodlgesindeki baz
degisimine dayali olarak polimorfizmi tespit eder. AFLP’nin farklilig1 dizisi
bilinen adaptorlerin enzim kesimlemesi yapilan toplam genomik DNA’ya
baglanmasidir (Liu and Cordes, 2004). AFLP restriksiyon enzimleri ile kesilen
genomik DNA fragmentlerinin secici PCR amplifikasyonuna dayali olarak

polimorfizm tespiti yapar. Teknik asagida listelenen basamaklari igerir;


http://samtools.souceforge.net/
http://www.broadinstitute.org/gatk/
http://soap.genomics.org.cn/soapsnp.html
http://polymorphism.scripp.edu/~vbansal/software/SNIP-Seq/
http://evolution.sysu.edu.cn/english/software/mapnext.htm
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1) Toplam genomik DNA’nin iki enzim karigimi ile kesilmesi (genellikle
EcoRI + Msel).

2) Enzimle kesilen DNA fragmentlerine adaptorlerinin baglanmasi. Enzim
kesim uglarindaki diziler bilinmediginden, dizisi bilinen adaptorler
PCR’da primer olarak kullanilir.

3) Ilk segici PCR’m yapilmasi (restriksiyon fragmentlerinin ¢ogaltilmas).
EcoRI primer + A and Msel primer + C milyonlarca DNA fragmentinin
iki enzim kesimi olan ve adaptorlerin baglandiklarini tek baz segiciligi ile
cogaltilir.

4) Isaretli primerler ile secici PCR’1n iki segici baz eklenerek yapilmasi
(Primer + 3 baz gifti; forvard isaretli, revers isaretsiz). Ornegin;
Eco+ATA and Mse+CAC. Eco+3 primeri florasan boya (fluorophore) ile
isaretlenir ve boylece bu primerin sentezledigi tim DNA zincirleri
isaretli olur. Eco+3 secici primeri farkli boyalar ile boyanarak ayni anda
birden fazla primer kombinasyonunun sonucu alinabilir. Buda AFLP
tekniginin multipleks ¢alismalara uygunlugunu saglar.

5) AFLP fragmentleri agaroz jel, poliakrilamid jel (PAGE) ve otomasyona
dayali (florasan deteksiyon sistemi) ile amlifiye fragmentlerinin analizi
yapilabilir (Arif et al., 2010).

AFLP arastirmacilara caligsmalarinda pek c¢ok avantaj sunmaktadir.
Yontemin baglica avantajlar1 giivenilirligi ve tekrarlanabilirligi yliksek olmasidir.
Calisilan  organizmaya ait DNA dizi bilgisine ihtiya¢ duymaz. RSPD,
mikrosatellite ve RFLP markorlere gore yalnizca bir jelde ve bir primer
kombinasyonunda bile olduk¢a c¢ok sayida polimorfik bant analizi
yapilabilmektedir. AFLP her bir bireye ait 6zgiin lokus spesifik fragmentler verir.
Yontemin analiz basamaklarinin fazla ve maliyetli olmasi, enzim kesimi i¢in
inhibitorlerden yliksek oranda armmmis template DNA’ya ihtiya¢ duymasi
dezavantajlaridir. Yontemin bir diger dezavantaji da homozigot dominant bantlar
vermesi dolayisiyla heterozigot bantlarin ayrimina olanak sunmamasidir. AFLP
prokaryot ve Okaryotlarin parmak izi analizlerinde pratik olarak
uygulanabilmektedir. MAS analizlerinde, yiiksek c¢Oziintirliiklii molekiiler
haritalamada ve ilgilenilen genlerin positional clonlamalarinda kullanilmaktadir.
AFLP ayrica bakteri, mantar ve bitki ve hayvanlardaki Okaryotik patojen
karakterizasyonunda 6nemli bir kullanim alanma sahiptir. Ek olarak modifiye
edilerek cDNA parmak izi analizlerinde de kullanilabilir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1 Bitki Materyali

Bu ¢alismada genetik materyal olarak Precoz X WA8649041 ebeveynleri ve
bu ebeveynlerin melezlenmesinden olusan, F,’den F;’ye tek tohum doli (Single-
seed descent) yontemiyle homozigotlastirilan, 101 adet RIL (Recombinant
Inbreed Line) mercimek popiilasyonu kullanilmistir. Arastirmada kullanilan
mercimek tohumlar1 Washington State University, Pullman, WA, USA’dan clde
edilmistir. Ebeveynler ve 101 adet RIL popiilasyonu tohumlari, i¢inde torf ve
perlit karigim1 olan strafor viyollere ekilmistir. Bitkiler yaklasik 10-15 cm boyuna
geldiginde geng¢ yapraklar hasat edilmistir. Hasat edilen yapraklar DNA
izolasyonu yapilana kadar sivi azotla muamele edilip, iizerlerine
numaralandirilmalar1 yapilan aluminyum folyalarda -80 °C derin dondurucuda

saklanmustir.
3.2 DNA izolasyonu

Ebeveynler ve 101 RIL popiilasyonu bireyine ait geng yapraklardan,
modifiye edilen Doyle ve Doyle’nin (1990) CTAB-PVP protokolii kullanilarak
DNA izolasyonu yapilmistir. Sivi azota konmus yapraklar (yaklasik 150 mg), 2
ml’lik tiiplere alinmis ve TissueLyser (Teknogen Co., izmir, Tiirkiye) cihazi
kullanilarak pargalanmistir. Pargalama isleminden sonra asagida listelenmis olan

islem basamaklar1 uygulanmstir;

e Tiplere 0,9 ml CTAB tampon ¢ozeltisi (100 mM Tris-HCI, 1,4 M NacCl,
20 mM EDTA, %2 CTAB, %2 PVP, %0.1 Na,S;05) ilave edilerek 65°C
su banyosunda 1 saat boyunca her 10 dakikada bir karistirilarak
bekletilmistir.

