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OZET

MERCIMEK CINSINDE (Lens MILLER) DAYANIKLILIK GEN
ANALOGLARI, PEROKSIDAZ VE WRKY TRANSKRIiPSIYON FAKTORU
GEN AILELERININ POLIMORFIZMIi

Duygu SARI

Yiiksek Lisans Tezi, Tarla Bitkileri Anabilim Dali
Damsman: Prof. Dr. Cengiz TOKER
Haziran 2013, 82 sayfa

Dayaniklilik gen analoglari, peroksidazlar ve WRKY transkripsiyon faktorleri
evrimsel siirecte bitkilerin canli ve cansiz stres faktorlerine karsi dayaniklilik
saglamasinda rol oynayan ¢oklu gen ailelerindendir. Bu ¢alismada, mercimek bitkisinde
bu gen ailelerinin polimorfizmi aragtirilmistir.

Genetik materyal olarak mercimek tiirlerinden 7 takson; 1 L. culinaris Medik.
(kiltir formu), 3 L. ervoides (Brign.) Grande, 4 L. lamottei Czefr., 4 L. nigricans
(M.Bieb.) Godr, 4 L. odemensis Ladiz., 11 L. orientalis (Boiss.) Ponert, 3 L. tomentosus
Ladiz. ile 2 Vicia montbretii (Fish. & Mey) Davis ve Plitmann tiirii olmak {izere toplam
32 genotip kullanilmistir. RGA, peroksidaz ve WRKY gen ailelerinin igerdigi korunmus
bolgelerden elde edilmis dejenere primerler yardimiyla 32 genotipte PCR yontemi
kullanilarak polimorfik ve monomorfik bantlar elde edilmistir. UPGMA dendogramlari
olusturularak tiirler aras1 genetik iliski belirlenmistir.

Toplamda 123 RGA, 22 peroksidaz ve 10 WRKY primeri denenmistir. Bunun
sonucunda 103 RGA, 66 peroksidaz ve 52 WRKY bandi elde edilmistir. RGA
bantlarindaki polimorfizm oran1 %83 iken tiirler arasindaki genetik benzerlik, 0.62 ile
0.90 arasindadir. Peroksidaz bantlarinin %89’u polimorfik olup bu gen ailesi
bakimindan tiirler aras1 genetik benzerlik 0.13 ile 0.62 arasindadir. G6zlenen 52 WRKY
bandinin 47°si polimorfiktir ve polimorfizm oran1 %90’dir. Genetik benzerlik ise 0.07
ile 0.63 arasindadir.

Sonuglar gostermektedir ki gen aileleri biyotik ve abiyotik streslere karsi
devaml1 bir savunma mekanizmasi i¢indedir. Tiim genomun c¢alisildig1 polimorfizm ile
kiyaslandiginda bu gen aileleri daha hizli bir evrimsel yol , . Bu ¢alismada incelenen
PCR tabanli RGA, peroksidaz ve WRKY markirlar1 ilerde mercimekte haritalama ve
farkli gen ifadesi ¢alismalarinda kullanilabilir.

ANAHTAR KELIMELER: Mercimek, Lens, PCR, RGA, peroksidaz, WRKY,
polimorfizm

JURI: Prof. Dr. Cengiz TOKER (Danisman)
Dog. Dr. Nedim MUTLU
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ABSTRACT

POLYMORPHISM OF RESISTANCE GENE ANALOGS, PEROXIDASE AND
WRKY TRANSCRIPTION FACTORS GENE FAMILIES IN THE GENUS Lens
MILLER

Duygu SARI
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Supervisor: Prof. Dr. Cengiz TOKER
June 2013, 82 pages

Resistance gene analogs (RGAs), peroxidases and WRKY transcription factors
are multigene families that play roles in resistance to various biotic and abiotic stresses
during evolution. In this study, the polymorphism of these gene families are determined
in the genus Lens Miller and Vicia montbretii (Fish. & Mey) Davis ve Plitmann.

As genetic material, total of 32 genotypes of 7 lentil taxa including four
accessions of L. lamottei Czefr., four accessions of L. nigricans (M.Bieb.) Godr, four
accessions of L. odemensis Ladiz., eleven accessions of L. orientalis (Boiss.) Ponert,
three L. tomentosus Ladiz. and two accessions of V. montbretii were used. Specific
degenerate primers were designed from conserved motifs of resistance gene analogs
(RGAS), peroxidases and WRKY gene families were used with PCR to amplify targeted
regions from genomic DNA of 32 genotypes and obtained monomorphic and
polymorphic bands. Genetic similarity between species was determined using UPGMA
dendograms.

123 RGA, 22 peroxidases and 10 WRKY primer combinations were tested and
103 RGA, 66 peroxidases and 52 WRKY bands screened. Polymorphism rate of RGAs
was 83% and genetic similarity was between 0.62 and 0.90. On the other hand the
polymorphism rate of peroxidise genes was 89%. The genetic similarity was between
0.13 and 0.62. In WRKY genes, 47 of the evaluated 52 bands were polymorphic and the
polymorphism rate was 90%. The genetic similarity was between 0.07 and 0.63.

Results indicated that the gene families have evolved continuously in response to
biotic/abiotic stresses. In the comparative analysis with the polymorphism of whole
genome, it is apparent that the gene families have evolved at a faster rate than genome
average. The results justify targeted gene families approach in studying evolution as
compared to the use of random or anonymous loci. The PCR-based RGA, peroxidase,
and WRKY markers described in this study may also have potential for linkage
mapping and differential gene expression studies in lentils.

KEYWORDS: Lentil, Lens, PCR, RGA, peroxidase, WRKY, polimorphism
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ONSOZ

Bitkiler, igerisinde bulunduklar1 ortami diger canlilarla (patojen ve simbiyontlar
gibi) paylasmak ve rekabet etmek zorundadir. Bunun i¢inde yasadiklar1 alan ve sartlar
ne olursa olsun, i¢inde bulunduklari ¢evreyi tanima ve o ortama adapte olma islevini
cesitli molekiiler ve fizyolojik olaylar sayesinde gerceklestirmektedir. Bu evrimsel siire¢
icerisinde degisen patojen populasyonlarina ve farkli gevresel stres faktorlerine karsi
dayanikliligin saglanabilmesi bitkilerin lokuslarinda meydana getirilen ¢esitlilik ile
miimkiindiir.

RGA, peroksidazlar, WRKY transkripsiyon faktorleri gen ailelerinde meydana
gelen duplikasyonlar ve rekombinasyonlar bitkilerin bu evrimsel iligki i¢erisinde cansiz
ve biyotik stres faktorlerine karsi dayaniklilik saglanmasinda oldukc¢a Onemlidir.
Mercimekte bu konuyla ilgili yapilan calismalar olduk¢a sinirlidir. Dolayistyla belirtilen
bu gen ailelerinin organizasyonun ve evriminin arastirtlmasi bitkilerde dayaniklilik
genlerinin dinamiginin anlagilmasi i¢in olduk¢a dnemlidir.

Bu tez calismasinin hazirlanmasi sirasinda yardimlarini esirgemeyen, her konuda
bilgi ve tecriibelerini paylasan ¢ok degerli danigman hocam sayin Prof. Dr. Cengiz
TOKER’e sonsuz saygi ve tesekkiirlerimi sunarim. Laboratuar calismalari sirasinda
bilgisi ve imkanlariyla yardimlarini eksik etmeyen sayin hocalarim Dog¢. Dr. Nedim
MUTLU’ya, Yrd. Dog. Dr. Cengiz IKTEN’e, bu calismayr maddi olarak destekleyen
Akdeniz Universitesi Bilimsel Arastirma Koordinasyon Birimine, laboratuar
calismalarim sirasindaki yardimlari i¢in Semra GONUL’e, manevi yardimlarini daima
hissettigim arkadaslarim Ars. Gor. Oncii CEYLAN BALOGLU’ na ve Ars. Gor. Begiim
TUTUNCUye tesekkiir ederim.

Sevgi ve desteklerini hayatim boyunca hissettigim sevgili aileme, her zaman
maddi ve manevi yonden yanimda olan Ars. Gor. Engin YOL’a tesekkiir ederim.
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1. GIRIS

Kiltirti  yapilan mercimek (Lens culinaris Medik.) bitkisi Fabaceae
(Leguminosae) familyasinin Faboideae (Papilionadiae) altfamilyasinda ve Lens Miller
cinsi iginde yer alan bir tiirdiir. Lens Mill. cinsi Vicia L., Lathyrus L., Pisum L. ve
Vavilovia A. Fedorov cinslerini igeren Vicieae Alef. oymaginda yer almaktadir (Smart
1990, Redden vd 2007). Mercimek (Lens culinaris Medik.) diploid, kendine déllenen ve
2n=14 kromozoma sahip bir baklagil bitkisidir. Ulkemizde Tiirk Standartlar1 Enstitiisii
Kurumuna (TSEK) gore ticareti yapilan kuru mercimekler dane rengi ve biiyiikliigiine
gore 3 grupta toplanir: (i) sultani (pul, yaprak), (ii) yesil (sira) ve (iii) kirmizi
mercimekler (Sehirali 1988).

Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) 2011 yil1 istatistiklerine gore
mercimekler diinyada 4 169 382 ha alanda yetistirilmekte ve 4 411 104 ton
tiretilmektedir. Ortalama diinya verimi 1058 kg/ha iken, {ilkemizde hektara verim
ortalamas1 1890 kg kadardir. Ulkemizde 214 847 ha alanda tarimi yapilmakta ve 405
952 ton iiretimi gergeklestirilmektedir. Tiirkiye Kanada ve Hindistan’dan sonra diinyada
en fazla mercimek iireten iilkeler siralamasinda tigiincii siradadir (FAOSTAT 2013).

Eskiden bes Lens cinsi oldugu bildirilmistir (Davis 1970; Cubero 1981, Sehirali
1988). Daha sonra Lens montbretii tiriiniin baklalar simnifinda yer almasi gerektigi
bildirilmistir (Ladizinsky ve Sakar 1982). Giiniimiizde 7 tane takson belirlenmistir: Lens
culinaris, Lens orientalis, Lens odemensis, Lens lamottei, Lens tomentosus, Lens
ervoides, Lens nigricans. Bunlardan L. lamottei ve L. tomentosus literatiire yeni
kazandirilms tiirlerdir (Redden vd 2007).

Stres faktorleri, orijinlerine gore canli ve cansiz stres faktorleri olmak iizere iki
grupta incelenebilmektedir. Cansiz stres faktorleri soguk, sicak, kuraklik, tuzluluk, su
fazlaligi, radyasyon, cesitli kimyasallar, oksidatif stres, riizgar ve toprakta besin
yetersizligi gibi cevresel faktorlerdir. Canli stres faktorleri ise viriis, bakteri ve
funguslar1 igeren patojenler, bocekler ve herbivorlardir (Mahajan ve Tuteja 2005).
Mercimek iiretimi yapilan alanlarda verimi sinirlayan en 6nemli cansiz stresler, kuraklik
ve yiiksek sicaklik, tuzluluk ve demir elementi eksikligi, canli stresler ise Ascochyta
lentis, Colletotrichum truncatum, Fusarium oxysporum f. sp. lentis, Sclerotinia
sclerotiorum, Uromyces fabae olarak verilmistir (Muehlbauer ve Kaiser 1994).
Bitkilerin stres altindaki reaksiyonlari ve strese dayaniklilik mekanizmalar1 pratikte
bliylik 6nem tasimaktadir. Tarimsal iiretim stres kosullar1 altinda azaldigindan strese
dayanikli bitki tiirlerine dair ¢aligmalarin arttirilmast gerekmektedir (Opik ve Rolfe
2005). Bitki cgesitleri ve degisik bitki gruplar icerisinde tolerans mekanizmalarinda
farkliliklar gortilmektedir. Bu durum bitkilerin stres toleranslarinin gelistirilmesinde son
derece onemlidir (Rao vd 2006).

Bitkilerde patojenlere karsi dayaniklilik patojen Avr (aviriilans) gen lokusu ve
bitki dayaniklik gen (R) lokusundaki bir allel arasindaki spesifik bir interaksiyon ile
kontrol edilmektedir (Dangl ve Jones 2001). Konukgu bitkideki R geni ve patojenin Avr
geni arasindaki bu eslesme gen-gen hipotezi olarak ifade edilmektedir (Flor 1971).

Konukgu bitkinin patojeni tanimasi ve sonrasinda savunma yanitlarini
olusturmas1 karmasik, dinamik ve etkilesimli bir molekiiler olaylar zinciridir. Bu



molekiiler yanitlar ¢ok sayida farkli genin up ve down regiilasyonu ile baglantilidir.
Gen-gen etkilesiminde patojen populasyonlarin hastalik yapici karakteristiklerindeki
ani degisimler bitkideki dayaniklilik genlerinin etkinligi i¢in devamli bir tehlike
olusturmaktadir. Sonug¢ olarak, tiirlerin evrimsel siiregte hayatta kalma miicadelesi
dayaniklilik lokuslarin1 koruma ve burada kullanigli bir ¢esitlilik meydana getirme
yetenegine baglidir. Bu ylizden bitki tiirlerinde R genlerinin evrimi ve ¢esitliligi
analizleri bitkide devamli bir dayanikliligin meydana getirilmesinde olduk¢a 6nemli bir
yerdedir (van der Hoorn vd 2002, van der VVossen vd 2003, McDowell ve Simon 2006,
Rose vd 2007, Yang vd 2008).

Stres faktorleri, siiperoksit anyonlari (O2’), hidrojen peroksit ve hidroksil
radikalleri gibi reaktif oksijen tiirlerinde (ROS) artmaya yol acarak bitkilerde oksidatif
strese neden olmaktadir (Prasad vd 1994, Shen vd 1999). Bitki hiicreleri oksidatif
stresin etkilerini azaltan siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), askorbat peroksidaz
(APX) gibi ROS enzimleri ve glutatyon, askorbat ve serotenoid gibi antioksidanlar
iceren kompleks bir savunma mekanizmasi gelistirmistir (Lee ve Lee 2000).
Peroksidazlar (POD, E.C:1.11.1.7), hidrojen atomlarmi vermek egiliminde olan
bilesikler ile bu atomlar1 alict durumunda olan H,0O; bilesigi arasindaki reaksiyonu
katalizleyen oksidorediiktazlardir (Adams 1978; Whitaker 1994). Bitki peroksidazlar
bir ¢coklu gen ailesine ait olup patojen bulasmasi, bocek toleransi, tuz tolaransi, oksin
degredasyonu, hiicre duvari lignifikasyonu, doku siiberinlesmesi ve bitki senesensi gibi
bir¢ok strese bagli interaksiyonda dnemli rol oynamaktadir (Hinman ve Lang 1965,
Espelie vd 1986, Amaya vd 1999, Chittoor vd 1999, Passardi vd 2005, Gulsen vd
2010a). Bitkiler stres faktorlerine maruz kaldiklarinda peroksidaz enzimleri reaktif
oksijen tiirlerinin birikimini azaltmakta ve oksidasyon diirlinlerini par¢alamaktadir
(Willekens vd 1994, Schenk vd 2000). Dayanikli genotiplerin peroksidaz aktivitesinin
derecesini arttirdiklar1 ve bunun sonucu olarak da serbest radikallerin ve peroksitlerin
zararl etkilerini azaltabildikleri bunun yaninda hassas bitkilerin ise bu bilesenleri
detoksifiye edebilme yeteneklerinin olmadigi bildirilmistir (Hildebrand vd 1986, Heng-
Moss vd 2004, Gutsche vd 2009). Yiiksek dayaniklilik giicii ya daha iist diizeyde bir
peroksidaz upregulasyonu ya da daha hassas bir upregulasyon yanitina sahip olmay1
gerektirmektedir.

Strese duyarli ve toleransli genlerin indiiklenmesi bitkilerin olumsuz c¢evre
kosullarina uyum saglamasina yardimci olmaktadir (Matsui vd 2008). Stresle iliskili
genlerin indiiksiyonu temel olarak transkripsiyonel seviyede goriilmektedir.
Transkripsiyon faktorleri sekansa 6zgli DNA baglama yapisi sergilemektedir ve hedef
genlerin transkripsiyonu aktive etme veya inhibe etme yetenegindedir. WRKY genleri
diizenleyici proteinlerin en genis ailesini kodlayan transkripsiyon faktdrlerinden biridir
(Eulgem ve Somssich 2007). Bitkilerde canli ve cansiz stres faktorlerine karsi
olusturulan fizyolojik yanitlar, senesens ve bundan bagka tiiy ve tohum kabugu gelisimi,
sekonder metabolitlerin biyosentezi gibi olaylar1 diizenleyen bitkiye 0zgiin
transkripsiyonel faktorlerinin bir ailesini kodlamaktadir (de Pater vd 1996, Gus-Mayer
vd 1998, Dellagi vd 2000, Hara vd 2000, Alexandrova ve Conger 2002, Deslandes vd
2002, Huang ve Duman 2002, Kim vd 2000, Pnueli vd 2002, Schenk vd 2000, Yoda vd
2002).

Gortildiigii gibi bitkiler, icerisinde bulunduklar1 ortami diger canlilarla (patojen
ve simbiyontlar gibi) paylasmak ve hatta onlarla zaman zaman rekabet etmek



zorundadir. Bunun i¢inde yasadiklar1 alan ve sartlar ne olursa olsun, i¢inde bulunduklari
cevreyi tanima ve o ortama adapte olma islevini ¢esitli molekiiler ve fizyolojik olaylar
sayesinde ger¢eklestirmektedirler (Tor 1998). Bu evrimsel siire¢ igerisinde degisen
patojen populasyonlarina ve farkli cevresel stres faktorlerine karsi dayanikliligin
saglanabilmesi bitkilerin lokuslarinda meydana getirilen c¢esitlilik ile miimkiindiir.
RGA, peroksidazlar, WRKY transkripsiyon faktorleri gen ailelerinde meydana gelen
duplikasyonlar ve rekombinasyonlar bitkilerin bu evrimsel iligki igerisinde canli ve
cansiz Stres faktorlerine karsi dayaniklilik saglanmasinda olduk¢a Onemlidir.
Dolayisiyla belirtilen bu gen ailelerinin organizasyonun ve evriminin arastirilmasi
bitkilerde dayaniklilik genlerinin dinamiginin anlagilmasi i¢in olduk¢a Onemlidir.
Yapilan bu tez ¢alismasinda, bu gen ailelerinin evrimsel dinamiklerinin anlasilmasi ayni
zamanda evrimsel hizinin genomun diger kisimlariyla karsilastirilmasi amaglanmuistir.



2. KURAMSAL BIiLGILER VE KAYNAK TARAMALARI
2.1. Mercimek (Lens Mill.) Cinsi Ile Tlgili Genel Bilgiler

Mercimek insanoglunun ilk kiiltire aldigi bitkilerden biridir. Yeryiiziinde
tarimin baglamast ile birlikte mercimek tarimmin bagladigi kabul edilmektedir.
Mercimegin orjininin ve ilk kiiltiire alindig1 yerin verimli hilal denilen Mezopotamya ve
giney Tirkiye oldugu tahmin edilmektedir (Zohary 1972). Bu bolgeden Misir,
Yunanistan ve Avrupa’ ya yayilmistir (Sandhu ve Singh 2007). Tarimin baslangicinda
Akdeniz Havzast boyunca baklagillerin yaygin kullanimi atalarinin yayilisindan ve
kiiltir =~ formlarma  doniisiimiin ~ gergeklestigi  bolgelerdeki  varyetelerinden
kaynaklanmaktadir. Bolgesel uyum artan bir sekilde L. culinaris tiirleri i¢inde ¢esitlilik
meydana getirmistir (Erskine 1997).