¢ Su banyosundan sonra ornekler oda sicakliginda 5-10 dk bekletilmis ve
tizerine 0,9 ml kloroform: isoamyl alkol (24:1) ilave edilmistir.

e Icerisinde kloroform-isoamyl alkol bulunan tiipler, 15 dk boyunca siirekli
ve yavase¢a karistirildiktan sonra 14000 rpm’de 15 dk siire ile santrifiij
edilmistir.

e Santrifiij edilen 6rneklerin iist fazlar1 alinarak (yaklasik 0,75 ml) yeni bir
tiipe aktarilmis ve igerisine soguk (-20°C’de bekletilmis) isopropanol

(0,5 ml) eklenerek, yavasca galkalanip DNA’nin ¢okelmesi saglanmistir.
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e Isopropanol ve DNA bulunan tiipler 5000 rpm’de 30 saniye santrifiij
edildikten sonra tiip igerisindeki iist faz dokiilmiis ve tiipiin icerisine 10
mM amonyum asetat bulunan %76’lik etanolden 1 ml ilave edilip 15 dk
boyunca ¢alkalanmistir. Bu islem sonucunda yikanan DNA, 2000 rpm’de
30 saniye santrifiij edildikten sonra iist faz dokiilmiis ve DNA 1 giin
siireyle kurumaya birakilmistir. Kurutulan DNA ultra saf su eklenerek
¢Ozdirilmiistir.

Izole edilmis DNA’lar daha sonra markér analizlerinde kullanilmak iizere -

80 °C derin dondurucuda saklanmustir.
3.3 DNA Miktar1 ve Safliginin Belirlenmesi

Izole edilen DNA miktar1 (konsantrasyonu) A260 ve A280 O.D. (Optical
density)’de 6l¢iim yapilarak Nanodrop Spectrophotometer (ND1000) cihazinda
belirlenmistir. Ornek DNA’larinin safliginin belirlenmesi icin, DNA’lar 1X TAE
(Tris-Asetat-EDTA) tampon igerisinde % 1°’lik agaroz jele yiiklenerek 60 V
gerilimde 1 saat yiiriitiilmistiir. Daha sonra goriintiileme islemi i¢in, agaroz jel 5
pl EtBr (Etidyum Bromid) / 100 ml saf su icinde 20 dakika yavasca karistirilarak
boyanmistir. Sonrasinda saf su ile durulanan jel G-box SYNGENE goriintiilleme
sistemi ile UltraViyole (UV) 151k altinda goriintiilenmistir.

3.4 DArT-Seq Analizi ile Genotipleme

SNP markor genotiplendirmesi amaciyla, GBS analizi yapmak i¢in DarT-
Seq sekanslama metodu (Raman et al., 2014) kullamilmistir. Her bir RIL
poplilasyonu bireyi ve iki ebeveyne ait DNA’lar Pstl-Msel enzimleri ile kesilmis
ve enzime uyumlu adaptor ligasyonu yapilmistir. Pstl-Msel fragment sayisini
artirmak icin asagida numaralandirilarak basamaklar1 agiklanan PCR reaksiyonu
yapilmistir:

1. 94°C’de 1 dak.-30 dongii
94°C’de 20 sn.-29 dongii
ramp 2.4°/dak. 58 °C’ye kadar
58 °C’de 30 dak.
ramp 2.4°C/dak. 72 °C’ye kadar
72 °C’de 45 dak.

72 °C’de 7 dak.
10 °C’de bekleme.

ON o g bk~ w
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PCR sonrasinda her bir 6rnekten alinan esit miktarda amplifikasyon {iriint
Illumina c-Bot (Cluster Station)’a yiiklenerek koprii (bridge) PCR yapilmis ve
tim amplifikasyon {irlinlerinin sekanslamasi HiSeq2000 (lllumina, San Diego,
USA) ile yapilmistir. Tim amplikonlarin sekanslamasi tek bir seritte
yapilmaktadir. Tek bir okuma 77 PCR dongisi ile gerceklesmistir. Her bir
seritten gelistirilen sekanslar DArT analytical pipeline kullanilarak analiz
edilmistir. Oncelikle olusturulan FASTQ dosyasindan diisiik kalitedeki sekanslar
uzaklastirilmigtir. Diger bolgelere gore barkod igeren bolgelere daha kati se¢im
kriterleri (> Phred pass score of 30) uygulanmistir. Béylece barkod split stepte
spesifik orneklerde assignment esnasinda daha giivenilir sonuglar elde edilmistir.
SNP markor c¢agrilmasinda barkod/ornek basgina yaklasik 2,000,00 sekans
tammlanmis  ve kullamlmistir.  Identikal sekanslar fastqcall dosyasinda
toplanmistir. Bu dosya DArT P/L’s proprietary SNP ve presence/absence markor
(PAM) calling algorithms (DArTsoftseq) igin ikincil pipeline i¢in kullanilmistir.
Analitik pipeline sekans datasini proses etmistir. DArT-Seq markorlere ait tim
polimorfik sekanslar, RIL popiilasyonu ebeveynlerinden gelistirilmistir ve RIL

popiilasyonu bireylerine uygulanmistir.
3.5 SNP Markor Analiz Sonu¢larinin Skorlanmasi

Agaroz jel elektroforez islemi sonucunda elde edilen goriintiiler, calismada
kullanilan SNP primerlerin gostermis oldugu polimorfik bantlar agisindan
degerlendirilmistir. Polimorfik bandi bulunduran ebeveyn (ab), polimorfik bandi
bulundurmayan ebeveyn (aa) ve RIL popiilasyonu bireylerinde de polimorfik
band1 bulunduranlar (ab), bulundurmayanlar (aa) olarak skorlanmigtir. Elde edilen
veriler haritalamada kullanilmak iizere, Microsoft Office Excel dosyasina kayit

edilmistir.
3.6 AFLP Markor Analizi
3.6.1 Genomik DNA’min resriksiyon enzimlerle kesilmesi