Mercimek adii kiiltiirii yapilan mercimegin (Lens culinaris Medik.) tohumunun
lens sekline benzemesinden almigtir. Tohum yuvarlak ve merkeze dogru siskindir.
Mercimegin adi alman botanik¢i Medicus tarafindan 1787 yilinda verilmistir (Cubero
1981). Eskiden bes Lens cinsi oldugu bildirilmistir (Davis 1970, Cubero 1981, Schirali
1988). Daha sonra Lens montbretii (Fish. & Mey) Davis ve Plitmann tiiriiniin baklalar
smifinda yer almasi gerektigi bildirilmistir (Ladizinsky ve Sakar 1982). Giiniimiizde 7
tane taxon belirlenmistir: Lens culinaris Medik., L. orientalis (Boiss.) Ponert, L.
odemensis Ladiz., L. lamottei Czefr., L. tomentosus Ladiz., L. ervoides (Brign.) Grande
ve L. nigricans (M. Bieb.) Godron. Bunlardan L. lamottei ve L. tomentosus literatiire
yeni kazandirilmus tiirlerdir (Redden vd 2007, Toker vd 2007).

Mercimek asagidaki gibi siniflandirilmaktadir:

Takim: Fabales

Familya: Fabaceae

Al familya:  Faboideae

Oymak: Vicieae Alef.

Cins: Lens Miller

Tiir: Lens culinaris Medicus

Cubero (1981) tarafindan bildirildigine gore, kiiltiirii yapilan mercimeklerde ilk
siniflandirma Alefeld (1866) tarafindan morfolojik goriiniisleri dikkate alinarak
yapilmistir.  Barulina (1930) kiiltiiri  yapilan mercimekleri  smiflandirirken,
mercimeklerin cografi dagilimlarin1 dikkate almistir. Daha sonra Cubero (1981),
Barulina’nin smiflandirdig: sistemde yer alan alt tiirleri, bir alt tiir degil irk oldugunu
bildirilmistir. Ladizinsky ve Sakar (1982), Lens montbretii tiiriiniin bir mercimek
olmadigim savunmuslardir. Iki tiir arasinda morfolojik farkliliklar yam sira karyolojik
farkliliklar da mevcuttur. En farkli 6zellik ise kromozom sayisinin diger mercimeklerde
2n=14 olmasina ragmen, Lens montbretii’"de kromozom sayisi 2n=12 olarak
bildirilmistir. Bu nedenle, arastiricilar Lens montbretii’ nin bir bakla oldugunu ve Vicia
montbretti olarak siniflandirilmasi gerektigini rapor etmislerdir.

Gilinlimiizde Mercimek cinsinin (Lens Mill.) yaygin olarak kabul goren
siniflandirilmasi asagida verilmistir (Ferguson vd 2000):



Lens culinaris Medik.
subsp. culinaris
subsp. orientalis (Boiss.) Ponert
subsp. tomentosus (Ladiz.) M.E.Ferguson vd
subsp. odemensis (Ladiz.) M.E.Ferguson vd
L. ervoides (Brign.) Grande
L. nigricans (M.Bieb.) Godr.
L. lamottei Czefr.

V. montbretii tiiri de dahil 7 mercimek taksonu ile yapilan son g¢aligmada
mercimek taksonlar1 arasindaki filogenetik iliski asagidaki gibidir (Ozugur 2011):

Lens culinaris Medik.
subsp. orientalis (Boiss.) Ponert
subsp. culinaris Medik.
subsp. tomentosus Ladiz.
subsp. odemensis Ladiz.
L. ervoides (Brign.) Grande
L. lamottei Czefr.
L. nigricans (M.Bieb.) Godr

Ladizinsky (1979a) Lens culinaris, L. orientalis ve L. nigricans tiirleri arasinda
melezlemeler yapmustir. L. orientalis x L. culinaris melezlemesi melez tohum vermistir
ve F, generasyonu biiylime habitusu, ¢icek rengi, baklada catlama ve dene rengine gore
acilmalar olmustur. Lens culinaris ve L. nigricans melezleri de normal olarak
gelismiglerdir. Cubero (1981) bu sonuglarin Lens orientalis’in kiiltiirii yapilan
mercimegin bir alt tiirii olabilecegini bildirmistir. Ladizinsky (1979b) Lens culinaris ve
L. ervoides melezlerinden dol verir bitki elde edememistir.

Mercimek kazik koklii bir bitkidir fakat yan kokler de oldukca gelismistir. Nemli
ve allivyal topraklarda kok sistemi yiizeysel olarak kalirken hafif ve su orani diisiik
topraklarda daha derine gitmektedir. Cimlenmeden 12-15 giin sonra ana kokiin etrafinda
ve ylizeye yakin yan koklerin iizerinde kiiciik, yuvarlak veya silindirik bir¢cok nodiil
gortliir, ciceklenmeden sonra sayilar1 azalmaya baslar.

Mercimegin otsu govdesi olduk¢a zayif, ince ve enine kesiti kare seklindedir.
Bitki gelismesi ilerledik¢e sapin dip kismi odunlagir. Bitki boyu cevre kosullar1 ve
genotipe bagli olarak 15-75 cm arasinda degisir. Mercimek bitkisi oldukga fazla dallanir
ve ¢ogu zaman ana dal yan dallardan ayirt edilemez. Bununla birlikte genotipten
genotipe farklilik gosterir ve ¢cevreden biiyiik 6l¢iide etkilenir. Dallanma ekim sikligi ile
yakindan ilgilidir, dar ekimlerde dallanma azalirken genis ekim mesafelerinde dallanma
artmaktadir (Saxena 2009).

Wilson ve Teare (1972)’nin bildirdigine gore kiiciik taneli mercimek cesitleri
15x1.5 cm ekim mesafesinde ortalama 4.2 dalli olurken, 30x6 c¢cm ekim mesafesinde
ortalama 75.3 dallanma olmaktadir. Mercimekte dallanma istenen bir o6zelliktir, dal
say1s1 arttik¢a bitkide bakla sayis1 artmakta ve sonugta verim yiiksek olmaktadir.



Mercimek yapraklar1 1-8 ¢ift yaprakciktan olusan bilesik yaprak tipindedir ve
govdeye almasikli olarak dizilir. Yaprak saplar1 kisadir, yaprak ekseni uzunlugu 1-4.5
cm arasinda degisir. Yaprak ekseni oOzellikle iist yapraklarda genellikle siiliikle
sonuglanir. Yaprak kenarlar1 diiz olup, yaprake¢ik sayisi genotiplere ve yapragin
bulundugu boguma gore farklilik gosterir (Saxena 2009).

Cigekler yaprak koltuklarindan ¢ikan salkimda bulunur. Salkim sap1 2.5-5 cm
uzunlugundadir. Cigcek saplar1 kisadir. Bitkide 10-150 arasinda salkim bulunur
(Malhotra vd 1974). Her salkimda normal olarak 1-4 ¢i¢ek bulunur. Cigekler kiigiik,
bayrak yaprak beyaz, agik morumsu, mavi veya beyaz olabilir. Kanatgik ve kayikgiklar
genellikle beyazdir. Kaliks tiipli dip kismindan bes parcaya boliiniir. Erkek organlar
diadelphustur (9+1) yani diadelphustur. Mercimek kendine déllenir ancak % 0.8
yabanci déllendigi tahmin edilmektedir (Wilson ve Law 1972)

2.2. Mecimek Taksonlar ile ilgili Genel Bilgiler

Guniimiizde 7 tane mercimek taxonu belirlenmistir: Lens culinaris, L. orientalis,
L. odemensis, L. lamottei, L. tomentosus, L. ervoides, L. nigricans. Bu taksonlarinin
benzer ve farkli 6zellikleri asagida ayr1 ayri belirtilmistir;

Lens culinaris Medicus: Tek yillik, ince, hemen hemen dik bir govdeye
sahiptir. Bitki 15-75 cm. boyunda, hafif yada ¢ok tiiylii olabilir. Yapraklar 10-16
yaprakeikli, Uist yapraklar basit veya nadiren dalli siiliikliidiir. Yaprakciklar oval veya
lineer eliptik sekillidirler. Yaprakgiklarin boyu 12-15 (20) mm, ortalama 7 mm ve eni 3-
4 (8) mm ortalama 1.5 mm. Kulakciklar, mizrak seklinde ve uzunluklar1 5-6 mm
kadardir. Cigek sap1, 1-3 (4) cicek tasir. Cigekler kiiciik, 5-7 mm uzunlugunda ve ¢igek
renkleri beyazdan maviye kadar degisir. Baklalar, tiiysiiz bazen tiiylii yamuk dikdértgen
sekilli ve yanlardan basik goriiniimlidiir. 6-20 X 4- 12 mm boyutundadir. Baklalar 1-2
(3) dene igerir. Deneler, 3-9 mm ¢apinda degisik renklerde (gri, kahverengi, siyah, yesil,
kirmizimst ve bahsedilen renkler lizerinde benekli sekilde), mercek seklindedir. (Cubero
1981).

Lens ervoides (Brign.) Grande: Tek yillik, ince, yar1 yatik, ¢ok dallanan,
fideleri mor renkli 10-30 cm boyundadir. Hafif tiiyliidiir. Yapraklar 2-4 ¢ift yaprakcikli,
yaprak sap1 6-10 mm uzunlugunda, iist kistmdakiler de kisa ve basit bir siiliikk vardir. Alt
yaprakciklar oval, list yaprakciklar uzun-eliptik sekillidir. Kulakciklar, bitkinin alt
kisminda yarim tiggen ve st kisminda mizrak seklinde, 5-6 mm uzunlugundadirlar.
Cicek sap1, 1 (2) cigek tasir. Cigekler kiiciik, 4-6 mm uzunlugunda ve ¢icek renkleri
mavi-menekse renginde ve kayikcik beyazimsidir. Baklalar, hafif tiyli, 8-11 x 3.5-5
mm dikdortgen sekilli ve yanlardan basik goriinlimlidir. Baklalar 1-3 dene igerir,
kiiciik, kahverengi-kirmisimsi, ebruludur. (Cubero 1981).

Lens nigricans (Bieb.) Godron: Tek yillik, ince, dallanan, 10-30 cm
boyundadir. Bitki fark edilir bir sekilde tiiyliidiir. Yapraklar, 3-4 (5) cift yaprakcikli,
ortalama 2 cift yaprakcikli, yapraklar siiliiksiiz yada iist kisimlarda basit bir siiliikle
sonuglanir. Yaprakciklar, alt kisimda kisa oval ve {ist kisimda uzun eliptik sekillidirler.
Kulakciklar, disli, yarim ti¢ggen seklinde 5-6 mm’dir. Cigek sapi, 1-2 cicek tasir.
Cicekler kiiclik, 4-7 mm uzunlugunda ve mavi renklidir. Baklalar, dikdortgen sekilli,



yanlardan basik goriiniimlii ve 9-12 X 4-6 mm. ve 2 dene igerir. Daneler, kiictlik, diiz,
kahverengidir. (Cubero 1981).

Lens orientalis (Boiss.) Ponert: Tek yillik, ¢ok dallanan, yar1 dik 15-20 cm
boyunda ve fideleri mor renklidir. Orta derecede tiiyliidiir. Fakat Filistin ve Suriye’den
bazi ornekler c¢ok tlyliidiir. Yapraklar, 3-6 cift yaprakcikli ve yaprak sapi =+ 2 cm
uzunlugunda, iist kismi bir siiliikkle son bulur. Yaprakciklar; 5-14 x 2-3.5 ortalama 1
mm, oval ya da eliptik sekillidirler. Kulakciklar, yumurta-mizrak sekillidir. Cigek sapi,
genellikle kisa kil¢ikli ve 1-2 ¢igek tasir. Cigekler kii¢iik, 4-6 mm uzunlugunda ve mor-
mavi, kayikcik beyazimsidir. Baklalar, 9-12 x 4-6 mm, dikdortgene benzer sekilli,
yanlardan basik goriiniimliidiir ve 2 dene igerir. Deneler, kiigiik, kahverengi-kirmizimsi,
mermer sekilli ya da siyah renkli ve 2.5-3.5 x 2 mm boyutundadir. Bu tiir kiltiirti
yapilan mercimegin olas1 ilkel formu olarak bildirilmistir (Cubero 1981, Ladizinsky
1993).

Lens odemensis Ladizinsky: Tek yilliktir. Yapraklar, 3-4 cift yaprak¢ikli ve
yaprak ekseni 8-20 mm uzunlugunda, yapraklar mucronate ya da tist kisim bir siiliikle
son bulur. Kulakg¢iklarda belli belirsiz dis var. Cicekler kiigiik ve mor-mavi, kayike¢ik
beyazimsidir. Calyx dislerinin corollaya orani birbirine esittir. Cigek sapinin ucunda
cikint1 vardir. Cigek sapinin yaprak eksenine orani birden (>1) biiyiiktiir. Baklalar kiiciik
dikdortgene benzer sekilli, yanlardan basik gériiniimliidiir. Baklalar tiiysiizdiir. Deneler,
kiiciik, kahverengi-kirmizimsi, mermer sekilli ya da siyah renkli ve 2.5-3.5
boyutundadir (Ladizinsky 1993, Ferguson vd 2000).

Lens lamottei Czefranova: Tek yilliktir. Yapraklar 6-10 adet yaprakgiktan
meydana gelmis ve yaprak ekseni 7-10 mm uzunlugunda, yapraklar mucronate ya da {ist
kisim bir siiliikle son bulur. Yaprakeiklar; oval ya da eliptik sekillidirler. Kulak¢iklar "V'
seklinde dislidir. Cicek sapinin ucunda bir ¢ikint1 vardir. Cigek sapi, genellikle kisadir.
Bu tiir L. ervoides tiiriiniin bir alt tiirii olarak tanitilmistir (Czefranova 1971). Calyx
dislerinin corollaya orani ve ¢igek sapinin yaprak eksenine orani birden (>1) biiyiiktiir.
Cicekler kiiciik ve mor-mavi, kayik¢ik beyazimsidir. Baklalar tiiysiizdiir. Baklalar,
dikdortgene benzer sekilli, yanlardan basik gériintimliidiir. Deneler, kiigiik, kahverengi-
kirmizimsi, mermer sekilli ya da siyah renkli ve 2.5-3.5 mm boyutundadir. (Ferguson
vd 2000).

Lens tomentosus Ladizinsky: Tek yilliktir. Yapraklar, 3-6 ¢ift yaprak¢ikli ve
yaprak ekseni 7-20 mm uzunlugundadir. Yaprakg¢iklar oval ya da eliptik sekillidirler.
Kulakgiklar disli degil mizrak sekillidir. Cigcek sapinda bir uzanti vardir. Cicek sapi,
genellikle kisa kilgikli ve 1-2 cicek tasir. Cigekler kiiclik ve mor-mavi, kayikcik
beyazimsidir. Calyx dislerinin corollaya oranit birden (>1) biiytktiir. Cicek sapinin
yaprak eksenine oram1 da birden biiyiiktiir. Baklalar, tomentose'dir. Baklalarin
dikdortgene benzer sekilleri vardir ve yanlardan basiktir. Deneler, kiigiik, kahverengi-
kirmizimsi, mermer sekilli ya da siyah renkli ve 2.5-3.5 mm boyutundadir. Bu tiir L.
orientalis tiirlinden baklalarindaki mat ve donuk tiyler ile ayurt edilmektedir
(Ladizinsky 1997, Ferguson vd 2000)

Vicia montbretii (Fish. & Mey) Davis ve Plitmann: Tek yillik, yatik, 15-20 cm
boyunda, oldukga tiiylii, 12-30 yaprakcikli, yaprakciklar uzun, dallanmis siiliikle
sonuclanir. Yaprakeiklar oval veya uzun, 6-12 X 2.5-4 mm boyutlarindadir. Salkimda 1-



2 ¢icek bulunur, tomurcuklar tiiyliidiir. Baklalar 16-20 x 6-7 mm ebatlarinda tiiyliidiir ve
her baklada 2 tohum bulunur. Tohumlar oval, biiyiik ve siyahtir. (Cubero 1981).

Mercimek insanoglunun ilk kiiltiire aldig1 baklagillerden biridir. Yeryiiziinde
tarimin baglamasi ile birlikte mercimek tariminin bagladigi kabul edilmektedir.
Arkeolojik kazilarda en eski mercimek kalmtilarma Suriye’de M.O. 7500-8500
yillarinda rastlanmistir. Giiney Tiirkiye ile birlikte bu bolgede M.O. 7000 yillarina ait
kalintilar tespit edilmistir. Bu bulgulara dayanilarak mercimegin orjininin ve ilk kiiltiire
alimdig1r yerin verimli hilal denilen Mezopotamya ve giiney Tiirkiye oldugu tahmin
edilmektedir. Bu bdlgeden Misir, Yunanistan ve Avrupa ve Asya’nin merkezine
yayllmistir (Sandhu ve Singh 2007). Mercimek kiltliriiniin Pakistan’a ve kuzeybati
Hindistan’a yayilmasi ise Milattan 6nce 2250 ve 1750 yillar1 arasinda olmustur.
Milattan sonra 1500 yillarindan sonra Ispanyollar mercimegi Sili {izerinden Giiney
Amerika’ya tanitmiglardir. Mercimek son zamanlarda ise Meksika, Kanada, Amerika ve
Avustralya’ya tanitilmigtir. Sekil 2.1°de goriildiigi gibi gilinlimiizde neredeyse
diinyadaki mercimek ekim alaninin (% 48.2) yaris1 Giiney Asya lilkelerindedir (Erksine
1997, Ferguson vd 1998).

Sekil 2.1. Diinyada ortalama mercimek {iretim alanlar1 (ha)

Ulkemizde hizli niifus artis1 ve dzelliklede kirsal kesimlerdeki hayvanciligin
giderek yok olmasi en Onemli protein kaynagi olan hayvansal iriinlerin fiyatlarinin
artmasina neden olmus ve gelir dagilimindaki dengesizlik sebebiyle de halkin biiytlik
cogunlugu beslenmede baklagillere yonelmistir. Ulkemizde hayvansal protein
tilketimindeki yetersizlikler dikkate alindiginda mercimek, tane kisminda % 22-35 ve
diger kisimlarinda ise % 4-5 protein icermesi nedeniyle insan ve hayvan beslenmesinde
biiyiik bir 6nem kazanmustir (Nath ve Nath 1965, Mital vd 1975, Bhatty vd 1976).

Ayrica mercimek tohumunun saklanmasi hayvansal proteinlere gore daha
kolaydir. Mercimek yiiksek oranda B grubu vitaminleri, demir, fosfor, kalsiyum ve
magnezyum gibi madensel maddeleri igermesi nedeniyle de beslenme agisindan dnemli
bir yer tutmaktadir (Summerfield 1985).



Mercimek, diger baklagil bitkileri gibi toprakta bulunan Rhizobium
leguminosarum bv. viciae bakterileri sayesinde havanin serbest azotunu kokleri
yardimiyla topraga fikse ederek, topragin azotca zenginlesmesini saglamaktadir.