AFLP analizi i¢in genomik DNA, EcoRI (6 bp lik tanima bolgesi) ve Msel (4
bp’lik tanima bolgesi) restriksiiyon enzim karigimi ile kesilmistir. EcoRI her 2 —
2.5 kb’de bir, Msel 300- 400 bp’de bir genomik DNA’y1 keser. Her bir RIL
poplilasyonu ve 2 ebeveyne ait DNA’lar reaksiyon tiiplerine alinir ve igerisine
Cizelge 3.2°de yer alan enzim kesim miksi eklenir. Kesim iglemi PTC—-225 Peltier
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Thermal Cycler cihazinda 37°C’de 2 saat, 70 °C’de 15 dakika’lik bir reaksiyon

sonucunda ger¢eklestirilmistir.

Cizelge 3.1. Genomik DNA’nin restriksiyon enzimleri kesilmesi i¢in kullanilan

reaksiyon miksi

Bilesen Miktar
5X Reaksiyon Tamponu 2.5l
EcoRI/Msel Enzim Karigimi 1wl
Up su 4 ul
DNA (40 ng/ pul) 5ul
Toplam Hacim 12.5nl

3.6.2 Adaptorlerin ligasyonu
Cizelge 3.2°te adaptdr ligasyonu i¢in kullanilan reaksiyon miksi icerigi
verilmigtir. Ligasyon islemi i¢in DNA ve reaksiyon miksi i¢eren tiipler 20°C’de 2

saat bekletilmistir.

Cizelge 3.2. Adaptor ligasyonu icin kullanilan reaksiyon miksi

Bilesen Miktar
Restriksiyon enzimi ile kesilmis genomik DNA 12.5ul
Adaptor Karigimi 12 pl
T4 DNA Ligaz 0.5 ul
Toplam Hacim 25 nl

Adaptor ligasyonu sonucu elde edilen orneklere AFLP analizinde bir
sonraki basamak olan pre-amplifikasyonda kullanilmak iizere, TE tampon

cozeltisi ile 1:10 oraninda seyreltme yapilmistir.

3.6.3 Pre- amplifikasyon

Cizelge 3.3’te pre-amplifikasyon isleminde her bir 6rnek icin kullanilan
karisim igerigi ve miktarlarini igermektedir. Pre-amplifikasyon islemi PTC-225
Peltier Thermal Cycler cihazinda asagida yer alan PCR reaksiyonu sonucunda
gerceklestirilmistir.
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Pre- amplifikasyon thermal cycler programa:
94°C 30s.

56°C 1 dak. 20 dongi
72°C 1 dak.
4°C oo

Cizelge 3.3. pre-amplifikasyon i¢in kullanilan reaksiyon miksi

Bilesen Miktar
1:10 seyreltilmis Ligasyon iiriinleri 2.5l
AFLP 10X Pre-amplifikasyon Primer karigimi 20 pl
PCR Reaksiyon tamponu 2.5l
Taq DNA polimeraz (5 unit/pl) 0.5
Toplam Hacim 25.5 ul

AFLP analizlerinde polimorfizm tespitinin gerceklestirildigi selektif
amplifikasyonda pre-amplifikasyon triinleri kullanildigindan pre-amplifikasyon

riinleri % 1.2°lik agaroz jelde yiiriitiilerek kontrol edilmistir.

3.6.4 Selektif amplifikasyon

Selektif amplifikasyonda 1:40 oraninda seyreltilen pre-amplifikasyon
trtinleri kullanilmistir. Pre-amplifikasyon triinleri ile farkli kombinasyonlarda
primerlerle PCR reaksiyonlar1 yapilmistir. Seleksiyon ECORI primerleri IRD’ye
700 ve IRD’ye 800 floresan boyalar1 ile isaretlenmesi sonucunda
gerceklestirilmistir. Cizelge 3.4’te selektif PCR’da kullanilan tag DNA polimeraz
karisiminin bilesenleri verilmistir. Selektif amplifikasyonda her bir 6rnek igin
kullanilan miks igerigi ve miktarlar1 Cizelge 3.5’de verilmistir.

Cizelge 3.4. Taq DNA polimeraz karisim

Bilesen Miktar
Ultra saf su 158 ul
10X Amplifikasyon Tamponu 40 ul
Taq DNA polimeraz (Roche) (0.5unit/ul) 2ul

Toplam Hacim 200 pl
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Cizelge 3.5. Selektif amplifikasyon PCR miksi (1X Kokteyl i¢in)

Bilesen Miktar
Taq DNA polimeraz karigimi 6 ul
1:40 Seyreltme islemi yapilmis pre-amplifiye DNA 2ul
Msel (1pmol) 2ul
EcoRI (IRD’ye 700) (2 pmol) 1l
EcoRI (IRD’ye 800) (2 pmol) 1l
Toplam Hacim 12 ul

AFLP analizinde 25 adet primer kombinasyonu denenerek aralarindan

polimorfik olan 6 primer kombinasyonu se¢ilmis ve polimorfik primerler 103 adet

mercimek genotipi i¢in analiz edilmistir. Cizelge 3.6’da ¢alismada kullanilan

primer kombinasyonlar1 listelenmistir. Primer kombinasyonlarinin yaninda yer
alan (700) ve (800) agiklamalari, primerlerin 700-800 nm dalga boylarinin

absorbe edildigi florasan boyalarla isaretlendigini belirtmektedir.

Cizelge 3.6. AFLP primer kombinasyonlar1

Primer Kombinasyonu

M-CAT/E-ACC (700)
M-CAT/E-AGT (800)
M-CTT/E-ACA (700)
M-CTT/E-AGC (800)
M-CTT/E-AGT (800)
M-CTT/E-AAC (700)
M-CTT/E-ACT (800)
M-CTT/E-ACC (700)
M-CTT/E-AAG (700)
M-CAG/E-ACA (700)
M-CAG/E-ACT (800)

Selektif amplifikasyon PCR, PTC-225 Peltier Thermal Cycler cihazinda

Cizelge 3.7°de belirtildigi gibi programlanmustir.
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Cizelge 3.7. Selektif amplifikasyonu igin PCR reaksiyon basamaklari, siiresi ve

sicakliklart
Reaksiyon Basamagi Reaksiyon Sicakhigi Reaksiyon Siiresi

1 94°C 30 sn.

2 65°C 30 sn.

3 72°C 1 dk.

4 94°C 30 sn.

5 65°C 30 sn.

6 72°C 1 dk.

7 94°C 30 sn.

8-42 65°C'den 56°C’ye kadar her bir basamakta 7°C'lik sicaklik diisiisii
ile 5, 6 ve 7. basamaklar tekrarlanir.
43 40 numaral1 basamak 23 kez tekrarlanir.
44 4°C )

3.6.5 Poliakrilamid jel eloktroforezi

AFLP markor analizlerinde elektroforez icin LICOR/Biosciences, NEN
Model 4300, DNA Analyzer cihazi kullanilmistir. Ornekler 1X TBE (Tris-Borik
asit-EDTA) tamponu ile doldurulmus tank igine yerlestirilmis olan polimerize
%8’lik poliakrilamid jelde goriintiilenmistir. Ornekler jel kuyucuklarina
yiiklenmeden 6nce 1200V, 35 mA, 25 W 45°C’de 15 dk 6n 1sitma (pre-run) islemi
yapilmistir. Jele yiiklenecek olan selektif PCR iirlinlerine 5 pl Blue Stop Cozeltisi
ilave edilerek 94°C’de 3 dk denatiirasyon islemi gergeklestirilmistir. Bu asamadan
sonra jele yiikleme yapilana kadar florasan boya ile boyanmis olan PCR {iriinleri
karanlikta ve buzda bekletilmislerdir. Denatiire olan, blue stop ¢ozeltisi ile
boyanan selektif PCR iiriinleri ve 700-800 IRD ile isaretli markor (50-350 bp) jele
yiklenmigtir. LICOR cihazinda 1200V, 35 mA, 25 W 45°C elektroforez
kosullarinda 300 dk yiirlitme islemi gerceklestirilmistir.

3.6.6 AFLP markor analiz sonu¢larinin skorlanmasi

LICOR cihazinda elde edilen goriintiiler, calismada kullanilan AFLP
primerlerin gostermis oldugu polimorfik bantlar agisindan degerlendirilmistir.
Polimorfik bandi bulunduran ebeveyn (ab), polimorfik bandi bulundurmayan
ebeveyn (aa) ve RIL popiilasyonu bireylerinde de polimorfik bandi bulunduranlar
(ab), bulundurmayanlar (aa) olarak skorlanmigtir. Edilen veriler haritalamada
kullanilmak tizere, Microsoft Office Excel dosyasina kayit edilmistir.
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3.7 Baglant1 (Linkage) Haritasinin Olusturulmasi

Toplamda 400 SNP ve 162 AFLP markorii JoinMap4.0 (Ooijen, 2006) ile
baglant1 haritasi olusturmak ig¢in kullanmilmistir. Markorler ab x aa ve aa x ab

olarak skorlanmuistir.

ab x aa: WA8649041°de bant vermektedir.
aa x ab: Precoz’da bant vermektedir.

Linkage analizleri, JoinMap4.0 programinda rekombinasyon frekanslarini
harita uzakliklarina c¢evirmek i¢cin Kosambi haritalama fonksiyonu kullanilarak
gerceklestirilmistir (Kosambi, 1944). Baglanti gruplari, tespit limiti (LOD) degeri
P’er artan degerle 2.0 ile 10.0 arasinda, “rekombinasyon frekansi” esik 0.50,
“ripple value” esik 1.0, “jump threshold” 3.0 alinarak olusturulmustur. Bu
caligmada olusturulan baglanti gruplart MAPCHART 2.2 for Windows (Vorrips,
2002) kullanilarak yapilmastir.
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4. BULGULAR

4.1 SNP Markor Analizi

Ebeveynler (Precoz ve WA864904) ve 101 RIL mercimek popiilasyonunda
SNP markér analizi, DArT-seq sekanslama metodu (Raman et al., 2014) ile tespit
edilen SNP markorler ile yapilmistir. DArT-seq sekanslama analizi sonucunda
elde edilen sekans verisinden, SNP markorler DArTsoftseq algoritmasi
kullanilarak ¢agrilmistir. Toplam 7758 SNP markor tespit edilmistir. Bu
SNP’lerden 1070 tanesinin skorlamasi yapilamamistir. Skorlamasi yapilan toplam
6688 SNP markorden, bu tez c¢alismasinda ilk 400 SNP markor haritalamada
kullanilmigtir. SNP markarlarden 307 tanesi ( ~ %77) linkage gruplar iizerinde yer

almis, 93 tanesi ( ~ %23) baglanti haritasinda yer almamuistir.