Diinyadaki toplam mercimek ekim alan1 (yaklasik 48 iilkede) 4 169 382
hektardir (FAO 2011). Bunun % 58’1 Asya iilkelerinde, % 37’si bat1 Asya ve Kuzey
Afrika tilkelerinde yetistirilmektedir (Galasso vd 2001, Rubenna vd 2003, Furman ve
Baum 2006, Muehlbauer 2006). Ulkemiz mercimek dis ticaretinde 1994 yilina kadar dis
satim yaparken, bu yildan itibaren tiretimdeki politik desteklerin zalmasi, dnemli ekim
alanlarmin oldugu GAP bdlgesinde sulanan bitkilerin tercih edilmesi, istikrarsizlik,
cevresel ve cografi nedenlerden dolayr ekim alanlarinin azalmasi, bilingsiz tarim, ¢evre
kirliligi, kaynaklarin dengesiz kullanimi, genel sosyo-ekonomik politikalar ve
baklagillerdeki canli ve cansiz faktorlerden dolayr meydana gelen kayiplar sebebi ile
hem distan alim hem de dis satim yapan iilke durumuna gelmistir. Ozellikle yesil
mercimekte 1980'li yillara gére 1999 yilina gelindiginde ekim alanlarindaki % 65°lik
azalma ile birlikte dig satimda {iilkemiz pazar payin1 Kanada’ya kaptirilmistir.
Tiirkiye’nin 1994 yili verilerine gbére mercimek iiretimi toplam 610 000 ton iken 2012
verilerine gore ise 438 000 tona gerilemistir. Buna ragmen mercimek {iretimi nohuttan
sonra ikinci smrayr almaktadir (TUIK 2012). Istatistiklerden de anlasilacagi gibi
mercimek {iilkemiz i¢in 6nemli bir besin kaynagi olmasina ragmen son yillarda
tiretimimiz 6nemli miktarda gerilemistir.

Uretim ve ihracatta goriilen bu diisiisii durdurmak ve tekrar diinya pazarmnda
lider konumuna gelebilmek i¢in hastaliklara ve zararlilara dayanikli standart ¢esitler
islah edilmelidir. Bitki 1slah1 programinda gen kaynaklarinin etkin bir bi¢imde
kullanilabilmesi icin ilk sart gen kaynaklarindaki ve kiiltiir hatlarindaki genetik
cesitliligin  tespit edilmesidir. Bu ¢esitliligin  tespit edilmesinde morfolojik,
biyokimyasal ve DNA isaretleyicileri yaygin olarak kullanilmaktadir (Eujayl vd 1997,
Rubenna vd 2003).

2.3. Dayanikliik Gen Analoglar1 (RGA) ve Yapilan Calismalar

Bitki zararlilarina kars1 dayaniklilik saglayan bir¢ok dayaniklik (R) geni ¢esitli
tirlerden izole edilmis ve tanimlanmistir (Bent 1996, Hammond-Kosack ve Jones
1997). Bu genlerin iriinleri bitki savunmas1 sirasinda ortaya ¢ikan belirli sinyal
olaylarinin ger¢eklesmesini kapsayan ve yliksek oranda yapisal benzerlikler tagiyan
proteinlerdir (Baker vd 1997). Aminosit sekans benzerliklerine gore dayaniklilik genleri
tahmini fonksiyonlarini temsil eden siniflara ayrilmaktadir. Bitki dayaniklilik genlerinin
cogu niikleotid baglama boélgeleri ve 16since zengin tekrarlar (niicleotide binding site-
leucine rich repeat-NBS-LRR) olarak tanimlanan bir aileye dahildir (Bai vd 2002,
Cannon vd 2002, Meyers vd 2003, Michelmore ve Meyers 1998). NBS-LRR sinifi
patojen saldirisina yaniti kapsayan sinyal transdiiksiyon yolunda reseptdr olarak rol
oynamaktadir. Bu genlerin trlinlerin hepsi karakteristik bir niikleotid-baglama bolgesi
(NBS) igermektedir (Saraste vd 1990, Traut 1994). Bu proteinlerin C-terminal bolgeleri
degisken sayili 16sin bakimindan zengin tekrarli dizilerden (LRRs) olugsmaktadir. NBS-
LRR genleri iirlinlerinin N-terminal bolgelerindeki korunmus motiflere gore iki alt
sinifa ayrilmaktadir (Hulbert vd 2001, Meyers vd 1999). Ik grup, korunmus leucine-
zipper-like kalibi (NonTIR) kodlayan genlerden olusur. Non-TIR NBS-LRR’ler
genellikle N terminal bolgelerinde sarmal bir yapiya sahiptir ve bundan dolayr CC-



NBS-LRRs olarak isimlendirilir (Dangl ve Jones 2001). Bu gruba domatesten kok-ur
nematoduna dayaniklilik saglayan Mi geni (Milligan vd 1998), Arabidopsis’de
Pseudomonas syringae bakterisine dayaniklilik genleri RPS2 ve RPM1 (Bent vd 1994,
Grant vd 1995), ve Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici’ye dayaniklik saglayan 12
geni (Simons vd 1998) 6rnek verilebilir. ikinci grup; iiriinleri insanda interleukin-1 ve
Drosophila Toll benzeri reseptor bolgelerine (TIR) homolog olan bir yapi bulunduran
genlerden olusmaktadir (Staskawicz vd 1995, Hammond-Kosack ve Jones 1997). Bu
gruba Ornek olarak tiitlin mozaik virlisiine dayaniklik saglayan N geni (Whitham vd
1996) ve ketende pasa dayaniklilik saglayan L6 ve M genleri (Lawrence vd 1995,
Anderson vd 1997) verilebilmektedir. Bu genlerin NBS sekansi ¢ok sayida korunmus
bolgenin varligi ile karakterize edilmektedir (Meyers vd 1999). Bunlardan P-loop
(kinase-1a) ve kinase-2 domainleri adenozintrifosfat ve guanozintrifosfat baglayici
proteinlerin her ikisinde de bulunmaktadir (Saraste vd 1990). Kinase-3a ve Gly-Leu-
Pro-Leu (GLPL, hidrofobik kistm) NBS bdlgesinde bulunan diger motiflerden olup
bunlar membrani saran domainlerdir (membran spanning). Bu korunmus motifler NBS
benzeri sekanslart oligoniikleotid primerler kullanilarak PCR teknikleri ile diger
bitkilerden izole etme imkani sunmaktadir. PCR fiirlinleri bilinen R genlerine yiiksek
oranda benzerlik gostermektedir. Bu yilizden dayaniklilik gen analoglart (RGA) olarak
tanimlanmaktadirlar. Mevcut bilgilerin varlifinda NBS-RGA’larin fonksiyonel rolii
ozellikle zararlilara kars1 dayaniklilik saglama amaghdir (Bertioli vd 2003, Di Gaspero
ve Cipriani 2003). RGA’lar bitki genomlarinda yaygin bir dagilim gostermektedir.
Bunlarin bollugu yaninda yiiksek orvea polimofizim igermeleri bu bdlgelerin ideal bir
molekiiler markir olarak kullanilmalarina olanak vermektedir (Quint vd 2002). RGA’lar
siklikla R genlerini iceren genomik bolgelerde bulunur. Bu yiizden, hedef R genlerini
klonlamak igin etkili birer aragtir (Aarts vd 1998, Dodds vd 2001).

Korunmus aminoasit sekanslarina gore yapilan siniflandirmada en genis R geni
ailesini olugturan NBS-LRR simifi disinda hiicreler arasi serine/treonin protein kinaz
(PK) genleri (6rnegin Lycopersicon esculentum pto geni ve Hordeum vulgare Rpgl
geni), tek bir transmembran bolgesi ve kisa bir sitoplazmik karboksil ucu barindiran ve
hiicrelerarasi alici proteinleri kodlayan LRR-TM genleri (Lycopersicon pimpinellifolium
Cf-2, Cf-4, Cf-5 ve Cf-9 genleri), tek bir transmembran bolgesi ve sitoplazmik kinaz
domaini ile hiicrelerarasi proteinleri kodlayan PK-LRR-TM genleri (Oryza sativa Xa-21
geni ve Arabidopsis thaliana FLS2 geni) ve hiicre i¢i proteinleri kodlayan ve sinyal
noktast ve coiled-coil domaini bulunduran SA-CC genleri (Arabidopsis thaliana
RPWS8.2 ve RPW8 genleri) diger R geni ailelerindendir.

Bitki dayaniklilik genleri birgok monokotil ve dikotil bitkide klonlanmis ve
karakterize edilmistir (Hammond-Kosack ve Jones 1997). Bakteriyal, fungal ve viral
patojenlere, afid ve nematod zararlilarina dayaniklilik saglayan NBS-LRR gen bdlgeleri
Arabidopsis thaliana (Bent vd 1994; Grant vd 1995), keten (Lawrence vd 1995), tiitiin
(Whitham vd 1994), domates (Milligan vd 1998), ve ¢eltik (Yoshimura vd 1998) gibi
bir¢ok bitkiden klonlanmuistir.

NBS sekanslar igindeki korunmus bolgeler temel alinarak R geni sekanslarini
izole etmek i¢in polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) temeline dayanan yaklasimlar
tizerine ¢esitli ¢alismalar yapilmistir (Leister vd 1996, Kanazin vd 1996). Grant vd
(1995) tarafindan tanimlanmis olan P-loop ve korunmus domain (conserved domain 2-
CD2) motiflerine baglanan oligoniikleotid primerlerin kullanim ile patates (Leister vd
1996), soya (Kanazin vd 1996), arpa ve piring (Leister vd 1998), bugday ve arpa (Seah
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vd 1998), A. thaliana (Aarts vd 1998) gibi pek ¢ok bitkide R geni NBS bolgelerine
analog olan DNA sekanslari1 ¢ogaltilmistir.

Wang vd (2005) bilinen 45 hastalik dayaniklilik genini kullanarak Japonica
pirinci genomunun tamamini taramistir. Bu ¢alisma sonucunda 2119 dayaniklilik gen
analogu tanimlamis ve bu sekanslarin genom icinde rastgele dagilmadiklarini bunun
yerine kiimeler halinde toplanmaya egilimli olduklarini ifade etmistir. Japonica
pirincinde bulunan RGA’lar Indica tiirli pirincin tim genomuyla karsilagtirildiginda bu
2 alt tiir arasinda 702 RGA allelik formu bulunmus ve bunlarin 671 tanesinin (% 95.6)
genomik sekanslarinda uzunluk farkliliklar1 gozlenmistir. Calismanin sonucunda
pirincin 2 alt tiirli arasinda RGA’larm yiiksek oranda polimorfik oldugu ifade edilmistir.

Timmerman-Vaughan vd (2000) NBS sekanslarina homolog olan 9 tane bezelye
sekansini ¢ogaltmak icin oligoniikleotid primerler ve PCR yontemi kullanarak yaptigi
caligmada 8 tiiriin genomik lokasyonlari haritalandirilmistir. Toplam 10 lokus igerisinde
tespit edilen 8 RGA sekansi 6 linkaj grubu igerisinde haritalandirilmigtir. Ayrica
RGA’larin genomik organizasyonu belirlenerek bir veya birden ¢ok kopya iceren sekans
ailelerinin mevcut oldugu ve coklu gen ailelerinin siklikla birbirine bagl kiimeler
halinde bulundugu sonucuna varilmistir. RGA sekans ailelerinin 3’iinde tiiri¢i kopya
sayilarinda degiskenlik gozlemlemisler, bu yiizden bu sekans ailelerinin hizli bir sekilde
evrildigini ifade etmislerdir.

Limei vd (2004) adli arastirmaci poliploid pamuktan PCR teknikleri ile NBS-
LRR genleri klonlamislardir. NBS-LRR gen sekansi kiitiiphanesinden 150 klonluk bir
ornek se¢mis ve bunlar1 sekans etmistir. Belirlenen 61 RGA’ nin sekans analizleri ile bu
gen bolgelerinin pamuk genomunda olduk¢a fazla bulundugunu ifade etmistir. Gen
indeksi analizleri sonucu her bir siifin farkli birer evrim derecesinde olduklarini agiga
cikarmistir.  Genetik  haritalama  c¢alismlari  sonucunda RGA’larin pamuk
kromozomlarinda sinirl sayida bulundugunu ortaya ¢ikarmistir.

Quirin vd (2012) hastaliga dayanikli yabani patates S. bulbocastanum tiiriinden
97 tane ve bazi diger patates tiirlerinden cesitli sayilarda RGA sekansi elde etmistir. Ileri
karsilastirmali genomiks yontemleriyle toplamda 800 sekans olmak iizere patatesin
bilinen tim RGA’lar1 ve klonlanmig NBS-LRR gen sekanslarini tek bir meta analiz
calismas1 kapsaminda bir araya getirmistir. Bu c¢alismalar ile R geni ¢esitliliginin
evrimsel akrabalik ve DNA hibridizasyon sonuglarinin her ikisini de yansittigini ortaya
cikarmistir. Arastirmalar sonucunda calisilan tiim R genlerinin eski bir kdkene sahip
oldugu ve Solanum tiirleri arasinda dagilmis durumda olduklari ifade edilmistir.

Mutlu vd (2006) EST veri tabanlarindan NBSLRR tipindeki R genlerinin
korunmus kinase-1a (GVGKTT) ve hidrofobik domainlerinden (GLPLAL) dizayn
edilen 20 dejenere primer ile fasiilyede polimorfizmi incelemek i¢in toplamda 66 primer
kombinasyonu test etmistir. Calisma sonunucunda fasiilye i¢in toplam 32 RGAP markir
haritalandirilmistir. Markarlar kuvvetli bir kiimelenme egilimi gostererek 10 linkage
grubunda toplandigi ifade edilmistir. 32 markirdan 19 tanesinin boyutlart 500 bp’den
daha biiyiik iken 133 tanesinin daha kii¢iik oldugu ortaya konulmustur.

Bhavani vd (2002) tarafindan yapilan ¢alismada bilinen R genlerinin NBS ve
hidrofobik bodlgelerindeki korunmus kisimlart tanmiyan oligoniikleotid primerler
kullanilarak PCR teknigi ile boriilce [Vigna unguiculata (L.) Walp.] bitkisinde mevcut
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olan dayaniklilik gen analoglart ¢ogaltilmistir. Yaklasik 500 bp uzunlugundaki
fragmentlerden olusan PCR firlinleri agaroz jel elektroforezinde tek bir bant halinde
ilerlemistir. 50 farkli klonlanmis fragmentin niikleotid sekanslar1 belirlenmis ve
bunlarin tahmini aminoasit sekanslar1 birbirleriyle ve farkli bitki tiirlerinde bulunan
RGA’lar ile karsilagtirilmistir. Yapilan analizler sonucunda boriilcede RGA’larin 5
farkli sinifinin oldugu ifade edilmistir.

Rajesh vd (2002) bitkilerde birbirlerine bagli halde bulunduklari igin tespit
edilmeleri olduk¢a gii¢ olan hastaliklara dayaniklilik gen markirlarini belirlemede
dayaniklilik gen analoglari polimorfizmi yonteminin oldukca kullanigh oldugunu ifade
etmistir. Bu yontemle nohut bitkisinde yaptiklar1 ¢alismada R genleri {izerinde bulunan
korunmus motiflerden dizayn edilen primerleri kullanarak antraknoza dayanikli ve
hassas hatlar lizerinde bulk segregant analizi (BSA) yapilmistir. BSA’da Tiim RGA’lar
ve bunlarin 48 farkli kombinasyonu i¢inde sadece bir RGA’nin polimorfizim
gosterdigini ifade edilmistir. Bu markir C.arietinum (FLIP 84-92C) x C. reticulatum (PI
599072) melezinden elde edilen 142 RIL’1n F7:8 populasyonunda degerlendirilmis ve
sonucunda Cicer linkage haritas1 yapilmistir. Bu analizlere gore nohut RGA’smnimn
genomik lokasyonu haritalandirilmis nohut R  genlerinin lokasyonlar1 ile
karsilastirilmistir.

Yaish vd (2004) tarafindan yapilan c¢alismada NBS-LRR dayaniklilik
proteinlerinin NBS boélgesinde var olan korunmus motiflerden elde edilen primerler ile
mercimek tiirlerindeki genomik sekanslar ¢ogaltilmistir. Arastirma sonunda elde edilen
fragmentler 500-850 bp uzunlugunda gozlenmistir. Bu fragmentlerin niikleotid sekans
analizleri diger bitkilerde bulunan RGA’lar ile yiiksek oranda benzerlik (%91°e kadar)
tastyan 32 farklit RGA sekansi ortaya ¢ikarmistir. Calismada diger baklagil tiirlerinden
izole edilmis olan RGA sekanslarinida goz onlinde bulundurarak yapilan filogenetik
arastirmalar snucunda mercimek NBS sekanslarini NBS-LRR genlerinin Toll ve
interleukin-1 receptor (TIR) sinifinda gruplandirilmistir.

2.4. Peroksidaz Genleri ve Yapilan Calismalar

Yiiksek yapilt bitkilerin ¢ogu coklu gen aileleri tarafindan kodlanan ¢ok sayida
peroksidaz izoenzimi bulundurmaktadir. Peroksidazlar (EC 1.11.1.X) cesitli stres
faktorlerine maruz kaldiklarinda hidrojen peroksitin suya donilislimiinii saglayarak
cesitli substratlarin oksidasyonunu katalizleyen enzimler olarak tanimlanmaktadir
(Adams 1978, Willekens vd 1994, Whitaker 1994, Schenk vd 2000).

Hidrojen peroksit miktar1 peroksizomlarda, H,O’den baska bir substrata ihtiyag
duymayan katalaz enzimleri tarafindan diizenlenirken, hiicrenin diger kisimlarinda
aktivitesini gostermek icin H,O,’den bagka substratlara da ihtiya¢ duyan farkli
peroksidaz enzimleri tarafindan diizenlenmektedir (Scandalius vd 1994). Peroksidazlar
(POD), hidrojen peroksiti kullanarak organik ve inorganik substratlarin oksidasyonunu
katalizlerken, fenoller, hidrokinonlar, hidrokinonid aminler gibi ¢ok sayida aromatik
bilesiklerin dehidrogenasyonunu da katalizlemektedir. Bu molekiiller arasinda 2-kresol,
2-toluidin, guaiakol, pirogalol, l6komalasit yesili, 4,4'-diaminodifenilen amin,
propiyonil promozin, benzidin, o-tolidin, di-oanisidin ve bazi azo boya tiirevleri
sayilabilmektedir (Piitter ve Becker 1987, Van Huytstee 1987).
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Peroksidazlarin katalitik mekanizmasi yaygin bir sekilde calisiimakta olup
siklikla aromatik hidrojen vericileri olan kiigiik oksidasyon iiriinleriyle sonuglanan
hidrojen peroksitin su molekiiliine yiikseltgenmesi tepkimelerini icermektedir. X-ray
kristalografik ve spektrospik c¢alismalar peroksidazlarin yapilarin1 oldukca iyi
anlasilmasina olanak vermistir (Schuller vd 1996, Gajhede vd 1997, Henriksen vd
1998a, Mirza vd 2000, Ostergaard vd 2000, Henriksen vd 2001, Berglund vd 2002).
Yapisal ve kinetik analizler peroksidazlarda bulunan korunmus aminoasit bolgelerini
fonksiyonlarii ortaya ¢ikarmistir. Bu bolgeler; (1) hem grubunun etrafindaki anahtar
katalitik bolgeleri, (2) 2 kalsiyum baglayic1 bolge, 4 sistin kopriisii ve moliikiiliin ug
kisminda bulunan tuz kopriisii gibi baglica yapisal elementler (3) hem kismindan
kalsiyum baglayici bolgeye kadar uzanan hidrojen baglayan su molekiilleridir.