4.2 AFLP Markor Analizi Sonuclar:

Calismada RIL popiilasyonu ve ebeveynlerinde, her biri iki farkli (700 ve
800 florasan isaretli) AFLP primerinden olusan toplam 25 adet AFLP markor
kombinasyonu ile analiz yapilmistir. Olusturulan 25 AFLP kombinasyonundan 6
tanesinin PCR ve LICOR jel sonuglar1 skorlamasi yapilmis ve olusturulan baglanti
haritasinda yerleri saptanmigtir. Skorlanan 6 AFLP kombinasyonuna ait 12 adet
isaretli AFLP primerinden toplam 194 polimorfik bant elde edilmistir. Sekil 4.5°te
M-CTT/E-AAG (700) AFLP primerinin LICOR cihazinda poliakrilamid jel
goriintiisii  yer almaktadir. Jel goriintiisinden soldan saga 1 ile 46 ile
numaralandirilan kuyucuklar RIL popiilasyonu bireylerine aittir. Popiilasyonun
diger 55 bireyi, jele yiikkleme yapilirken kuyucuk olusturmada kullanilan taragin
kapasitesinden dolayr 2 farkl jelde goriintiilenmistir. Asagidan yukariya 1 ile 33
arasindaki numaralar ise ebeveynlerde polimorfizm gosteren ve skorlamasi
yapilan bantlar1 gostermektedir. Bu primere ait toplam 33 polimorfik bant tespit
edilmis ve skorlamasi yapilmistir. Sekil 5, 6 ve 7°de sirasiyla M-CTT/E-ACC
(700) ve M-CTT/E-ACC (800) primer kombinasyonlart poliakrilamid jel
elektroforezi goriintiileri verilmistir. M-CTT/E-ACC (700) ve M-CTT/E-ACC
(800) primerlerinde sirasiyla 26 ve 35 adet polimorfik bant tespit edilmis ve

skorlamalar1 yapilmstir.
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Sekil 4.1. M-CTT/E-AAG (700) primer kombinasyonu, ebeveyn ve 1-46 numarali 6rneklerin
poliakrilamid jel elektroforezi goriintiisii. W; WA8649041, P; Precoz, M; Markar.
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Sekil 4.2. M-CTT/E-ACC (700) primer kombinasyonu, ebeveyn ve 1-46 numarali 6rneklerin

poliakrilamid jel elektroforezi goriintiisii.
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Sekil 4.3. M-CTT/E-ACC (800) primer kombinasyonu, ebeveyn ve 1-46 numarali 6rneklerin

poliakrilamid jel elektroforezi goriintiisii.
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4.3 Baglanti Haritasinin Olusturulmasi

WAB8649041 x Precoz ebeveynlerinin melezlenmesinden olusan ve F»’den
F;’ye homozigotlasincaya kadar tek tohum dolii yontemiyle olusturulan 101 adet
RIL bireyi kullanilarak genetik baglanti haritas1 olusturulmustur. Baglanti
haritalamas1 olusturmak amaciyla bu ¢alismada 400 tane SNP ve 162 tane AFLP
markoriiniin  skorlanmasi yapilmistir. Ancak linkage haritalama ig¢in kullanilan
JoinMap4.0 programina skorlama sonuglar1 girildiginde, AFLP markaérlerinden
bazilar1 distortion gostermis ve haritalama icin kullanilan Excel dosyasindan
linkage haritalama yapabilmek i¢in bu markorler ¢ikarilmistir. Bu eleme sirasinda
AFLP markorlerin %67’si elenmis ve haritalama programinda kullanilamamustir.
Sonugta linkage haritalama toplam 400 SNP ve 54 AFLP markarii ile yapilmistir.
Elde edilen 454 polimorfik markérden 321 tanesi (%71) harita iizerinde yer
alirken, 133 tanesi (%29) haritalanamamistir. Haritalanamayan markorlerin biiyiik
cogunlugunu AFLP markérler olusturmaktadir. Calisilan 162 polimorfik AFLP
markaoriniin %9°u haritada yer alabilmistir. SNP markarlerin ise %77°si linkage

baglant1 gruplar {izerinde yer almistir.

Calismada mercimek popiilasyonunda yapilan baglanti haritalamasi
sonucunda 9 farkli baglant1 grubu (Linkage Grup-LG) elde edilmistir. Olusturulan
mercimek baglanti haritasinin uzunlugu 413 cM’dir. Elde edilen baglanti
gruplarindaki ortalama markér yogunlugu ise 0.9 cM’da 1 markér seklindedir.
Elde edilen 9 farkli baglant1 grubunun uzunluklar1 16,9 cM ile 73,8 cM arasinda
degismektedir. Haritalama sonucunda olusturulan ortalama baglanti grubu
uzunlugu 45,9 cM’dur. Baglant1 grubu basina diisen ortalama markdr sayisi ise
37°dir.

SNP markorler elde edilen 9 baglinti grubundan 8’i iizerinde (LG1, LG2,
LG3, LGS, LG6, LG7, LG8 ve LGY) dagilim gostermistir. Bunun yaninda AFLP
markorler ise yalnizca bir baglanti grubunda (LG4) toplu bir sekilde

haritalanmiglardir.

WAB8649041 x Precoz ebeveynlerinin melezlenmesi sonucu olusturulan RIL
haritalama popiilasyonundan elde edilen yogun (dense) genetik haritanin icerdigi
linkage gruplar Sekil 4.8’de goriilmektedir. Cizelge 4.4’te ise her bir linkage
grubunun toplam uzunlugu, markor sayisi ve ortalama markor yogunlugunu igeren

veriler listelenmistir.
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Cizelge 4.1’den goriildiigii tizere 3 numaral1 baglant1 grubu 77 markor sayisi
ile en fazla markoriin yer aldigi baglanti grubudur. Tim AFLP markérlerinin
yerlestigi 9 numarali baglanti grubu ise 10 markoér sayisi ile en az sayida
markoriin yer aldigi baglanti grubudur. Markoér yogunlugunun en fazla oldugu
linkage grubu 0,7 cM ortalama markoér yogunluguna sahip olan 1 numarali
baglanti grubudur. Sadece AFLP markérlerinin yerlesmis oldugu 4 numarali
baglant1 grubu 4,5 cM ortalama markér yogunluguna sahip olup markor

yogunlugu en az olan gruptur.

Cizelge 4.1. WAS8649041 x Precoz’dan olusturulan RIL popiilasyonu baglanti haritasi
istatiksel verileri

Linkage Toplam markér LG'un uzunlugu Ortala markor
Grup sayisi ve tipi (cM) yogunlugu (cM)
1 60 (SNP) 434 0,7

2 37 (SNP) 62,7 1,6

3 77 (SNP) 73,8 0,9

4 14 (AFLP) 63,2 4,5

5 28 (SNP) 16,9 0,6

6 38 (SNP) 41,9 1,1

7 32 (SNP) 52 1,6

8 25 (SNP) 37,5 15

9 10 (SNP) 21,6 2,1
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Sekil 4.4. WA8649041 x Precoz ebeveynlerinin melezlenmesi sonucu olusturulan RIL
haritalama popiilasyonundan elde edilen genetik haritanin igerdigi baglant1 gruplari
(1-9).
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5. TARTISMA

Mercimek (Lens culinaris Medik.) diinyada en ¢ok yetistirilen baklagiller
arasinda besinci sirada yer almaktadir. Yetmisin iizerinde iilkede iiretimi yapilan
mercimek yiiz yirminin {izerinde iilkede tiiketilmektedir. Iyi bir protein,
karbonhidrat ve vitamin kaynagi olan mercimek, ayrica dogada azot
fiksasyonunda rol almaktadir. Bu o6zellikleri dolayisiyla mercimek genomik
acidan bakildiginda ¢alisilmasi 6ncelikli baklagiller arasinda gelmektedir. Ancak
iklimsel degisiklere adaptasyon kisitlamalarindan dolayr tiiretimi az yapilan
mercimek, pahali sekans teknolojileri ve biiyiikk genoma (~4 Gbp) sahip olmasi
nedeniyle arastirmacilar tarafindan fazla calisilmamistir (Sharpe et al., 2013).
Mercimek liretiminin yapildigi tilkelerin ¢ogunda, giiniimiizde abiyotik ve biyotik
stres faktorleri ile kars1 karsiya gelinmektedir. Dolayisiyla mercimek iiretiminde
kisitlamalara sebep olan stres faktorlerine karsi dayanikli cesitleri gelistirmek
birincil derecede Oneme sahiptir. Yakin geg¢mise kadar mercimek 1slahgilari
rekombinant bireyleri segmek ve istenilen karakterlere sahip ¢esit gelistirmek i¢in
klasik bitki 1slah1 tekniklerini kullanmiglardir. Ancak bu teknikler tek gen ile
kontrol edilen karakterleri se¢cmede kolaylik saglarken, ¢oklu gen bolgeleri
tarafindan kontrol edilen karakterlerin se¢iminde kisitlamalara ve o6zellikle de
dogrulugu daha az sonuclara sebebiyet vermektedir. Ekonomik 6neme sahip olan
karakterlerin biyiik c¢ogunlugu coklu gen bdlgeleri (QTL-Quantitative Trait
Locus) tarafindan kontrol edilmekte ve cevresel faktdrlerden etkilenmektedir.
Dolayisiyla bu karakterlerin se¢iminde klasik 1slah ¢aligmalar yetersiz kalmakta
ve markore dayali seleksiyon (MAS-Marker Assisted Selection) tekniklerine
ihtiya¢ duyulmaktadir (Kumar et al., 2015).

Mercimek genomik calismalari, nohut, soya fasulyesi ve fasulye gibi diger
baklagiller ile kiyaslandiginda daha yavas ilerlemektedir (Kumar et al., 2014).
Mercimek bitkisinin gelistirilmesi i¢in yapilan genomik ¢aligmalarda, mercimegin
biiyiilk genom boyutu karsilasilan temel zorluklardandir. Mercimek 4,063 Mbp
biiytikligiinde genoma sahipken, érnegin nohutun genom biiyikligii 740 Mbp’dir
(Kaur et al., 2013).

[Ik mercimek genetik haritas1 morfolojik markérler kullanilarak 1980’lerin
basinda yapilmistir (Kumar et al., 2015). Daha sonra molekiiler markorlerin
kesfedilmesiyle birlikte ilk genetik baglanti haritasi, (1989)’da Havey ve
Muehlbauer tarafindan, RFLP markorler kullanilarak yapilmistir. Baska bir
calisma 86 RIL mercimek hattinda, 177 markor (89 RAPD, 79 AFLP, 6 RFLP ve
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3 morfolojik markor) kullanilarak yapilmistir. Toplam 7 tane baglanti grubunun
olusturuldugu bu calismada, elde edilen harita mercimek genomunun 1073
cM’nunu kapsamis ve komsu iki markor arasindaki ortalama uzaklik 6.0 ¢cM
olmustur. Toplamda 79 AFLP markor baglant1 gruplarinda yer alirken 21 AFLP
markore baglanti gruplarinda yer almamistir. Calismada kullanilan AFLP
markarlerden Pstl/Msel kombinasyonlari (%15), EcoRI/Msel kombinasyonlarina
gore (%15) daha fazla polimorfizm gostermistir (Eujayl et al., 1998). Ford and
Taylor (2003) tarafindan intraspesifik F, popiilasyonunda yapilan harita mercimek
genomunun 784.1 cM’luk kismini kapsamaktadir ve 9 farkli baglant1 grubu elde
edilmistir. Son yillarda yapilan baska bir harita ise 207 (RAPDs, AFLPs ve
ISSRs) markorden olusan 12 baglanti grubuna sahip ve 1868 ¢cM’luk mercimek
genomunu kapsamaktadir (Tullu et al., 2008). Tanyolag et al., (2010)’da yaptiklar
calismada, Precoz x WAR8949041 ebeveynlerinden gelistirilen 94 RIL
popiilasyonu bireylerinde 166 markor ile baglantt haritasi olusturmuslardir.
Baglant1 haritas1 1396.3 ¢cM’luk mercimek genomunu kapsamakta ve iki markor
arasindaki ortalama uzaklik 8.4 c¢cM olarak tespit edilmistir. Calismada AFLP
markorlerin biyiik cogunlugu LG1’de yerlesim gostermistir. Bu tez ¢aligmasinda
da olusturulan haritada da AFLP markorler bir baglantt grubunda (LG4) toplu bir

sekilde yerlesim gdstermistir.