Peroksidazlar temel olarak 2 genis aileye ayrilmaktadir. Bunlar; memelilerde
bulunan peroksidazlar ve bakteri, fungus ve bitkilerde mevcut olan peroksidazlardir.
Welinder adli arastirmaci tarafindan yapilan ilk sistematik siniflandirmada memeli
disindaki organizmalarda bulunan peroksidaz ailesi 3 ayr1 sinifa boliinmiistiir (Welinder
1992). Bu 3 smif protoporfirin IX ve Fe (III) tarafindan olusturulan benzer bir hem
grubu bulundurmaktadir ve ¢ok benzer 3 boyutlu yapiy1 paylasmaktadir (Adams 1978,
Whitaker 1994). Ancak, aminoasit sekanslar1 bakimidan diisiik seviyede bir benzerlik
bulundurmakta ve farkli fonksiyonlar ve lokalizasyonlar ile tanimlanmaktadir. ilk sinif
(class I), maya sitokrom c peroksidazlari, askorbat peroksidazlar ve bakteriyal katalaz
peroksidazlarin1 igermektedir. Fungal lignin ve manganez peroksidazlar sinif 2 (Class
IT) grubunda bulunmaktadir. Sinif 3 (Class III) ise salgilayict bitki peroksidazlar ile
temsil edilmektedir (Sekil 2.2). Bu gruplarin molekiiler filogenisi ¢esitli yonleriyle
aragtirtlmaktadir. Genel olarak class II ve III’iin tek bir ortak atadan koken aldig
diistiniilmektedir (Morgenstern 2008 ve Sekil 2.3). Komsu dallarda higbir prokaryotik
sekans bulunmadigi i¢in (Morgenstern 2008), class II ve II’lin atasal Okaryotik
genomdan c¢esitlendigi sonucu c¢ikarilabilmektedir. Salgilayict Class II fungal
peroksidazlart ve Class III bitki peroksidazlarin birbirine paralel olarak evrildigi
bilinmektedir.
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Sekil 2.2. Smuf III bitki peroksidazlarinin filogenisi (Morgenstern 2008)

Peroksidaz enzimlerinden bir tanesi olan askorbat peroksidaz (E.C. 1.11.1.11)
izoenzimleri kloroplast bulunduran hiicrelere 06zgiidiir. Yiiksek yapili bitkilerde
kloroplastik ve sitolozik izoformlar1 saptanmistir. Bunlarin kloroplastlarda H,O,’un
neden oldugu hiicre zararin1 6nlemek i¢in gerekli oldugu belirlenmistir. Ayni anda bitki
hiicresinin farkli kisimlarinda lokalize olmus durumdadir. Ornegin kloroplastlarda
(Asada 1994, Laloue vd 1997) ve sitosolde (Elia vd 1992, Ohya vd 1997, Caldwell
2003) askorbat peroksidaz izoenzimleri tespit edilmistir. Bu enzimler indirgeme
substrati olarak oOzellikle askorbati kullanmakta ve askorbat-glutatyon veya Halliwel-
Asada yolu olarak bilinen reaksiyon dongiisiine katilmaktadir. Dongii enzimler
tarafindan askorbatin indirgenmis formunun yeniden olusturulmasi ile tamamlanmakta
ve burada AFR-Rediiktaz (Ascorbate free radical) enzimi gérev almaktadir (Inze vd
1995). Dalton vd (1993) askorbat-glutatyon yolu enzimlerini soya fasulyesi bitkisinde
bildirmistir. Daha sonrada benzer c¢alismalar bezelye yapraklarinda da
gergeklestirilmistir (Jimenez vd 1997).
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Sekil 2.3. Hem peroksidazlar arasindaki filogenetik akrabalik (Morgenstern 2008)

Baska bir peroksidaz tirii olan glutatyon peroksidazin Onceleri sadece
hayvanlarda yaygin olarak bulundugu kabul edilirken (Halliwell ve Gutteridge 1989),
yakin donemlerde yapilan calismalar bitkilerde de H,O, giderilmesi i¢in glutatyon
peroksidazin gorev yaptigini géstermistir (Eshdat vd 1997).

Bilinen en eski peroksidazlardan biri olan yaban turpu peroksidazlari 1930
yilindan bu yana ¢alisilmaktadir (Keilin ve Mann 1937). 1940’larda maya sitokrom c
peroksidazi kesfedilmistir; fakat tiim sekansi ancak 1982 yilinda ¢ikarilabilmistir (Kaput
vd 1982). 1980’lerde fungal lignin ve manganez peroksidazlari ulagilabilir sekans veri
tabanlarinda goriilmeye baslanmistir. Ayni1 zamanlarda ¢alismalar katalaz-peroksidazlar
ve askorbat peroksidazlar iizerine yogunlagmistir. Giiniimiizde bu siiper aile ig¢in
IPR002016 (PF00141)’da 4020’nin {izerinde protein sekansina erisilebilmektedir.

Canli ve cansiz stres kosullar altinda bitkilerde peroksidazlarin etkisi oldukga

fazladir. Hidroksi sinnamil alkol oksidasyonu (Gross 1980), fenol oksidasyonu (Schmid
ve Feucht 1980), polisakkarit capraz baglanmas1 (Fry 1986), ilave monomerlerin ¢apraz
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baglanmasi (Everdeen vd 1988), lignifikasyon (Grisebach 1981, Walter 1992, Duarte vd
2000) yaralanmalara karsi savunma mekanizmalari (Espelie vd 1986, Dowd ve
Lagrimini 1997), patojen veya bocek saldirilarina karsi savunma (Ye vd 1990, Dowd ve
Lagrimini 1997) gibi dayanikliliga yardimci olan ¢ok sayida fizyolojik siirecte yer
almaktadir. Stres kosullar1 altinda dayanikli genotiplerin peroksidaz aktivitesinin
derecesini arttirdiklari ve bunun sonucu olarak da serbest radikallerin ve peroksitlerin
zararh etkilerini azaltabildikleri bildirilmistir. Bunun yaninda hassas bitkilerin ise bu
bilesenleri detoksifiye edebilme yeteneklerinin olmadigi ifade edilmistir (Hildebrand vd
1986, Heng-Moss vd 2004, Gutsche vd 2009). Yiiksek dayaniklilik giicii ya daha st
diizeyde bir peroksidaz upregulasyonu ya da daha hassas bir upregulasyon yanitina
sahip olmay1 gerektirmektedir.

Artan peroksidaz aktivitesi irka 0zgiin olan savunma yanitlar1 sirasinda bitki
hiicre duvarina fenolik materyallerin depolanmasi ile yakindan iligkilidir (Graham ve
Graham 1991, Reimers ve Leach 1991). Bu evrede saglam ¢apraz baglarin olusumu ve
sekonder hiicre duvarinin gelisimi sirasinda meydana gelen lignin birikimi patojen
girisini ve yayilisini sinirlandirmaktadir (Ride 1983, Tiburzy ve Reisener 1990). Yine
lignifikasyon evreleriyle iliskilendirilen reaktif bilesenler patojen biiylimesini
durdurabilmektedir.

Artan peroksidaz aktivitesi bazi Dbitki-patojenik fungal ve bakteriyal
interaksiyonlarda incelenmistir (Flott vd 1989, Schweizer vd 1989, Graham ve Graham
1991, Reimers vd 1992, Young vd 1995). Rhizobium-baklagil simbiyosisinde de
gosterilmistir (Salzwedel ve Dazzo 1993). Ozgiin ektraselliiler peroksidazlarin
aktivitelerindeki artis genellikle patojenlerin ¢ogalma ve yayilma oranlarindaki
azalmayla iliskilendirilmektedir (Reimers vd 1992, Guo vd 1993).

Model bitki olan Arabidopsis thaliana’da 73’tin iizerinde (Welinder 2002),
Medicago truncatula’da 101’in iizerinde, Oryza sativa’da 138’in ilizerinde farkli sinif
III peroksidaz geni belirlenmistir. PeroxiBase veri tabanina giren sinif Il genlerinin
toplam sayis1 3000°e ulagmistir (Ocak 2010). Bu say1 tiim ailenin liyelerinin % 73’{inii
olusturmaktadir. Monokotilodon peroksidazlarinin sekans yapilar1 dikotilodonlarda
bulunanlara goére ¢ok az farkliliklar gostermektedir (Passardi 2004). Ama genel olarak
bu genlerin biiylik ¢ogunlugu tiim sinif III iiyeleri i¢inde yiiksek oranda korunmustur.
Gozlenen tiim sekans benzerlikleri erisilebilir simif III peroksidazlarmni 8 ayr1 grupta
ayrilmasina neden olmaktadir (Passardi 2004).

Zhang vd (2001) 4 ¢im taksonunda peroksidaz genlerini de iceren 25 coklu gen
ailesini igeren bir arastirma yapmustir. Analizler sonucunda peroksidazlar arasinda %
53.1 ve % 90.9 araliginda olmak {izere ortalama % 64.2 oraninda bir sekans benzerligi
bulmustur. Peroksidaz genleri arasindaki bu benzerligin seviyesi 25 ¢oklu gen ailesi
icinde en diisiik ikinci siradadir. 23 aile ile karsilastirildigi zaman beklenenden daha
yiiksek bir peroksidaz degiskenligi goriilmesi ile bu ailenin ortalamadan daha yiiksek bir
evrimsel giic baskisi altinda oldugu ifade edilmistir. Bu sebeple calismalarinin
sonucunda peroksidaz genlerinin sekans verilerini karsilastirarak ilgili taksonlardaki
evrimsel iligki de aydinlatilmistir.

Churin vd (1999) yaptigi bir ¢alismada 3 arpa bitkisinin ¢cDNA’larini izole
ederek glutatyon peroksidaz enziminin homologlart olan HVGPHI, HVGPH2 ve
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HVGPH3 enzimlerini karakterize etmistir. Calismada; arastirmacilar, HVGPHI,
glutatyon peroksidaz enziminin sitolosik bir formu oldugunu ifade etmistir. HVGPH2
formunun N terminal domainleri ise plastidlerdeki tasiyict peptidlerin tipik yapisini
gostermektedir. Peroksisomal sekanslarin HVGPH3 N terminalinin yaninda bulundugu
gozlenmistir. HVGPH1 ve HVGPH2 formlariin transkript seviyelerinin yapraklarda
stres kosullar1 altinda arttig1 gézlenmistir. Bunun tersine HVGPH3 mRNA’lar1 ise strese
kars1t negatif bir yanit gostermistir. Sonug olarak yapilan arastirmanin verileri farkl
fonksiyon ve lokalizasyonlarda glutatyon peroksidaz enziminin homologlarini kodlayan
kiigiik bir gen ailesi bulundurdugunu ortaya ¢ikarmistir.

Chittoor vd (1997) bakteriyal patojenlere karsi bitkiler tarafindan meydana
getirilen yanitlarda peroksidaz enzimlerinin fonksiyonlarimi arastirdigir ¢alismasinda
piring cDNA’s1 kiitiiphanesinden POX22.3, POX8.1, ve POXS5.1 olmak fizere 3
peroksidaz geni belirlenmistir. Arastirmaci bu genlerin niikleik asit ve amino asit
sekans1 bakimindan olduk¢a benzer olduklarimi ifade etmistir. Bu 3 genin patojen
etkilesimleri ve mekanik stres sirasinda farkli ekspresyon gosterdigi bulunmustur. Bu
aragtirmada genomik kiitliphaneden alinan dordiincii bir peroksidaz geni olan POXgX9’
un piring genomu icerisinde POX22.3 genine komsu oldugunu ve niikleotid ve amino
asit sekans1 bakiminda % 90’dan daha yiliksek oranda bir benzerlik tasidigini ortaya
koymustur. POX22.3, POX8.1 ve POX5.1 genlerinin piring haploid genomunda tek
kopyalariin oldugu ifade edilmistir. Arastirmanin sonuglar1 farkli ¢evresel etmenlere
kars1 peroksidaz gen ailesi iiyelerinin farkli seklerde diizenlendigini gostermektedir.

Gulsen vd (2010) yaptiklart ¢alismada Malus tiirleri arasinda peroksidaz
genlerinin  polimorfizmini ve elde edilen markirlar arasindaki korelasyonu
incelemislerdir. Tiirk elma germplazmi 1 spesifik peroksidaz primeri ile
degerlendirilmistir. 192 elma genotipinin genomik DNA’lart bu primer kullanilarak
PCR ile g¢ogaltilmistir. Sonug olarak 0.56 ve 0.98 degerleri arasinda ortalama 0.77
oraninda bir benzerlik bulunmustur. Peroksidaz genleri polimorfizmi ile elma
genotipleri arasinda farkli evrimsel siiregleri izleyen 2 ayr1 kiime elde edilmistir.
Korelasyonun, —0.22 ve 0.90 degerleri arasinda degiskenlik gosteren POGP markirlar
arasindaki linkage dengesizliginin bir gostergesi oldugu ifade edilmistir.

Gulsen vd (2007) yaptiklar1 farkli bir ¢alismada buffalograss genotipleri ve
farkli 8 ¢im genotipi arasindaki peroksidaz genlerinin polimorfizimini degerlendirmistir.
Bu caligmada 34 piring peroksidaz cDNA’s1 ile bu genler iizerindeki korunmus
domainleri temel alarak 14 spesifik peroksidaz primeri dizayn edilmistir. 28
buffalograss, 4 C4, ve 4 C3 ¢im genotipinden elde edilen genomik DNA’lar PCR
yontemi ile ¢ogaltilmistir. Bu yontemle buffalograss genotipleri arasindan, C3 ve C4
tirlerinin ise birbirleri i¢inden diploid tiirleri poliploid olanlardan ayirt etmeyi
amaglanmistir. PCR sonucunda elde edilen 7 tanesi buffalograss ve 7 tanesi diger ¢im
tiirlerine ait olan toplam 11 peroksidaz gen fragmenti sekans edilmistir. Bu sekanslardan
5’inin kloroplast orjinli olan piring (Oryza sativa L.) askorbat peroksidazlar ile
kiimelenme gosterdigini ortaya konulmustur. Bu arastirma sonucunda peroksidaz gen
ailesinden elde edilen spesifik primerler ile tiiri¢i ve tiirler aras1 genetik ¢esitliligin ve
evrimsel iligkinin incelenebilecegi ifade edilmistir.

Mittler ve Zilinskas (1992) yaptiklar1 ¢alismada bezelye (Pisum sativum L.)
bitkisinden sitosolik askorbat peroksidaz (Apxl) ensimini kodlayan bir geni izole
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etmisler ve niikleotid sekansini ¢ikarmiglardir. Bu sirada Apxl cDNA ve genomik
klonlar arasinda intron ve eksonlarin pozisyonlart belirlemislerdir. Arastirmanin
sonucunda izole edilen ApxI geni nin 9 intron igerdigi ifade edilmistir. Bu intronlardan
ilki mRNA’nin S'ucunda translasyona ugramayan bir bolgede bulunmaktadir. Ayrica,
caligmalarinda ApxI transkript seviyelerinin kuraklik, sicak ve etafon, absisik asit
uygulamalari gibi ¢ok sayida stres faktdriine karsi olusturulan yanitlar sirasinda arttigini
ve peroksidaz aktivitesindeki bu artiglarin immunoblot analizleriyle 6lciilen transkript
seviyelerinden daha az oldugu ifade edilmistir.

2.5. WRKY Transkripsiyon Faktorleri ve Yapilan Calismalar

Bitki-patojen etkilesimlerinde stresle iliskili genlerin indiiksiyonu temel olarak
transkripsiyonel seviyede goriilmektedir. Bu genlerin temporal ve spatial ekspresyon
kaliplarindaki degisiklikler bu mekanizmanin 6nemli bir boliimiidiir (Rushton ve
Somssich 1998). Bitkiler genom kapasitelerinin ¢ok bilyiik bir kismini transkipsiyon
olayma ayirmaktadir. Ornegin, Arabidopsis thalina ve celtik tiirlerinin genomunda
stirastyla 2100 ve 2300 transkripsiyon faktorii (TF) bulunmaktadir (Riafio-Pachon vd
2007). Genom analizleri ile Arabidopsis genomunda protein kodlayan 1,510-1,581 TF
geni bulunmustur (Riechmann vd 2000, Gong vd 2004, Guo vd 2005, lida vd 2005).
Piring genomunun ise 1,611 TF geni igerdigi tahmin edilmektedir (Xiong vd 2005).

Transkripsiyon  faktorleri sekansa 6zgii DNA’ya baglanma yapisi
sergilemektedir ve hedef genlerin transkripsiyonu aktive etme veya inhibe etme
yetenegindedir. Bitkilerde WRKY genleri canli ve cansiz stres faktorlerine karsi
olusturulan fizyolojik yanitlar, yagslanma ve bundan baska trikom ve tohum gelisimi,
sekonder metabolitlerin biyosentezi gibi olaylar1 diizenleyen bitkiye 06zgiin
transkripsiyonel faktorlerinin genis bir ailesini kodlamaktadir (Alexandrova ve Conger
2002, Dellagi vd 2000, Deslandes vd 2002, Gus-Mayer vd 1998, Hara vd 2000, Huang
ve Duman 2002, Kim vd 2000, de Pater vd 1996, Pnueli vd 2002, Schenk vd 2000,
Yoda vd 2002). Transkripsiyon faktorlerinin WRKY ailesi ilk defa bitkilerde
kesfedilmistir (Ishiguro ve Nakamura 1994, Rushton vd 1995).

WRKY proteinleri ailesi ismini yiikksek oranda korunmus 60 aminoasit
uzunlugundaki WRKY domainlerinden almaktadir. Bu domain dayaniklilikla ilgili olan
genlerin promotor bolgelerinde bulunan W-box (TTGAC[C/T]) veya SURE (sugar-
responsive cis-element) denilen kisimlara baglanarak hedef genlerin transkripsiyonunu
kontrol etmektedir (Maleck vd 2000, Rushton vd 1995, Sun vd 2003). Bu domain
heptapeptid bir WRKYGQK yapist ve bilinen diger ¢inko-parmak motiflerinden farkli
olan C;H,- veya C,HC- yapisindaki bir ¢inko-parmak modeli ile karakterize edilen
yiiksek oranda korunmus bir veya iki WRKY domaini igermektedir (Eulgem vd 2000).
Arabidopsis WRKY4 (AtWRKY4)’tiin WRKY domaininin C terminal bdlgesinin
niikklear manyetik resonans (NMR) analizlerinden anlasildigina gore, WRKY
domainlerinin korunmus WRKYGQK sekansi, dogrudan DNA’ya baglanma bdlgesini
igcermektedir (Kazuhiko vd 2005).

WRKY domainlerinin sayist ve c¢inko-parmak motiflerinin 6zellikleri baz
alinarak, WRKY protein ailesi 3 ayr1 grup igerisinde siniflandirilmaktadir (Eulgem
2000). Grup 1 proteinleri tipik olarak bir C;H, ¢inko parmak motifinden olusan iki
WRKY domaini igermektedir. Grup 2 proteinleri tek bir WRKY domaini ve C;H; ¢inko
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parmak motifine sahiptir. Bu grup WRKY domainlerinin filogenisine gore 5 alt gruba
ayrilmaktadir. WRKY proteinlerinin ¢ok az bir kismi ¢inko parmak motiflerinin yapisi
dolayisiyla grup I ve II tiyelerinden farklidir ve grup III icinde degerlendirilmektedir
(Eulgem vd 2000, Dong vd 2003). Bu grubun proteinleri yine tek bir WRKY domaini
tasimaktadir fakat ¢inko parmak motifleri C,-H-C yapisi seklindedir (Wu vd 2005).

WRKY genlerinin biiyiimesinde gen duplikasyonlar1 6nemli rol oynamaktadir.
Ornegin; celtikte  WRKY gen lokuslarinin % 80°i duplikasyon bdlgelerinde
bulunmaktadir (Ramamoorthy vd 2008). Gen duplikasyonlar1 yeni WRKY genlerinin
olusumuna yol agmaktadir. WRKY genlerinin 3 grubunun da evrim boyunca farkli
zamanlarda ortaya ¢iktiklar1 bilinmektedir. Grup I ve II’ nin ¢ogu iiyesinin monokot ve
dikotlarin ayrilmasindan once ortaya ¢iktigi, grup III WRKY genlerinin ise daha sonraki
bir evriminin oldugu tahmin edilmektedir (Wu vd 2005).

Ilk WRKY proteini, SPF1, tatl patatesten (Ipomoea batatas) klonlanmistir
(Ishiguro vd 1994). Bunun yaninda; yabani yulaf (Avena fatua) (Rushton vd 1995),
domuz ayrigi (Dactylis glomerata) (Alexandrova ve Conger 2002), arpa (Hordeum
vulgare) (Sun vd 2003, Xie vd 2007), kakao (Theobroma cacao) (Borrone vd 2007),
nohut (Cicer arietinum) (Mantri vd 2007), Coptis japonica (Kato vd 2007), tiziim (Vitis
vinifera) (Marchive vd 2007), tiitiin (Nicotiana tabacum) (Wang vd 1998, Chen ve
Chen 2000, Hara vd 2000; Yoda vd 2002), Matricaria chamomilla (Ashida vd 2002),
maydonoz (Petroselinum crispum) (Rushton vd 1996, Cormack vd 2002), Retama
raetam (Pnueli vd 2002), Solanum dulcamara (Huang vd 2002), patates (Solanum
tuberosum) (Dellagi vd 2000, Beyer vd 2001), bugday (Triticum aestivum) (Sun vd
2003), vb. bir¢ok bitki tiirlinde daha WRKY genleri klonlanmistir.

WRKY transkripsiyon faktorlerinin hiicre sinyalinde bir bilesen olarak
fonksiyonu bitki stres cevaplarinda devam etmektedir. Ancak biyotik streslere yonelik
yapilan calismalarla karsilastirildiginda WRKY proteinlerinin cansiz  streslerdeki
gorevlerine yonelik ¢alismalar oldukca sinirlidir. Farkli bitkilerde bulunan oldukga fazla
WRKY transkripsiyon faktorii ve bunlarin karmagsik c¢evre sartlarindaki bilinmeyen
islevleri goz Oniine tutuldugunda, onlarin cansiz stres kosullar altindaki fonksiyonlarini
aydinlatmak oldukca zordur. Bu kosullarda WRKY proteinlerinin transkripsiyon ile
olan iliskisi dolayl1 olarak ortaya ¢ikartilmistir; ancak gliniimiizde yapilan ¢alismalarda
bazi dogrudan bulgular bildirilmistir. Son zamanlarda arastirmacilar WRKY
faktorlerinin kuraklik, soguk, besin yetersizligi gibi cansiz streslere yanittaki
fonksiyonel analizleri lizerinde durmaktadir. Ayrica test materyalleri artik A. thaliana
gibi model bitkilerle sinirli degildir.

Borrone vd (2004) tarafindan yapilan ¢alismada grup I ve I WRKY genlerinin
korunmus DNA’ya baglanma bolgelerinden ve diger korunmus motiflerinden dejenere
PCR primerleri dizayn edilmistir. Bu primerler kullanilarak ¢alisma sonunda 16 WRKY
fragmenti izole edilmistir. Bu 16 lokusun sekanslar1 incelendiginde 7 tanesinin intron
bolgesinde tek niikleotid sekans polimorfizmi gosterdigi ortaya konmustur. Diger 4
lokus ile molekiiler markir olarak kullanilmis ve F2 polulasyonunda haritalandirilmistir.

Kim vd (2008) domates ve biber bitkisinde yaptiklari arastirmada WRKY
tabanli molekiiler markir gelistirmek i¢in 6ncelikle WRKY domainlerinde bulunan
korunmus sekanslardan primerler dizayn edilmistir. C. annuum ‘CM334’° ve C. annuum
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‘Chilsungcho’ ebeveynleri arasindaki polimorfizim 6 primer kombinasyonu ile test
edilmistir. Arastirmanin sonucunda Grup Il WRKY genlerinden dizayn edilen
primerlerin ¢ogalttigi fragmentlerin yiiksek seviyede polimorfizim ortaya ¢ikartigi
gozlemlenmistir. Toplamda 32 primer ¢ifti kullanarak 60 polimorfik bant belirlenmistir.

Wei vd (2012) yaptiklar1 aragtirmada misir bitkisinin B73 homozigot hattindan
elde edilen genomdan 136 WRKY proteini tanimlamiglardir. Yine bu arastirmada 5 tiirti
iceren filogenetik analizlerle WRKY genelerinin orijini ve evrimsel siireglerini ortaya
koymuglardir. Elde edilen sonuglara gore gen duplikasyonlari yeni gruplarin ve alt
gruplarin olusumda belirleyici temel faktordiir. Misir WRKY genlerinin kromozomal
lokasyon analizleri ile 20 gen kiimesinin genomda esit olmayan bir sekilde dagilmis
olduklarim1  ortaya koymuslardir.  Arastirmalarinda  kullandiklar1  mikroarray
analizlerinden ¢ikan sonuglara gore 116 gen tarafindan kodlanan 131 WRKY
transkriptinin misirda  biiylime gelismenin  dlizenlenmesinde gorev  aldiklari
gosterilmistir. Kuraklik stresi ve fungal zarara karsi meydana getirilen transkripsiyonal
yanit1 kapsayan bu analizler WRKY proteinlerinin stres yanitlariyla da iligkili oldugunu
gostermistir.

Wang vd (2011) A. thaliana’da WRKY gen sekanslarindaki duplikasyon
olaylarmi arasgtirmiglardir. Arastirmalarinda duplikasyon olaylar1 sonrasindaki se¢ilim
baskisini degerlendirmek igin erisilebilir WRKY sekanslarini kullanilmistir. Olusturulan
filogenetik agacta WRKY ailesinde 5 alt grup elde edilmistir. Test sonuglarina goére bu
gen ailesinin evrim siirecinde seleksiyonda anahtar rol oynadigini ortaya koyulmustur.
Bu agag iizerinde alt gruplar arasinda farkliliklarin ortaya ¢ikmasina neden olan bazi
aminoasit degisiklikleri belirlenmistir.

Ramamoorthy vd (2008) yaptiklar1 arastirmada erisilebilir piring genomunun
sekans verilerini ve WRKY transkrisiyon faktorlerini kodlayan 103 gen {izerinde
analizler yapmislardir. Arastirmanin sonucunda piring WRKY genlerinin ¢ok biiyiik bir
bolimiiniin (% 77.7) duplikasyon boélgelerinde yerlestikleri ortaya koyulmustur.
Bunlardan % 45.6’s1 pargali olarak ve %35’i ise rastgele duplikasyona ugramistir. Bu
sonuclar bu gen ailesinin biiyiimesi i¢in temel mekanizmanin genom duplikasyonlari
oldugunu ortaya ¢ikarmistir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal
3.1.1. Arastirma yeri

Bu c¢alismada kullanilan bitkiler Akdeniz Universitesi Tohumculuk Uretim
Uygulamalar1 seralarinda c¢imlendirilmistir. Molekiiler c¢aligmalar ise Akdeniz
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarimsal Biyoteknoloji Béliimii Laboratuarinda
yapilmustir.

3.1.2. Deneme i¢in kullanilan toprak analiz sonug¢lari

Saksilara doldurulan toprak ornekleri 0-30 cm derinlikten alimmistir. Toprak
orneklerinin pH’lar1 Jackson’a gore 1/2.5 toprak/su karisiminda (Jackson 1967), CaCOs
icerikleri Scheibler kalsimetresi kullanilarak (Evliya 1964), elektriksel iletkenlik
satiirasyon ¢amurunda (Anonim 1988), bilinye; Bouyoucos hidrometre yontemine gore
(Bouyoucos 1955), organik madde modifiye Walkey-Black metoduna gore (Black
1965) belirlenmistir. Toplam N modifiye Kjeldahl metoduna goére (Black 1957),
alinabilir P, Olsen metoduna gore (Olsen 1982), degisebilir K, Ca ve Mg analizleri 1 N
Amonyum Asetat (pH=7) metoduna gore (Kacar 1972) ve alinabilir Fe, Zn, Cu ve Mn
analizleri ise DTPA metoduna gore (Lindsay ve Norwell 1978) yapilmistir.

Cizelge 3.1. Denemede kullanilan toprak analiz sonuglari

Olgiilen Parametreler Bulunan degerler Degerlendirme
pH 7.96 Alkali
E.C. (mS/cm) 0.93 Tuzluluk tehlikesi yok
CaCOs3 (%) 26.5 Asirt kiregli
Kum (%) 45.08 -
Kil (%) 31.28 -
Silt (%) 23.64 -
Biinye - Kumlu-Killi-Tinl
Organik Madde (%) 1.87 Diisiik
Toplam N (%) 0.106 Orta
P (ppm) 9.37 Yeterli
K (meq / 100 g) 0.61 Iyi
Na (meq/ 100 g) 0.15 Diisiik
Ca (meq/ 100 g) 37.71 Iyi
Mg (meq / 100 g) 7.12 Iyi
Fe (ppm) 3.56 Noksanlik gosterebilir
Zn (ppm) 0.746 Noksanlik gosterebilir
Mn (ppm) 23.156 Yeterli
Cu (ppm) 1.368 Yeterli
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Toprak 6rneklerinin analiz sonuglar1 Cizelge 3.1°de verilmistir. Buna gore
deneme yeri alkali ve asir1 kiregli ve toprak biinyesi de kumlu-killi-tinli bulunmustur.
Tuzluluk tehlikesi olmayan deneme yerinin organik maddece fakir oldugu, buna karsilik
sodyum seviyesinin diisiik oldugu saptanmistir. Demir ve ¢inko gibi elementlerin
eksiklik gosterebilecegi belirlenmistir.

3.1.3. Bitki materyali

Cizelge 3.2'de verilen mercimek tiirleri ve yakin bir cins kullanilmistir

Cizelge 3.2. Calismada kullanilan genotipler

No Latince Adi Kokeni (Orijin)
1 Lens ervoides Turkey
2 Lens ervoides Turkey
3 Lens ervoides Italy
4 Lens lamottei Spain
5 Lens lamottei Spain
6 Lens lamottei Turkey
7 Lens lamottei France
8 Lens nigricans Italy
9 Lens nigricans Crotia
10 Lens nigricans Spain
11 Lens nigricans Turkey
12 Lens culinaris subsp. odemensis Turkey
13 Lens culinaris subsp. odemensis Syrian Arab Republic
14 Lens culinaris subsp. odemensis Israel
15 Lens culinaris subsp. odemensis Israel
16 Lens culinaris subsp. orientalis Cyprus
17 Lens culinaris subsp. orientalis Syrian Arab Republic
18 Lens culinaris subsp. orientalis Uzbekistan
19 Lens culinaris subsp. orientalis Iran
20 Lens culinaris subsp. orientalis Palestine
21 Lens culinaris subsp. orientalis Jordan
22 Lens culinaris subsp. orientalis Uzbekistan
23 Lens culinaris subsp. orientalis Turkmenistan
24 Lens culinaris subsp. orientalis Lebanon
25 Lens culinaris subsp. orientalis Turkey
26 Lens culinaris subsp. orientalis Turkey
27 Lens culinaris subsp. tomentosus Turkey
28 Lens culinaris subsp. tomentosus Turkey
29 Lens culinaris subsp. tomentosus Syrian Arab Republic
30 Vicia montbretii Turkey
31 Vicia montbretii Turkey
32 Lens culinaris subsp. culinaris Turkey
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Mercimek tiirlerinden 7 taksona ait 30 farkli genotip kullanilmistir. Eskiden
mercimekler icinde smiflandirilan (Ladizinsky ve Sakar 1982) fakat simdi mercimek
cinsinden ¢ikarilan 2 Vicia montbretii tiirti kullanilmastir.

3.2. Metot
3.2.1. DNA izolasyonu

Orjinleri farkl iilkelerden olan ve ICARDA’dan getirtilen 32 farkli genotipteki
bitkilerin ¢imlenmesi ile elde edilen gen¢ yaprak ornekleri alinmis CTAB metoduna
gore DNA izolasyonu yapilmistir (Doyle ve Doyle 1990).

CTAB metoduna goére (Doyle ve Doyle 1990); her bir bitkiden 3-4 yaprak 1,5
ml’lik ependorf tiiplerin igerisine konulup ve iizerine 500 ul CTAB tampon ¢ozeltisi
ilave edilmistir. Daha sonra yapraklar plastik ve tiip i¢inde rahatca hareket ettirilebilen
plastik ezme gubuklari (pestil) ile her tiip i¢in farkl bir tane kullanilarak iyice ezilmistir.
Ezme isleminin ardindan DNA’larinin siviya gegmesini saglamak i¢in 65 °C’de 3 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra &rneklerden proteinin uzaklastiriimasi
icin 600 pl kloroform-izoamil alkol (25:1) ¢6zeltisi konularak 10 saniye kadar hafifce
ters diiz edilerek calkalanmistir. Ornekler daha sonrasinda 10 dakika boyunca 14000
rpm hizinda santrifiij edilmistir. Santriflij edilen Orneklerde tiipiin alt kisminda
kloroform, orta tabakada protein ve list fazda ise DNA bulundugu sivi olmak {izere ii¢
faza ayrilmistir. Tiipiin igerisinde bulunan siipernatant kisim 1,5 ml’lik temiz tiiplere
alimmistir (yaklasik 500 pl). Bu faz icerisindeki DNA’nin ¢okmesi i¢in {izerine 500 pl
hacimde -20 °C’de bulunan soguk izoproponal konulup 10 saniye kadar hafifce ters diiz
edilerek ¢alkalanmistir ve ardindan -20 °C’de dondurucuya 30-45 dk kadar
bekletilmistir. Daha sonra -20 °C’den alman orneklerin DNA’larinin ¢okelmesi
amactyla 14000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Bu islemin sonunda tiiplerin
dibinde pellet olustugu gozlenmistir. Pelet yerinden oynatilmadan tiipiin igerisindeki
sivt bosaltilmis ve pelet ilizerine -20 °C’de bulunan % 70’lik etanolden 600 pl
konularak 14000 rpm’de 5 dakika boyunca tekrar santrifiij edilmistir. Santriflij edilen
tiiplerin dibindeki pelete zarar vermeden sivilar dikkatlice bosaltilmis ters ¢evrilerek 30-
40 dakika boyunca agz1 acgik vaziyette tlip icerisinde kalan etanoliin uzaklagmasi
saglanmistir. Iyice kurudugundan emin oldugumuz tiiplerin igerisine 50 ul 65 °C’de
sicak su konmustur. DNA’larin siviya ge¢mesi i¢in Ornekler +4 °C’de bir gece
bekletilmistir. Daha sonrasinda ise bozulmamalari i¢in -20 °C’de saklanmuistir.

DNA izolasyonu yapilan 6rneklerin DNA kalitelerine bakmak amaci ile % 1°lik
agarose jel hazirlanarak ornekler jele yiiklenmistir. Elektroforez cihazinda 65 voltta 15
dakika kosan o6rnekler UV transilluminatdr cihazi ile gortintiillenmistir.

3.2.2. DNA konsantrasyonunun belirlenmesi

DNA konsantrasyonu jel-elektroforez yontemiyle, % 1°lik jele yiiklenen standart
DNA/Hind I (0,5 pg/ul) ile yiikledigimiz orneklerdeki DNA bantlarinin
karsilastirilmasiyla miktarlar belirlenmeye ¢aligilmistir.

Her bir bitkiden elde edilen 1 pl ve 2 ul hacminde DNA miktarlar1 1 pl ylikleme
boyast ile karistirilarak jele yiiklenmistir. Orneklerin yanima yine ayni1 miktarda standart
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DNA/Hind III (0,5 pg/ul) yiiklenerek elektroforezde 65 voltta 30 dakika kosturma
islemi yapilmistir ve daha sonrasinda UV transilluminatdr ile jel goriintiisii alinmistir.

3.2.3. Primerlerin secimi

Bu ¢alismada daha once farkli ¢alismalarda kullanilan (Kim vd 2007, Mutlu vd
2006, Gulsen vd 2007) 125 adet 13-26 baz araliginda primerler kullanilmistir.
Kullanilan primerlerin isimleri, baz dizilisleri ve baglanma sicakliklar1 Cizelge 3.3’de
verilmistir.