Son yillarda NGS teknolojilerinin ulasilabilirligi, genom sekanslama,
polimorfizm tespiti, gen ekspresyon ve popiilasyon genotipleme analizlerinde
NGS’nin kullanimini yayginlagtirmistir. Sekanslamanm hizli ve daha ekonomik
olmas1 her genetik ¢alismada kullanilmasini makul hale getirmistir. Dolayisiyla
NGS uygulamalar1 bitki genomik c¢aligmalarini ve bitki 1slah uygulamalarini
kokten degistirme potansiyeline sahiptir. NGS teknolojilerinde son doénemde
kaydedilen hizli gelismeler SNP markorler ile genotipleme yapilarak oldukga
yiiksek ¢oziiniirliiklii baglanti haritalarinin elde edilmesine olanak saglamaktadir.
SNP markorler kullanilarak pek ¢ok karakterin haritalamasi yapilmistir ve bu
haritalar MAS ile mercimek 1slah programlarinda kullanilabilir durumdadir.
Ayrica Medicago truncatula ve Lotus japonicus gibi model baklagiller ile yakin
filogenetik iligkili olmasi mercimek i¢in karsilastirmali genom haritalamasi ve

ortolog genlerin tespitine imkan saglamaktadir (Kumar et al., 2015).

Giincel bitki 1slah ve genomik ¢aligmalarinda, NGS teknolojisinin
potansiyelini kullanarak sekanslamaya dayali genotipleme (sequence-based-
genotyping) basliginda gelistirilmis olan yeni metodlar kullanilmaktadir (RRL,
RAD ve GBS) (Poland and Rife, 2012, Sonah et al., 2013). GBS her bir bireyden
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es zamanli olarak milyonlarca kisa okumalar1 toplayan ve genom kompleksligini
RE (Restriksiyon Enzimler) ile azaltarak her bir lokusta sekans kapsamini
gelistiren NGS tabanli bir platformdur (Chen et al., 2013). GBS yiiksek SNP
kapsami sunarak SNP analizlerinin etkinligini artirmistir (Sonah et al., 2013).
[llumina NGS platformu igin gelistirilen GBS yiiksek diizeyde multipleks bir
sistemdir (Elshire et al., 2011). Genetik analizler ve genotipleme igin olduk¢a gok
sayida SNP gelistirebilen GBS; ekonomik maliyetli, daha az PCR ve piirifikasyon
basamaklarina sahip, boyut ayrimlamasina ve referans genoma ihtiya¢ duymayan,
ilaveten etkin barkodlamaya sahip ve artirma (scale up) isleminin kolay oldugu bir
metoddur. Dolayisiyla bitkilerde genomik tabanli 1slah caligmalarinda giderek
onemli bir yer edinmektedir (He et al., 2014). Son yillarda, GBS protokolii misir
ve arpada Elhire et al., tarafindan (2011)’de c¢alisilmistir. Bu ¢alismada, RIL
popiilasyonunda misirda 200,000 ve arpada 25,000 sekans etiketi (sequence tags)
haritalanmistir (Sonah et al., 2013).

Ham sekans datasi elde edildikten sonra yapilan biyoinformatik analizler,
dogrulugu yiiksek diizeyde SNP genotiplemesi yapabilmek i¢in oldukca
onemlidir. Assembly kalitesi genellikle kontig uzunlugu (ortalama, minumum ve
maksimum uzunluk, ya da assembly programina goére N50) ve assemblynin
dogrulugundan (kontiglerin referans genomla ne kadar uyum gosterdigi)
etkilenmektedir. Papanicolaou et al., (2009)’da yaptiklar1 ¢alismada 6 (CAP3,
MIRA, Newbler 2.3, Newbler 2.5, SegMan, ve CLC) assemblyi de novo
kosullarinda nematotda ¢alisarak karsilastirmiglardir. Baska bir ¢alisma (Palmieri
et al.,, 2009), 4 farkli organizmada in slico gelistirilen transkriptlerde yine 6
assembly (BLAT, SSAHA2, Bowtie, SeqMap, MAQ ve CLC) karsilastirilmistir.
Sonuglar gostermistir ki okuma dizisi uzunlugu arttik¢a dogruluk artmakta, bunun
yaninda genom heterozigotisi arttikga yanlis haritalanan dizi okuma sayist da
artmaktadir (Shahin et al., 2012).

Yiiksek oranda polimorfik, ko-dominant, kesin, tekrarlanabilir, yiiksek
¢cozlinirliiklii, ekonomik ve yiiksek diizeyde bilgi verici olan SNP markorler son
yillarda molekiiler bitki 1slah ¢aligmalarinda yaygin olarak tercih edilmektedirler
(Lombardi et al., 2014). Bu tez ¢alismasinda her bir RIL popiilasyonu bireyi ve iki
ebeveynde (Precoz ve WAB8649041) DarT-Seq metodu kullanilarak 7758 tane
SNP kesfedilmistir. Kesfedilen SNP’lerin 6688 tenesi skorlanabilmistir.
Calismada kesfedilen SNP markor sayist Kaur et al.,, (2013)’te yaptiklan
caligmaya kiyasla daha yiiksektir. Bu calismada Kaur et al., 2011°’de yapmuis
olduklar1 ¢alismada elde ettikleri tiim kontigleri SNP tespiti i¢in referans kabul
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etmisler ve 2956 tane yiiksek kalitede SNP markor tespit etmislerdir. Calisma
sonucunda EST kaynakli SSR ve SNP’lerden olusan ve boron toksisitesine
tolerans gosteren QTL’lere yakin markorlerin tespiti yapilmistir. Bir onceki
caligmalarinda ise 6 farkli mercimek genotipine ait cDNA Orneklerinde 454
shotgun sekanslama yapilarak SSR (gene-based) tanimlamas1 yapmislardir (Kaur
etal., 2011).