Cizelge 3.3. Calismada kullanilan primerler ve baz siralari

No Primerin adi Baz uzunlugu Baz siras1 (5’—3’)

1 GI-F 14 AGTCATAATCATCC

2 GIR 13 CTTCATAGGTTGT

3 GIlI-F 11 AGCAGCAGCAA

4 GIlI-R 13 CAACTCTCTTCTT

5 GIll-F 13 GCAAAAAGAAGGA

6 Gll-R 12 TACATCGTGGTT

7  WS-F 17 AGATGGAGGAAGTATGG

8 WS-R 17 TGACCATACTTCCTCCA

9 WRKY1FP 19 TGGMGIAARTAYGGNCARA

10 WRKY 2FP 26 GAYGGITAYAAYTGGMGIAARTAYGG
11 WRKY 3FP 17 GCIAMYATGMGNAARGC

12 WRKY 2RP 26 TGRBYRTGYTTICCYTCRTAIGTDGT
13 WRKY 3RP 17 GTDAYIGTIGGRAANGG

14 XLRR For 18 CCGTTGGACAGGAAGGAG

15 XLRR Rev 18 CCCATAGACCGGACTGTT

16 CLRR For 18 TTTTCGTGTTCAACGACG

17 CLRRRev 18 TAACGTCTATCGACTTCT

18 RLRR For 18 CGCAACCACTAGAGTAAC

19 RLRRRev 18 ACACTGGTCCATGAGGTT

20 NLRR For 18 TAGGGCCTCTTGCATCGT

21 NLRR Rev 18 TATAAAAAGTGCCGGACT

22 NPLOOP 24 TCAATTAATGTTTGAGTTATTGTA
23 Nkin2 15 GTAACTAAGGATAGA

24 Ptokinl 18 GCATTGGAACAAGGTGAA

25 Ptokin2 18 AGGGGGACCACCACGTAG

26  Ptokin3 18 TAGTTCGGACGTTTACAT

27 Ptokin4 18 AGTGTCTTGTAGGGTATC

28 LM637 17 ARIGCTARIGGIARICC

29 LM638 20 GGIGGIGTIGGIAAIACIAC

30 NBS-F1 23 GGAATGGGNGGNGTNGGNAARAC
31 NBS-R1 23 YCTAGTTGTRAYDATDAYYYTRC
32 RLK-For 17 GAYGTNAARCCIGARAA

Devami arkada
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Cizelge 3.3’lin Devami

33 RLK-Rev 26 TCYGGYGCRATRTANCCNGGITGICC
34 s1 21 GGTGGGGTTGGGAAGACAACG
35 AS1 18 CAACGCTAGTGGCAATCC

36 S2 20 GGIGGIGTIGGIAAIACIAC

37 AS3 18 IAGIGCIAGIGGIAGICC

38 PtoFen-S 22 ATGGGAAGCAAGTATTCAAGGC
39 PtoFen-AS 23 TTGGCACAAAATTCTCATCAAGC
40 XLRR-INV1 18 TTGTCAGGCCAGATACCC

41 XLRR-INV2 18 GAGGAAGGACAGGTTGCC

42 CLRR-INV1 14 GCAGCAACTTGTGC

43  CLRR-INV2 15 TCTTCAGCTATCTGC

44 NLRR-INV1 16 TGCTACGTTCTCCGGG

45 NLRR-INV2 18 TCAGGCCGTGAAAAATAT

46 Pto-kinlIN 18 AAGTGGAACAAGGTTACG

47 Pto-kin2IN 17 GATGCACCACCAGGGGG

48 SI1-INV 21 GCAACAGAAGGGTTGGGGTGG
49 AS1-INV 18 CCTAACGGTGATCGCAAC

50 S2-INV 20 CAICAIAAIGGITGIGGIGG

51 AS3-INV 16 CCIGAIGGIGAICGIG

52 wirk-S 21 GAAAGATGAGTAAATTACTTG
53 wirk-AS 18 TGAGGGTCAGGCATGCAG

54  Cre3Ploop 20 GCGGGTCTGGGAAATCTACC
55 Cre3-k3 20 CTGCAGTAAGCAAAGCAACG
56 Cre3LR-F 20 CACACACTCGTCAGTCTGCC
57 Cre3LR-R 21 CAGGAGCCAAAAATACGTAAG
58 XalNBS-F 17 GGCAATGGAGGGATAGG

59  XalNBS-R 18 CTCTGTATACGAGTTGTC

60 XallLR-F 22 CTCACTCTCCTGAGAAAATTAC
61 XallLR-R 19 GAGATTGCCAAGCAATTGC

62 POXIF 16 CTCGACCTACAAGGAC

63 POX2F 18 CTCGACGTCAAGGACCTC

64 POX3F 18 CAACGAGACCAACATCGA

65 POXAF 21 TTACGCTACATACAATTTCAA
66 POXSF 18 CACACGATCGGGGCGATC

67 POX6F 15 TACCCGACGGTGAGC

68 POXTF 19 CTCGACACAACCGATGTTG

69 POX8Fa 21 CACCATCAAGAGCGTCATAAC
70  POX8Fb 21 CACCATCAAGAGCGTCATAAC
71 POX8Fc 21 CACCATCAAGAGCGTCATAAC
72 POX9F 13 GGCGTCGGCGTCG

73 POX10Fa 15 CCACGCCCTCATCGC

74 POX10Fb 17 CCGAGGGACACGACGAC

Devami arkada
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Cizelge 3.3’lin Devami

75 POX10Fc 18 CTGTCCAACAAGGGCCTC

76 POX10Fd 17 GTTCTGCAGCGCCTTCG

77  POX10Fd 17 GTTCTGCAGCGCCTTCG

78 POX11F 20 CCTTCTTCTTGCCATCTTGC
79 POX12Fa 21 CGAGCTGAGAGTGAATCGATC
80 POX12Fb 22 CTCTCTCCTGGGGGTTCTATGC
81 POX12Fc 18 CGTGAGGTGGCACCTCAC

82 POX13F 21 GACGGTTCTATTGGGAAGAAG
83 POX14F 20 CTCATCGTTAACGTCGCATC
84 POXI1R 16 ATGTAGGCGCTGGTGA

85 POX2R 17 GCCCATCTTCACCATGG

86 POX3R 17 CCTGATCTGTCCCTGCG

87 POX4R 16 ACTCGACTGCGACCAG

88 POX5R 17 AATCTGCCGGCAGAGCC

89 POX6R 19 CTTGATCGTACTGACTCTA

90 POX7R 23 TTCACAAACTAGTCACAATCACA
91 POX8Ra 16 TTGGGCGTCGTCGTGT

92 POX8Rb 17 TTGCTAGAGCGAGCTGG

93 POX8Rc 19 ATCCTCCATGCATGCCTTC

94 POX9R 18 ATCGGGAAGCTTCCCCTC

95 POX10Ra 16 CATCTGGCCGTGCGTC

96 POX10Rb 17 GAGCGTGGTGATGTCGG

97 POX10Rc 21 CAGGTTGCTCTACAGATCCCG
98 POX10Rd 21 AAACATGTAGCGCTCCACAAC
99 POX10Re 17 GGGTCACTCAGCAGGGC

100 POX11R 19 CATATCGCTCCACGACCTTT
101 POX12Ra 19 CTTGAACGCCTGGATGAGC
102 POX12Rb 17 GCGAGCGTGGTGATGTC

103 POX12Rb 17 GCGAGCGTGGTGATGTC

104 POX13R 20 CATGAAAGTGATGAGATGGC
105 POX14R 24 GATGCAAGGAGTATAGTGCAAATG
106 KO1 20 GGSGGGGTGGGGAAGACSAC
107 K02 20 GGWGGGGTTGGGAAGACWAC
108 KO3 20 GGSGGSGTGGGTAARACDAC
109 K04 20 GGTGGCGTGGGCAAGACDAC
110 KO5 20 GGGGGSATGGGYAARACDAC
111 KO06 20 GGHGGGATGGGGAARACDAC
112 KO7 20 GGVGGVYTNGGCAARACDAC
113 KO8 20 GGVGGVTCNGGSAARACDAC
114 K09 20 GGVGGVGTNGGSAARAGYAC
115 K10 20 GGVGGVATHGGSAARACDAC
116 HDO1 18 GAGGGCGAGGGGGAGGCC

Devami arkada

26



Cizelge 3.3’iin Devami

117 HDO2 19 CCAACGCCAATGGAAGACC
118 HDO3 18 AAGNCTAARGGGAGGGCC
119 HDO4 18 GAGCGCCARCGGGAGGCC
120 HDO5 18 GAGVGCGAAGGGGAGGCC
121 HDO06 18 GAGVGCCARCGGNGAGCC
122 HDO7 18 GAGVGCCARSGGRTGGCC
123 HDO08 18 GAGVGCCARSGGYTTGCC
124 HDO9 18 GAGVGCCARSGGRTTGCC
125 HD10 18 HTAVGCCARKGGRTTGCC

R=AG; Y=C,T; K=G,T; S=C,G; W=AT; H=A,C,T; V=A,C,G; D=A,G,T; N=A,C,G,T
3.2.4. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR, polymerase chain reaction)

Daha onceki aragtirmalarda uygulanmis olan PCR teknikleri (protokolleri) (Kim
vd 2007, Mutlu vd 2006, Gulsen vd 2007) bu ¢alismada denenerek en iyi sonucu veren
miktar ve oranlar ile program calistirilarak optimize edilmistir.

Bireysel DNA oOrnekleri, PCR reaksiyonunda kullanmak amaciyla 0.5 ml’ lik
PCR tiiplerine 1’er pl konulmustur. PCR tiiplerinin reaksiyon hacmi toplam 15 pl
olacak sekilde hazirlanmistir. PCR reaksiyonu icin gerekli kimyasallar ve miktarlar
asagida verilmistir.

1 o6rneklik reaksiyon karisimi;
5,35 pl Steril distile su,

1,5 pl 10 X Buffer,

2 ul MgCl2,

1 pl dNTPs,

2’ser ul F ve R primer,

0,15 pl Taq Polimeraz

PCR uygulamalar i¢in MyGenie-96 Gradient Thermal Cycler marka cihaz
kullanilmistir. Oncelikle her PCR tiipiine 1 pul DNA ve 2’ser ul forward ve reverse
primer konulmus, daha sonra hazirlanan reaksiyon karigimi (master mix) her bir PCR
tiipiine paylastirilmigtir (10 pl + 1 pl DNA + 2 ul F-primer + 2 pl R-primer).

PCR programi, ayrilma (denaturasyon: DNA iplik¢iklerinin ayrilmasi), yapisma
(annealing: primerlerin DNA zincirindeki komplementer olan bdlgelere yapismasi) ve
uzama veya sentez (extention: DNA’ ya yapismis olan primer ile Taq polimeraz
yardimiyla DNA zincirinin sentezlenmesi) agsamalarindan olugmaktadir.

Genel olarak denaturasyon sicakligi 90-95 °C, annealing sicakligi 30-60 °C ve
extention sicakligi 70-75 9C arasinda degismektedir. Bu calismada uygulanacak olan
dongii sicaklik ve siireleri asagida verilmistir.
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95 °C 4 dakika

95 °C 1 dakika

45 °C 1 dakika } 5 dongii
72 °C 1:15 dakika

95 °C 1 dakika

50 °C 1 dakika }

72 °C 1:15 dakika

72 °C 10 dakika

35 dongii

Yukaridaki sekilde dongiiler tamamlanmis ve son olarak 72 °C’de 10 dakika
bekletilerek PCR bitirilmistir. PCR’dan sonra tiipler yani PCR iiriinleri elektroforez
islemine kadar 4 °C’de kapaklar1 parafilm ile sarilarak saklanmustir.

3.2.5. Elektrolit ¢ozeltisi

Elektroforezde tampon ¢oOzeltisi olarak Tris-Acetate-EDTA
(EthylenDinitriloTetraAceticacid) (TAE) kullanilmigtir. Bu ¢ozelti pH:8.0 olacak
sekilde ve 50X yogunlugunda hazirlanarak 1 It suda ¢ozdiiriilmiistiir. Bu stok ¢ozeltiden
20 ml alip saf su ile 1 It’ye tamamlanmis ve boylece elektroforez i¢in 1X’lik TAE
tamponu hazirlanmistir. Asagida bu ¢ozeltinin hazirlanmasinda kullanilan kimyasallar
ve miktarlar1 verilmistir;

- 242 gr Tris base (0,5 M)

- 51,1 ml Glacial Asedic Asit

- 100 ml EDTA (0,5 M, pH: 8.0)

3.2.6. Jelin hazirlanmasi

PCR’da elde edilen DNA pargalarin1 elektroforezde birbirinden ayirmak i¢in
agaroz jel (Bio Basic Inc.) kullanilmigtir. Yapilan denemeler sonucunda %2’lik agaroz
jel en uygun oran olarak goriilmiistiir. Agaroz, TAE tampon ¢o6zeltisi ile bir erlen
mayerde, homojen bir karisim olmasi amaciyla ara ara karigtirilarak, mikrodalgada 2-3
dakika 1sitilarak hazirlanmastir.

Jel kalibina jele DNA yiiklenebilmesi i¢in gerekli olan kuyucuklar1 olugturmasi
amaciyla taraklar yerlestirilmistir. Sogutulan 100 pl jel i¢ine bantlarin UV 1s1k altinda
goriilmesini saglayan 3 pl Ethidium Bromide eklenmis ve jel kalibina hava
kabarciklarinin olugsmamasina dikkat edilerek dokiilmiistiir. Jel tamamen donduktan
sonra tarak yavasca ¢ikarilmis ve elektroforez tankinin icine, jelin {ist kismini1 kapatacak
kadar elektrolit ¢ozeltisi dokiilmiistiir.

3.2.7. PCR iiriinlerinin jele yiiklenmesi ve elektroforez islemi

15 ul PCR tiplerinin igine DNA fragmentlerinin UV 15181 altinda
gortintiilenebilmesi i¢in 3 pl dye eklenmis ve mikropipet yardimiyla karigtirilarak
boyanmistir. Boyanmis olan DNA fragmentlerinin iceren bu karisim jeldeki
kuyucuklara dikkatli bir sekilde yiliklenmistir.
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Bantlarin baz ¢ifti olarak uzunluklarinin tahmin edilebilmesi amaciyla stveart
olarak Thermo Scientific GeneRuler 1 kb DNA Ladder kullanilmistir. Bu markerdan 1
ul alinarak jele yiliklenmis ve 100 V’da 2,5-3 saat elektroforezde yiirtitiilmiistiir.
Boylece RGA, peroksidaz ve WRKY bantlarinin jel igerisinde, elektriksel ortamda
molekiiler biiyiikliiklerine gore siralanip ayrilmasi saglanmaistir.

Elektroforez uygulamasi sonucunda bantlara ait en iyi goriintiiler elde edebilmek
icin; jelin yogunlugunu, elektrik ekimini ve elektroforez siiresini optimize etmek
gerekmektedir. Bu amagla yapilan birgok deneme sonucunda yukarida belirtilen
kosullar dogrultusunda ¢alisma devam ettirilmistir.

3.2.8. Bant fotograflarmnin elde edilmesi

2,5-3 saatlik siirenin sonunda bantlarin birbirinden tam anlamiyla ayrildigindan
emin olunduktan sonra jelin DNR bio-imaging systems-Mini Lumi marka UV
goriintlileme cihazinda fotograflari ¢ekilmistir.

3.2.9. Jelden DNA izolasyonu

Izolasyonda Thermo Scientific marka GeneJET Gel Extraction Kiti
kullanilmistir. UV 15181 altinda minumum jel fazlaligi ile bantlar jilet yardimiyla
kesilerek 1.5 ml tiiplere konulmus ve agirliklar: not edilmistir. Jel parcalarinin iizerine
1:1 hacimde Binding Buffer eklenmistir. Jel eriyene kadar 50-60 °C’de 10 dakika
stireyle su banyosunda bekletilmistir. Tamamen eriyen sivi GeneJeT column igine
aktarilmis ve 1 dakika siireyle santrifiij edilmistir. Altta kalan sivi uzaklastirilmis ve
tizerine 700 pl Wash Buffer eklenmistir. 1 dakikalik santrifiijden sonra alt kisim
uzaklagtirllmig ve column bos olarak 1 dakika silireyle tekrar santrifiij edilmistir.
Column 1.5 ml tiiplere aktarilarak iizerine 50 pl Elution Buffer eklenerek 1 dakika
santrifiij edilmistir. Alttaki kistm sekans analizleri i¢in -20 °C’de bekletilmistir. Elde
edilen iriinler sekans analizleri i¢in lontek firmasina gonderilmistir (Iontek AS,
Istanbul, Tiirkiye).

3.2.10. Bantlarin degerlendirilmesi ve sekans analizleri

RGA, peroksidaz ve WRKY transkripsiyon faktorleri genlerine ait bantlar
cekilen jel fotograflari incelenerek degerlendirilmis ve mevcut bantlar 1, olmayan
bantlar ise 0 olacak sekilde bir veri matrisi olusturulmustur. Elde edilen veri matrisi
kullanilarak benzerlik orani ve polimorfizm orani gibi istatistikler Numerical Taxonomy
Multivariate Analysis System (NTSYS-pc) version 2.1 bilgisayar programi (Exeter
Software, Setauket, N.Y., USA) (Rohlf 1993) ile analiz edilmistir. Genotipler arasindaki
iligkileri gdsteren genetik benzerlik matriksi dendogram olusturmak amaciyla SAHN
modiilii altinda yeralan UPGMA metoduna gore yapilmistir.

Sekanslarin ise GENBANK’ta BLAST analizleri yapilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Lens Miller Cinsinde Dayamikliik Gen Analoglar1 (RGA)

Aragtirmada degerlendirilen RGA bant modelleri Lens cinsi igerisinde bulunan
yabani ve kiiltiir formlarm temsil eden 32 genotipe aittir. Oncelikle polimorfizim
saglayan primer kombinasyonlar1 her tiirden alinan temsili 2’ser genotipten olusturulan
bulk DNA ile bulunmustur. Bu bulk ile toplam 123 RGA primer kombinasyonu
denenmis ve bunlar igerisinden en yiiksek sayida bant veren 14 primer kombinasyonu
secilmigtir. Secilen primer kombinasyonlar1 32 genotipin her birinde tekrarlanmistir. Bu
primerler ve verdikleri bantlarin say1 ve yaklasik uzunluklar1 Cizelge 4.2°de verilmistir..
1, 4, 10, 11, 16, 18, 20, 21, 23 ve 29 numarali genotipler PCR sonucu iyi {iriin
vermediklerinden dolay:1 analizlere dahil edilmemistir. Yeni genotip siras1 EK 1°de
verilmistir.

Cizelgede 4.2°de goriildiigii gibi, kullanilan primerler yardimiyla elde edilen
bantlarin uzunluklar1 genel olarak 50-1500 bp araliginda degismektedir. S2-INV/AS3-
INV primer kombinasyonu toplam 12 ile en fazla bant sayisina ve LM 637/LM 638
primer kombinasyonu ise 5 ile en az bant sayisina sahiptir. Tiim primerler toplamda 103
bant meydana getirmistir. Bunlarin 18’1 monomorfik olup 85’1 ise polimorfiktir.
Polimorfizm oran1 %83 diir (Cizelge 4.1).

KO3HDO1 primer kombinasyonu ile, tiim genotiplerde 50-1000 bp araliginda
7’s1 polimorfik olmak tizere toplam 10 bant elde edilmistir. 190 bp ve daha diisiik
bolgede 3 bandin tiim genotiplerde monomorfik oldugu goriilmiistiir. Diger bantlarda
ise polimorfizm saptanmigtir. Bu primer kombinasyonunun meydana getirdigi
polimorfizm oranm1 %70’dir (Sekil 4.1).

K04HDO1 nolu primer kombinasyonunun kullanilmasiyla tiim genotiplerde elde
edilen toplam 7 bant 150-950 bp araligina yayilmis ve bu bantlarin 5’i polimorfik
bulunmustur. Bu araliklarda mevcut 2 bandin monomorfik oldugu belirlenmistir (Sekil
4.2).

Cizelge 4.1. Secilen RGA primerlerinin polimorfizm oranlar1

Say1 Primer Monomorfik Polimorfik Toplam Polimorfzm
Kombinasyonu Bant Sayis1 Bant Sayis1 Bant Sayis1 Oram (%)

1 K03/HDO01 3 7 10 70

2 K04/HDO01 2 5 7 71

3 K05/HDO01 2 5 7 71

4 K06/HD02 2 4 6 67

5 K06/HD03 1 5 6 83

6 K06/HD06 1 6 7 86

7 K07/HD03 1 6 7 86

8 K07/HD10 2 3 5 60

9 K08/HDO03 1 6 7 86

10 K10/HDO03 2 5 7 71

11 LM 637/LM 638 1 4 5 80

12 XLRR F-R 0 7 7 100

13 S2-INV/AS3-INV 0 12 12 100

14 Xal-NBS F-R 0 10 10 100

Toplam 18 85 103 83
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Sekil 4.1. KO3HDO1 primer kombinasyonunu ait bant goriintiisii
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Sekil 4.2. KO4HDO1 primer kombinasyonunu ait bant goriintiisii
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Cizelge 4.2. Kullanilan RGA primerleri ile elde edilen bant sayisi ve uzunluklari

Genotipler

Bant
Araligi (bp)

50-1000
150-950

200-1000
200-1000
210-1400
150-1010
200-800

200-1300
200-1450
100-1400
230-800

190-1450

Primer

Say1

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32

3

8

2

1
3
5
4
4
4
4
4
4
1
5
2
7
6
6

Kombinasyonu

KO03/HDO1
K04/HDO1
KO05/HD01
K06/HD02
K06/HDO03
KO06/HD06
KO07/HDO3
K07/HD10
K08/HDO03
K10/HDO03

9

9 10 4

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13
14

LM 637/LM 638

XLRR F-R

6 12 6 8 5 11 3

8

6

10

10

11

6

5

9
7

8§ 10 9 11 2

7

9

S2-INV/AS3-INV  270-1500

Xal-NBS F-R

6

6 10 7

300-1050
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KO6HDO03 primer kombinasyonu 210-1400 bp araliginda toplam 6 bant
vermistir. 210 bp bolgesinde bulunan 1 bant hepsi monomorfiktir. Diger 5 bantta ise
polimorfizm gozlenmistir. Bu primer kombinasyonunda polimorfizm oran1 %83 olarak
hesaplanmustir (Cizelge 4.1).