Genomda yiiksek oranda tekrarlanan bdlgeler goz ardi edilip, kodlanan
bolgelerde Illumina platformu ile de novo transkriptom sekanslama yapilarak SNP
kesfi yapilmistir. Illumina transkriptom sekanslama, model ve model olmayan
bitki tiirlerinde basarili sonuglar vermektedir (Kaya et al., 2013). Calismada
Illumina platformu, de novo transkriptom assembly i¢in yiiksek ¢ozlinirliklii ve
uygun okuma uzunlugunda data saglamasi sebebiyle tercih edilmistir. Ayrica,
lllumina platformu ile elde edilen ~75 bp uzunlugundaki c¢ok fazla sayidaki
okuma dizileri, model olmayan organizmalar i¢in uygun kontig assemblysine
olanak saglamaktadir. Solexa/lllumina teknolojisinin 454/Roche teknolojisine
gore yiiksek kaliteli transkriptom assembly icin daha uygun data iirettigi
raporlanmistir (Feldmeyer et al., 2011). Literatiirde model olmayan bir tiire ilk de
novo assembly Solexa/lllumina kullanilarak Feldmeyer et al., tarafindan (2011)
yilinda yapilmistir.

Bu tez calisgmasinda NGS teknolojisi ile referans genoma sahip olmayan
mercimekte yliksek c¢oziiniirliiklii SNP kesfi yapilmistir. Calismada oldukca
biiyilk genoma sahip olan ve genetik caligsmalarda model orgnizma olmayan
mercimegin, genom kompleksligi DArT sekanslama yapilarak asilmistir. Ayrica
kesfedilen SNP markorler ve AFLP markorler kullanilarak mercimek genomunun
9 baglanti grubundan olusan haritas1 olusturulmustur. Calismada Sharpe et al.,
(2013)’te yaptiklart ¢alismada elde ettikleri baglanti grup sayisindan 2 fazla
baglanti grubu elde edilmistir. Sharpe et al., (2013) 454 pyrosequencing ile 3'-
cDNA transkript profiling yaparak, 2 yabani tiir mercimek ve 9 mercimek
genotipinde SNP kesfi yapmuslardir. CDC Redberry genotipi de novo assembly
icin referans genotip olarak belirlenmistir. Toplam 50,146 arasindan filtreleme
yapilarak 27,921 kontig referans assembly i¢in kullanilmistir. Calismada 44,879
SNP kesfedilmis ve SNP-SSR markérlerinden olusan 7 farkli linkage gruba sahip
RIL popiilasyonuna ait harita olusturulmustur. Bu tez ¢alismasinda, iki komsu
markor arasinda ortalama uzaklik 0.9 cM olarak bulunmustur. Bu deger Sharpe et
al. (2013)’te yaptiklart caligmada 1.53 cM olarak bulunmustur. Yine bu tez
caligmasinda elde edilen baglanti haritasi, toplam mercimek genomunun 413
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cM’luk kismini kapsarken, bu deger Sharpe et al. (2013)’te elde ettikleri baglanti
haritasinda 834.7 cM’dir. Bu tez calismasinda kullanilan markér sayisinin (400
SNP ve 54 AFLP) Sharpe et al. (2013)’te yaptiklar1 ¢alismaya kiyasla daha az
sayida olmasi baglant1 haritasinin mercimek genomunun kapsadigi kisminin az
olmasma sebep olmustur. Bu tez g¢alismasi sonucunda 9 baglanti grubu elde
edilmistir. Sharpe et al. (2013)’te yaptiklar1 ¢calismada 7 farkli baglant1 grubu elde
etmiglerdir. Bu tez ¢alismasindaki haritalamanin daha fazla sayida markor ile
yapilmasi elde edilen baglant1 grubu sayisinin mercimek kromozom sayisina (7)

esitlenmesine olanak saglayabilir.

Mercimekte yapilan bagka bir ¢alismada 2 tane 96-plex GBS kiitiiphanesi
olusturulmus ve 266,356 genome-wide SNP tespit edilmistir. Bu SNP’lerden
5,389 tanesi kullanilarak filogenetik aga¢ olusturulmustur (Wong et al., 2015).
Piringte yapilan bir calismada 384-plex GBS protokol kullanilarak 176 RIL
hattinda 30,984 SNP tanimlanmis ve bu SNP’lerden 1,464 tanesinin 1.
kromozomda oldugu tespit edilmis ve aliminyum tolerans genlerinin (QTL)
haritalanmasinda kullanilmistir (Spindel et al., 2013).

Mercimegin tiim genomunun karakterizasyonu {izerine yapilan ¢aligmalar
hala devam etmektedir. Transkriptom assembly, SSR, SNP ve intron-targeted
primerlerden (ITP) derived edilen EST’lerin tanimlanmasinda oldukga etkilidir.
Erken donemde yapilan ¢alismalarda ¢cDNA Kkiitiiphanelerinin olusturulmasi ve
bunlardan EST’lerin gelistirilmesinde Sanger sekanslama metodu kullanilmistir.
NCBI verilerine gore 2015 Ocak ay1 baz alindiginda, mercimek i¢in 10,341 EST
kiitiiphanesine ulasilabilmektedir (Kumar, et., 2015).

Bu ¢aligmada mercimek genomunda GBS protokolii ile ¢ok sayida yiiksek
kalitede SNP markor kesfi yapilmistir. Genotiplemesi yapilan SNP markorler ve
AFLP markorlerden olusan mercimek linkage haritasi olusturulmustur. Calisma
sonucunda elde edilen SNP ve AFLP markorlerden olusan baglanti haritasi,
mercimek 1slahinda MAS analizlerinde kullanilabilir niteliktedir.
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