KO7HDO03 primer kombinasyonu kullanilarak, 6’s1 polimorfik olmak {izere
toplam 7 bant elde edilmis ve bu bantlar 200-800 bp araligina yayilmistir (Cizelge 4.2).

Sekil 4.3. K10HDO3 primer kombinasyonuna ait bant goriintiisii

K10HDO3 primer kombinasyonunun kullanilmasiyla 100-1400 bp araliginda
elde edilen toplam 7 banttan 5’inin polimorfik oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.3).

LM637-638 primer kombinasyonu ile 230-800 bp araligindan toplam 5 bant elde
edilmistir. 230 bp bolgesinde bulunan 1 bandin monomorfik oldugu gézlenmistir. Diger
bantlarda ise polimorfizm saptanmistir. Polimorfizm orani ise %80’dir (Cizelge 4.1).

S2INV-AS3INV primer kombinasyonu 270-1500 bp araliginda hepsi polimorfik
olmak tizere toplam 12 bant vermistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. S2INV/AS3INV primer kombinasyonuna ait bant goriintiisii

NTSYS-pc programi kullanilarak RGA primerleri ile elde edilen dendogram
sonucu tiirler arasindaki benzerligin 0.62 ve 0.90 (0.76) arasinda oldugu goriilmistiir
(Sekil 4.5). Olusturulan filogenetik agagta tiirler arasinda dayaniklilik gen analoglari
bakimindan yogun bir polimorfizm gbéze c¢arpmaktadir. Bu sekil incelendiginde
mercimek cinsi igerisindeki tiirlerle kiyaslandiginda Vicia montbretii tiiriine ait olan
genotiplerin genetik iligki agacinda uzak bir kol olusturdugu goériilmiistiir. Kiiltiir formu
olan Lens culinaris subsp. culinaris’e atasal formu olan Lens culinaris subsp. orientalis
tirine ait olan genotiplerin kismen yakin bir kolda bulundugu goriilmektedir. Bu
genotipler ayni kolda toplanmistir. Lens culinaris subsp. odemensis’e ait olan genotipler
ayn1 veya yakin kollarda bulunmaktadir. RGA markirlariyla olusturulan 2 boyutlu temel
bilesen analizine gore olusturulan grafikte tek genotip olarak temsil edilen Lens
culinaris subsp. culinaris diger tiirlerden uzak bir bolgede bulunmaktadir. Vicia
montbretii’ye ait olan 2 genotip diger tiirlerden uzak bir kiime meydana getirmistir
(Sekil 4.6). 3 boyutlu temel bilesen analizine gore olusturulan grafik ve tiirlerin dagilim1
Sekil 4.7°de goriilmektedir.
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Sekil 4.5. RGA markirlari ile olusturulan Lens Mill. ve Vicia montbretii taxonlarina ait genetik iliski agaci
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Sekil 4.6. Temel bilesenler analizine (PCA) gore RGA markirlari ile olusturulan Lens
Mill. ve Vicia montbretii taksonlarina ait genetik iligki
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Sekil 4.7. Temel bilesenler analizine (PCA) gore RGA markirlari ile olusturulan Lens
Mill. ve Vicia montbretii taksonlarina ait genetik iligki
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4.2. Lens Miller Cinsinde Peroksidaz Genleri

Bulk DNA ile toplam 22 peroksidaz primer kombinasyonu denenmis ve bunlar
icerisinden en yiikksek sayida bant veren 7 primer kombinasyonu secilmistir. Secilen
primer kombinayonlar1 32 genotipin her birinde tekrarlanmigtir. Segilen primerler ve
verdikleri bantlarin say1 ve yaklasik uzunluklar1 Cizelge 4.4°de verilmistir. 1, 4, 10, 11,
16, 18, 20, 21, 23 ve 29 numarali genotipler PCR sonucu iyi iiriin vermediklerinden
dolay1 analizlere dahil edilmemistir. Yeni genotip sirasit EK 1°de verilmistir.

Cizelge 4.4’e¢ gore, kullanilan primerler yardimiyla elde edilen bantlarin
uzunluklar1 genel olarak 150-1250 bp araliginda degismektedir. POX 3 ve POX 5
primeri toplamda 11 ile en fazla bant sayisina ve POX 7 primeri ise 7 ile en az bant
sayisina sahiptir. Biitiin primerler toplamda 1221 bant meydana getirmistir.

Cizelge 4.3. Secilen peroksidaz primerlerinin polimorfizm oranlari

Primer Monomorfik Polimorfik Toplam Polimorfzm
Say1 Kombinasyonu Bant Sayisi Bant Sayis1 Bant Sayis1 Oram (%)
1 POX 1 1 8 9 89
2 POX 2 2 6 8 75
3 POX 3 1 10 11 91
4 POX5 1 10 11 91
5 POX 7 0 7 7 100
6 POX 8¢ 2 8 10 80
7 POX 10 0 10 10 100
Toplam 7 59 66 89
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Cizelge 4.4. Kullanilan peroksidaz primerleri ile elde edilen bant sayis1 ve uzunluklari

Primer Bant Genotipler Polimorfizn

Say1 Kombinasyonu Araligi (bp) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 Oram (%)

1 POX 1 150-1000 . 8 . 9 9 7 6 6 T 7 6 7 717 7 7 8 7 9 8 8 8 8 10 7 7 717 9 7

2 POX 2 270-1250 5 55 3 3 7 5 3 4 3 8 7 8 5 2 7 7 5 6 7 5 8 5 5 5 7 8 7 5 5

3 POX 3 230-1020 4 4 7 5 6 4 11 6 4 8 5 8 9 7 8 11 11 11 9 7 8 8 8 9 8 10 6 8

4 POX 5 230-1250 3 2 . 8 3 10 5 5 9 8 9 2 11 5 6 8 3 6 7 6 6 10 7 7 5 7 7

5 POX 7 210-920 3 . 4 6 2 6 6 7 8 3 3 2 2 3 3 2 3 1 3 4 3 2 2 3 7 1 2

6 POX 8c 210-1250 5 6 9 9 6 6 5 8 7 5 5 5 5 7 5 7 6 6 4 6 10 7 4 5 8 4 5

7 POX 10 200-1000 4 4 2 4 7 8 8 7 5 8 8 7 8 5 7 8 10 7 9 7 6 10 7 7
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POX 1 primeri ile, 150-1000 bp araliginda 8’i polimorfik olmak iizere toplam 9
bant elde edilmistir. 190 bp ve daha diisiik bdlgede 1 bandin tiim genotiplerde
monomorfik oldugu goriilmiistiir. Diger bantlarda ise polimorfizm saptanmistir. Bu
primer kombinasyonu i¢in polimorfizm oranm1 %89 olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.3).

POX 2 primerinin kullanilmasiyla 270-1250 bp araliginda elde edilen toplam 8
banttan 6’sinin polimorfik oldugu goériilmistiir (Cizelge 4.3).

-12345678910111213141516

Sekil 4.8. POX3 primerine ait bant goriintiisii

POX 3 primeri ile 230-1020 bp araligindan toplam 11 bant elde edilmistir. 230
bp bolgesinde 1 bandin monomorfik oldugu gozlenmistir. Diger bantlarda ise
polimorfizm saptanmistir (Sekil 4.8).

POX 5 primeri ile 230-1250 bp araligindan toplam 11 bant elde edilmistir. 230
bp bolgesinde bulunan 1 bandin monomorfik oldugu gozlenmistir. Diger 10 bantta ise
polimorfizm saptanmistir. Polimorfizm orani ise %91 dir (Cizelge 4.3).

POX 10c primeri 200-1000 bp araliginda hepsi polimorfik olmak {izere toplam
10 bant vermistir. Bu primer kombinasyonu i¢in polimorfizm orani %100°diir.

NTSYS-pc programi kullanilarak peroksidaz primerleri ile elde edilen
dendogram sonucu tiirler arasindaki benzerligin 0.13 ve 0.62 (0.37) arasinda oldugu
gorilmustiir (Sekil 4.9). Sekilden anlasildigina gore tiirler arasinda peroksidaz genleri
bakimindan yogun bir polimorfizm vardir. Bu sekil incelendiginde mercimek cinsi
icerisindeki tiirlerle kiyaslandiginda Vicia montbretii tiiriine ait olan genotiplerin
genetik iligki agacinda uzak bir kol olusturdugu goriilmiistiir. Bu tiire ait olan 2 genotip
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ayn kolda ¢ikmustir. Lens culinaris subsp. odemensis tiiriine ait olan genotipler yakin
kollarda ¢ikmistir. Bu genotiplerin Lens lamottei tiiriine ait olan genotiplere yakin bir
kolda bulundugu goriilmektedir. Peroksidaz markirlariyla olusturulan 2 boyutlu temel
bilesen analizi (PCA) grafiginde kiiltiir formu Vicia montbretii tiiriine ait olan
genotiplere yakin bir bélgede bulunmaktadir. Ayni tiirii temsil eden genotipler birbiriyle
ayn1 kiime i¢inde fakat diger tiirlerden uzak bir bolgede bulunmaktadir (Sekil 4.10). 3
boyutlu PCA grafigine gore tiim genotiplerin olusturdugu kiimelenmeler sekil 4.11°de
gorilmektedir.

4.3. Lens Miller Cinsinde WRKY Genleri

Bulk DNA ile toplam 10 WRKY primer kombinasyonu denenmis ve bunlar
igerisinden en yiiksek sayida bant veren 5 primer kombinasyonu se¢ilmistir (Cizelge
4.5). 1, 4, 10, 11, 16, 18, 20, 21, 23 ve 29 numarali genotipler PCR sonucu iyi iiriin
vermediklerinden dolay1 analizlere dahil edilmemistir. Yeni genotip sirast EK 1’de
verilmigtir.

Cizelge 4.5. Secilen WRKY primerlerinin polimorfizm oranlari

Primer Monomorfik Polimorfik Toplam Polimorfzm
Say1 Kombinasyonu Bant Sayis1 Bant Sayis1 Bant Sayis1  Oram (%)
1 G1 0 11 11 100
2 Gll 2 10 12 83
3 Gl 2 10 12 83
4 WRKY 2-3 1 8 9 89
5 WRKY 3-3 0 8 8 100
Toplam 5 47 52 90
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Cizelge 4.6. Kullanilan WRKY primerleri ile elde edilen bant sayisi ve uzunluklari

Primer Bant Arahg: Genotipler
Say1 Kombinasyonu (bp) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29
1 Gl 300-1450 1 7 6 3 3 5 5 8 1 9 1 6 8 7 5 1 8 1 5 6 9 7 7 3 6 6 7 0 7 6 8
2 Gll 200-1100 3 2 7 5 5 8 6 7 8 9 9 7 4 2 7 3 6 5 10 12 10 2 7 5 9 6 6 7 9 9 5
3 Glll 250-1250 9 6 7 5 8 10 6 9 6 6 9 8 9 10 10 10 10 10 12 10 3 7 5 6 6 5 11 6 5 9
4 WRKY 2-3 250-1000 5 3 6 6 5 6 2 8 8 9 6 2 7 7 6 6 7 4 6 2 8 6 6 6 7 7 7 2 6 6 4
5 WRKY 3-3 270-1000 6 7 5 2 7 6 7v 1 8 7 8 6 5 6 4 5 6 6 6 6 6 6 3 4 5 7 5 5 6 7 4 5
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Sekil 4.9. Peroksidaz markirlari ile olusturulan Lens Mill. ve Vicia monbretii taksonlarina ait genetik iligski agaci
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Sekil 4.10. Temel bilesenler analizine (PCA) gore peroksidaz markirlari ile olusturulan
Lens Mill. ve Vicia monbretii taksonlarina ait genetik iligki
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Sekil 4.11. Temel bilesenler analizine (PCA) gore peroksidaz markirlar ile olusturulan
Lens Mill. ve Vicia monbretii taksonlarina ait genetik iliski
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Cizelge 4.6’da goriildiigii gibi, kullanilan primerler yardimiyla elde edilen
bantlarin uzunluklar1 genel olarak 200-1450 bp araliginda degigsmektedir. GII ve GllI
primerleri toplamda 12 ile en fazla bant sayisina ve WRKY 3-3 primer kombinasyonu
ise 8 ile en az bant sayisina sahiptir. Biitiin primerler toplamda 52 bant meydana
getirmigtir (Cizelge 4.5).

GI primeri ile, 300-1450 bp araliginda hepsi polimorfik olmak tizere toplam 11
bant elde edilmistir. Polimorfizm orani ise %100°diir (Cizelge 4.5).

GII primerinin kullanilmasiyla, 200-1100 bp araliginda toplam 12 bant elde
edilmistir. Bu bantlarin 2’si monomorfik, 10’u ise polimorfik olup polimorfizm orani %
83 olarak hesaplanmustir (Sekil 4.12).

GHI primeri ile 250-1250 bp araliginda elde edilen toplam 12 banttan 10’unun
polimorfik oldugu goérilmiistiir (Sekil 4.13).

WRKY 2-3 primer kombinasyonu kullanilarak ile 250-1000 bp aralifindan
toplam 9 bant elde edilmistir. 250 bp bolgesinde bulunan 1 bandin monomorfik oldugu
gozlenmistir. Diger bantlarda ise polimorfizm saptanmustir (Cizelge 4.6).

WRKY 3-3 primer kombinasyonu, 270-1000 bp araligindan toplam 8 bant
vermistir. Bu aralikta elde edilen tiim bantlarin polimorfik oldugu gozlenistir.
Polimorfizm oran1 %100’diir.

NTSYS-pc programi kullanilarak WRKY primerleri ile elde edilen dendogram
sonucu tiirler arasindaki benzerligin 0.07 ve 0.63 (0.35) arasinda oldugu gorilmiistiir
(Sekil 4.14). Dendograma gore tiirler arasinda WRKY genleri bakimindan yogun bir
polimorfizm vardir. Kiiltir formu genotipine WRKY genleri bakimindan en yakin
genotiplerin Vicia montbretii tiiriine ait olan genotipler oldugu ortaya ¢ikmaktadir.
WRKY markirlartyla olusturulan 2 boyutlu ve 3 boyutlu PCA grafiklerinde tiim
genotiplerin olusturdugu kiimelenmeler ve tiirlerin diger tiirlerle olan uzakliklar1 Sekil
4.15 ve Sekil 4.16’da gosterilmistir.

NTSYS-pc programinda RGA, peroksidaz ve WRKY gen aileleri biitiin olarak
analizleri yapilmistir. Bu filogenetik aga¢ Vicia montbretii tiiriine ait olan genotipleri
yine bir dis grup olarak degerlendirmistir. L. culinaris subsp. odemensis, L. culinaris
subsp. tomentosus, L. nigricans ve L. ervoides tiirlerine ait olan genotipler kendi
iclerinde yakin dallarda bulunmaktadir (Sekil 4.17). Yine bu markirlarin hepsiyle
olusturulan 2 boyutlu ve 3 boyutlu PCA analizlerinde kiiltiir formunu temsil eden
genotip diger tiirlerin olusturdugu kiimelerden bagimsiz olarak tek basina yerlesmistir
(Sekil 4.18 ve Sekil 4.19).
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Sekil 4.12. Gll primerine ait bant gériintiisii

Sekil 4.13. GllI primerine ait bant goriintiisii
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Sekil 4.14. WRKY markirlari ile olusturulan Lens Mill. ve Vicia monbretii taksonlarina ait genetik iligski agaci
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Sekil 4.15. Temel bilesenler analizine (PCA) gore WRKY markirlari ile olusturulan

Lens Mill. ve Vicia monbretii taksonlarina ait genetik iligki
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Sekil 4.16. Temel bilesenler analizine (PCA) gore WRKY markirlari ile olusturulan
Lens Mill. ve Vicia monbretii taksonlarina ait genetik iliski
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Sekil 4.17. RGA, peroksidaz ve WRKY markirlarinin tiimiiyle olusturulan Lens Mill. ve Vicia monbretii taksonlarina
ait genetik iliski agaci
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Sekil 4.18. Temel bilesenler analizine (PCA) gére RGA, peroksidaz ve WRKY
markirlarinin tiimiiyle olusturulan Lens Mill. ve Vicia monbretii
taksonlarina ait genetik iligki
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Sekil 4.19. Temel bilesenler analizine (PCA) gore RGA, peroksidaz ve WRKY
markirlarinin tiimiiyle olusturulan Lens Mill. ve Vicia monbretii
taksonlarina ait genetik iligki
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4.4. Sekans analizleri

Elde edilen markirlarin BLAST analizleri sonucu sekanslar akraba tiirlerde

bulunan sekans bolgeleriyle benzerlikler bulundurdugu goriilmiistiir (Sekil 4.20 ve
Cizelge 4.7).

Color key for alignment scores

<40 40-50 50-80 B20-200 200
auen I | | |
1 &0 120 1380 240 300

Erder Qusry Sacencs a1 s e e s sy § e e B [R————

Eonne soneeien umbarish, gsh o FATIA soquencas) o -

s g+ bpomrgl Vbt e Vgt 8 Oy e
+ St e e =le

Sequences producing significant alignments:

Select: All Mone Selected:0
:; Alignments

o
- il Total Q E M .
Description ax | loia HEry A Accession
score score cover value ident
[T Lens culinaris microsatellite LeSSR329 sequence 179 179 B5%  le-dl VEB% JE7EB404.1
M Pisum sativurn transpnson mariner-like transposon Psmar?, complete sequence 933 933 84% le15 B7% AYE335511
[ P.sativurn DA sequence from clone JICPSY-588E15, complete sequence 897 897 B8% Ze-14 BE%W CUEBS5221.10
BlDownload ~ GenBank Graphics v
Lens culinaris microsatellite LeSSR329 sequence
q ID: ghlJF768494.1] Length: 602 Humber of Matches: 1
Range 1: 350 to 572 SenBank Graphics
Score Expect Identities Gaps Strand
179 hits(198) 1e-41 175/224(78%) 1/224{0%) Plus/Minus

Query &6 AGCTCCACTCGGETAGTATCCTCTTGETCTGCCCTCGTTATGETCCATCGTCTCTTGRACL G5
[ N e N NN NN e N N N |
Sbjct 572 AGTTCGACCCGATAGTATCCCATTGGTCTCCCCTCATTATGATCCATAGTCTCCTGTACA 513

fuery &6 CTGALCCARCT GGLGGTCARLCATCGTALC AAGATGTGTGTTAGL GGCCGAT 145
[N N N N N N e e NN RN NN Y|
Shjct 512 CTGAATCAACTTTTATGACGGTCAAACATTGTARCCACATGTGTGTTAGCTITGGTTGAT 453

Query 146 TCCTCCTTCAARLACTTGTGGCATGATTCACTATACACCTGGCCCGATTGTARGACGGAL 205

[ENNRRNEN N [ [N N N N NN A |
Sbjoct 452 TCCTCCTTC-AATTTTTTTGATAACTTTCAATARACAACTGCCCCGATTGTAACACTALL 394
Query 206 CTCCATTTCAARLCGCCTGGTTTCAARLAGTGCCCCCATCCTGAR 249

PEEEELE e PEELE TLEEEEnet 1l
Shjct 383 CTCCATTTTGAACATCTGGTTGTGGALLGTATCCCCATCCTAAL 350

Sekil 4.20. BLAST analizleri
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Cizelge 4.7. Secilen RGA, peroksidaz ve WRKY genlerinin BLAST analizleri

Marker Benzer Olan Sekans Bolgesi Benzerlik (%)
Lens culinaris microsatellite LcSSR329 sequence 78
HDO01 PREDICTED: Cicer arietinum uncharacterized LOC101490810 (LOC101490810), Mrna 76
Cicer arietinum cultivar ICC4958 MWS5_contig118978, whole genome shotgun sequence 74
K03 Lens culinaris microsatellite LcSSR329 sequence 77
Pisum sativum transposon mariner-like transposon Psmar-2, complete sequence 65
K04 Podospora anserina S mat+ genomic DNA chromosome 4, supercontig 4 84
Lens culinaris microsatellite LcSSR329 sequence 78
Pisum sativum transposon mariner-like transposon Psmar-2, complete sequence 66
HDO03 Arachis ipaensis voucher KG30076 retrotransposon B67_India_autonomous-Tyl-type, complete sequence 100
Triticum turgidum UCW_Tt-k45_contig_77790 transcribed RNA sequence 100
Medicago truncatula chromosome 5 clone mtel1-40n1, COMPLETE SEQUENCE 100
HDO06 Lathyrus sativus cultivar Cicerchia Marchigiana chloroplast, complete genome 99
Medicago truncatula Photosystem | P700 chlorophyll a apoprotein (MTR_4g051150) mRNA, complete cds 97
Cicer arietinum strain FLIP84-92C clone gl1-40c9, complete sequence 96
K06 Lathyrus sativus cultivar Cicerchia Marchigiana chloroplast, complete genome 98
Cicer arietinum strain FLIP84-92C clone gl1-40c9, complete sequence 97
Pisum sativum cultivar Feltham First chloroplast, complete genome 89
S2-INV Pisum sativum PsIPT2 gene for adenylate isopentenyltransferase, complete cds 80
Vitis vinifera, whole genome shotgun sequence, contig VV78X207656.22, clone ENTAV 115 79
POX2 P.sativum DNA sequence from clone JICPSV-29719, complete sequence 81
Medicago truncatula strain A17 clone mtel-1p23, complete sequence 80
M.truncatula DNA sequence from clone MTH2-62K1 on chromosome 3, complete sequence 80
POX3 Vicia pannonica transposon Ty3/gypsy-like LTR retrotransposon sequence 70
Vicia melanops genomic repetitive element, clone M36 70
WRKY 2F Cicer arietinum cultivar ICC4958 MWS5_contig127882, whole genome shotgun sequence 86
Zebrafish DNA sequence from clone DKEY-29H14 in linkage group 16, complete sequence 85
Zebrafish DNA sequence from clone DKEY-104N21 in linkage group 16, complete sequence 85
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5. TARTISMA

RGA, peroksidaz ve WRKY genleri ile ilgili bir¢ok ¢alisma yapilmistir. Bu
caligmalarin bir kismu tiirleraras1 polimorfizmi saptamaya calisma yoniiyle bu tez ile
paralellik gosterse de bu gen ailelerinin her birini kapsayan ortak bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Ayrica bugiine kadar bu konuyla ilgili yapilan ¢alismalarin ¢ok azi
mercimek bitkisini kapsamaktadir.

Bulgular kisminda yer alan veriler 1s18inda RGA, peroksidaz ve WRKY gen
aileleri tiirlerarasi yiiksek oranda polimorfizim ortaya koymustur.

123 RGA primeri kullanilan ¢alisma sonucunda 103 bant elde edilmistir. Bu
bantlarin 18’1 monomorfik olup 85’1 ise polimorfiktir. Polimorfizm orani1 %83’diir.
Mutlu vd (2006) yaptiklar1 ¢alismada fasiilyede RGA polimorfizmini incelemis ve
polimorfizm seviyesini %32 olarak ifade etmistir. Yine fasiilye bitkisinde 8 restriksiyon
enzimi kullanilarak yapilan ¢alismada polimorfizm orani %32 (Nodari 1992) ve 16
SSR’1n kullanildigr bagka bir ¢alismada ise %43 (Yu vd 2000) bulunmustur. Buna gore
RGA polimorfizm oranimin RFLP ile yakin, fakat SSR’dan daha diisiik oldugu ifade
edilmistir.

PCR amplifikasyonu sonucu beklenen iirinlerin boyutlarinin 510-520 bp
arasinda olmasi beklenmektedir. Calismamizda 500 bp’den daha diisiik ve daha yiiksek
olan bantlar elde edilmistir. Benzer sekilde Hunger vd (2003) seker pancarinda
yaptiklar1 calismada ikiden daha fazla sayida intron bolgesi iceren PCR iiriinleri elde
etmigtir. BOylece 500 bp veya daha biiyilk olan RGA markirlarinin yapilarinda
intronlarin bulundugu diisiiniilmektedir.

Yaish vd (2003) mercimek tiirlerinde mevcut olan NBS sekanslarini tanimlamis
ve izole etmistir. Kullandiklar1 dejenere primerler bizim c¢alismamizda
kullandiklarimizla ayni degildir. Fakat ¢alismalarimizda ortak olan yabani formlar
mevcuttur. Caligsma sonucunda elde ettikleri PCR iiriinleri 670 ve 820 bp araligindadir.

Nohutta dayaniklilik gen analoglarmin izolasyonu ve haritalandiriimasin
Huettel vd (2002) 2 dejenere primer kombinasyonu ile ¢alismistir. P-loop ve kinase-3a
korunmus sekanslarindan dizayn edilen primer kombinasyonu 340, 420, 550, 620 ve
900 bp uzunlugunda bantlar vermistir. Bu bantlarin biiylikliigi bizim ¢alismamizin
sonuglart ile uyusmaktadir. P-loop ve GLPL (T/A) korunmus bolgelerinden olusturulan
2. primer kombinasyonu ise 540 bp uzunlugunda tek bir bant vermistir.

Rubeena vd (2002) 3 RGA, 100 RAPD ve 11 ISSR markirin1 kullanarak
yaptiklar ilk tiirler arasi linkaj haritalamasinda, 6 ve 18 arasinda markirdan olusan
toplam 9 grup ortaya koymustur. RGA analizlerinde ptokinaz primeri ile tarama
yapilmistir. Caligma sonucunda bantlarin hepsi polimorfik bulunmus ve 3 RGA markiri
belirlenmistir. Bu ¢alismadan farkli olarak tez ¢alismasinda birbirinden farkli korunmus
motiflerden dizayn edilen ¢ok sayida primer kombinasyonu kullanilarak daha fazla
markir elde edilmistir.

Peroksidaz gen ailesi ve transkripsiyon faktorlerinin WRKY ailesinin protein
sekanslarinda yer alan 2 veya 3 korunmus domainin dejenere primerler ile
cogaltilmasini esas alan PCR yaklasimlarindan RGA analizlerinde oldugu gibi ayni
metotlarla yararlanilmistir.
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22 peroksidaz primeri mercimek tiirleri iginde 66 bant meydana getirmistir. Bu
bantlardan 59’u polimorfik olup polimorfizm orani %89 olarak hesaplanmistir. Zhang
vd (2001) peroksidaz gen ailesinin 25 coklu gen ailesi i¢inde en diisiik korunmus
sekanslara sahip oldugunu bildirmistir. Bu, bizim sonug¢larimizla tutarhdir.

Gulsen vd (2007) bu ¢alismada kullanilan peroksidaz primerlerini ¢im bitkisinde
denemis ve POX 7 disinda diger primerlerin bant verdigini goézlemlemistir. 44’
polimorfik olmak iizere toplam 52 bant elde etmislerdir. Bant biiyiiklikleri 100-750 bp
araligindadir. Elde edilen bantlar 0.13 ve 0.62 arasinda benzerlik vermistir. Gulsen vd
(2000) aym tiirlerde SRAP markirlariyla yaptigi ¢alismada polimorfizm oranini 0.70 ile
0.97 arasinda bulmustur.

Dejenere primerler yardimiyla genomik DNA’dan WRKY gen fragmentlerinin
PCR ile cogaltilmasi, WRKY genlerini belirlemek icin kullanilan yaklasimlardan
biridir; fakat bununla ilgili yapilan caligmalar olduk¢a sinirlidir. Chen ve Chen (2000)
korunmus WRKYGQK motiflerinden dizayn edilmis forward primerleri domaine 6zgii
RT-PCR ile kullanmiglardir. Trognitz vd (2002) ligasyon-temelli PCR (LM-PCR)
teknigi ile patatesin genomik DNA’sindan WRKY genlerini ¢ogaltmistir.

Bu tez ¢aligmasinda 10 WRKY primer kombinasyonu kullanilmis ve elde edilen
52 banttan 47’sinin polimorfik oldugu gozlenmistir. 200-1450 bp araliginda gézlenen
bantlarin polimorfizm oranini %90 olarak hesaplanmistir. Polimorfizm oraninin yiiksek
olmasit WRKY genlerinin korunmus sekanslarinin azligiyla iliskilidir.

Borrone vd (2004) kakao bitkisinde WRKY lokuslarini izole etmek ve bu ailenin
iiyelerinden molekiiller markir elde etmek amaciyla yaptiklari arastirmada bizim
calismamizda kullandigimiz 6 dejenere primer kombinasyonu (WRKY 1 FP, WRKY 2
RP, WRKY 2 FP, WRKY 3 FP, ve WRKY 3 RP) kullanmiglardir. Arastirma sonucunda
sadece WRKY 1 FP/WRKY 2 RP kombinasyonundan verimli bantlar {iretmislerdir.
Arastirma kapsaminda bu primer kombinasyonu Cocos nucifera, Persea americana,
Sorghum bicolor, Pennisetum glaucum, ve Zea mays tiirlerinde de denenmis ve
cogaltilan WRKY genlerinin sayilar1 benzer bulunmustur. Elde edilen bantlarin
boyutlar1 250 bp ve 1.5 kb arasinda degismektedir. Bizim ¢alismamizda da bant araligi
bu degerler arasindadir.

Jun-Jun ve Abul (2009) Pinus’da WRKY transkripsiyon faktorlerini tanimlamak
ve izole etmek amaciyla bir ¢alisma yapmislardir. Bu ¢alismada AFLP/WRKY primer
kombinasyonlarini kullanmiglar ve 60-800 bp araliginda PCR {iriinleri elde etmislerdir.

Ozugur (2011) ayn1 mercimek genotiplerini kullanarak AFLP teknigi ile tim
genomu taramis ve tiir i¢i ve tlirler arast bir siniflandirma ortaya koymustur. 2 boyutlu
ve 3 boyutlu semalar1 ¢alismamizla kiyasladigimizda bir¢ok farklilik géze ¢arpmaktadir.
Tim genoma bakildiginda tiirler daha yakin kiimeler olusturmuslardir. POX
bakimindan PCA grafikleri incelendiginde L. culinaris subsp. culinaris diger tiirlerden
daha uzak bir bolgede bulunmaktadir. RGA ve WRKY ile olusturlan PCA grafiginde ise
L. culinaris subsp. odemensis ve L. culinaris subsp. tomentosus tiirlerinin bulndugu
kiimelenmeye daha yakin bir bolgededir. Bu grafik tiim genomla karsilastirildiginda ise
kiiltiir formu yine ayni tiirlerin bulundugu kiimelere yakin fakat inceledigimiz gen
aileleriyle bulundugu noktadan daha uzaktir. Bu sonuglar gen ailelerinin genomdan
daha hizli bir evrimsel siire¢ i¢inde oldugunu gostermektedir. Bu sayede genom
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bakimindan incelenen genlerin bulunduklar1 bolgeler farkliliklar gostermektedir. Ayrica
bu gen bolgelerinde genoma gore daha yiiksek bir polimorfizm mevcuttur.
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6. SONUC

Bu c¢alismada RGA, peroksidaz ve WRKY genlerine 6zgii spesifik dejenere
primerler kullanilarak 31 Lens ile 2 Vicia tiiriinde polimorfizm incelenmistir.

RFLP, AFLP, SSR ve RAPD gibi molekiiler markirlar tiirler aras1 polimorfizmi
saptamak i¢in oldukc¢a yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak RGA, peroksidaz ve
WRKY genleri ile yapilan ¢aligmalar olduk¢a sinirhidir. Ayrica bu markirlarin ayr ayri
birbirleriyle karsilastirilarak incelenmesi bu gen ailelerin evrimi hakkinda da bilgi
sunmaktadir.

123 RGA primeri kullanilan ¢alisma sonucunda 103 bant elde edilmistir. Bu
bantlarin 18’i monomorfik olup 85’i ise polimorfiktir. Polimorfizm oran1 % 83’diir.
Analiz sonucunda olusturulan dendogram incelendiginde tiirler arasindaki genetik
benzerlik 0.62 ve 0.90 (0.76) arasindadir. Dendograma gore tiirler arasinda dayaniklilik
gen analoglari bakimindan yogun bir polimorfizm vardir. Mercimek cinsi igerisindeki
tirlerle kiyaslandiginda Vicia montbretii tiiriine ait olan genotiplerin genetik iligki
agacinda uzak bir kol olusturmustur. Kiiltiir formu Lens culinaris subsp. culinaris
tirline atasal formu olan Lens culinaris subsp. orientalis tiiriine ait olan genotipler
kismen yakin bir kolda bulunmaktadir.

22 peroksidaz primeri mercimek tiirleri icinde 66 bant meydana gelmistir. Bu
bantlardan 59’u polimorfik olup polimorfizm orani %89’dur. Peroksidaz genleri ¢oklu
gen aileleri icinde en diisilk korunmus sekanslara sahip ailelerden biri oldugu igin
polimorfizm oraninin yiiksek ¢ikmasi beklenildigi gibidir.

Peroksidaz primerleri ile olusturulan dendogram sonucunda tiirler arasindaki
benzerlik 0.13 ve 0.62 (0.34) arasindadir. Tiirler arasinda yogun bir polimorfizm
gozlenmistir. Dendograma gore mercimek cinsi igerisindeki tiirlerle kiyaslandiginda
Vicia montbretii tiiriine ait olan genotipler genetik iliski agacinda uzak bir kol
olusturmustur. Kiiltiir formu Lens culinaris subsp. culinaris tiirline peroksidaz genleri
bakimindan en yakin tiirler Lens ervoides ile Lens lamottei tiirleridir.

Bu ¢alismada 10 WRKY primer kombinasyonu kullanilmigtir. Elde edilen 52
banttan 47°si polimorfik olup 200-1450 bp araliginda gézlenen bantlarin polimorfizm
oranit %90°dir.

WRKY primerleri ile elde edilen dendogram sonucu tiirler arasindaki
benzerligin 0.07 ve 0.63 (0.37) arasinda oldugu goriilmiistiir. Bu filogenetik agac Vicia
montbretii tiirline ait olan genotipleri yine bir dis grup olarak degerlendirmistir. L.
culinaris subsp. odemensis, L. culinaris subsp. tomentosus, L. nigricans ve L. ervoides
tiirlerine ait olan genotipler kendi i¢lerinde yakin dallarda bulunmaktadir.

RGA, peroksidaz ve WRKY markirlarin hepsiyle olusturulan 2 boyutlu ve 3
boyutlu PCA grafiklerinde kiiltiir formunu temsil eden genotip diger tiirlerin
olusturdugu kiimelerden bagimsiz olarak tek basma yerlesmistir. Tim genomla
karsilastirildiginda tiirler kendi i¢ginde grup fakat diger tiirlerden daha uzak bélgelerde
bulunmaktadir.
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Sonug olarak RGA, peroksidaz ve WRKY transkipsiyon faktorii gen aileleri
biyotik ve abiyotik stres faktorleriyle siirekli bir etkilesim halinde olan gen ailelerinden
olusmaktadir. Bu yilizden genomunkinden ¢ok daha hizli bir degisim igindedirler. Bu
gen ailelerinin evrimsel hizi genomunun dinamiginden farklidir. Bu yiizden stres
faktorlerine dayanikliligin saglanabilmesi i¢in bu gen bolgelerinin organizasyonunun ve
evrimsel dinamiginin anlasilmasi olduk¢a 6nemlidir.
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8. EKLER

EK 1. Analizlerde kullanilan yeni genotip listesi

No Latince Adi Kokeni (Orijin)
1 Lens ervoides Turkey

2 Lens ervoides Italy

3 Lens lamottei Spain

4 Lens lamottei Turkey

5 Lens lamottei France

6 Lens nigricans Italy

7 Lens nigricans Crotia

8 Lens culinaris subsp. odemensis Turkey

9 Lens culinaris subsp. odemensis Syrian Arab Republic
10 Lens culinaris subsp. odemensis Israel

11 Lens culinaris subsp. odemensis Israel

12 Lens culinaris subsp. orientalis Syrian Arab Republic
13 Lens culinaris subsp. orientalis Iran

14 Lens culinaris subsp. orientalis Uzbekistan

15 Lens culinaris subsp. orientalis Lebanon

16 Lens culinaris subsp. orientalis Turkey

17 Lens culinaris subsp. orientalis Turkey

18 Lens culinaris subsp. tomentosus Turkey

19 Lens culinaris subsp. tomentosus Turkey

20 Vicia montbretii Turkey

21 Vicia montbretii Turkey

22 Lens culinaris subsp. culinaris Turkey
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EK 2. RGA markirlari i¢in tiim genotiplere ait temel bilesen analizi (PCA)

Genotype Eigenvalue Percent Cumulative

1 1.26072079 19.6210 19.6210
2 0.92658398 14.4207 34.0417
3 0.56760242 8.8338 42.8755
4 0.44649785 6.9490 49.8245
5 0.40458867 6.2967 56.1212
6 0.36308137 5.6508 61.7720
7 0.32302466 5.0273  66.7993
8 0.30072631 4.6803 71.4796
9 0.24961505 3.8848 75.3645
10 0.20933912 3.2580 78.6225
11 0.19701940 3.0663 81.6888
12 0.18329250 2.8526 84.5414
13 0.17521453 2.7269  78.0958
14 0.19503625 2.1509 89.6516
15 0.13189785 2.0528 91.7044
16 0.11939198 1.8581 93.5625
17 0.11317275 1.7613  95.3239
18 0.09947931 1.5482 96.8721
19 0.07999170 1.2449 98.1171
20 0.06601850 1.0275 99.1445
21 0.05496777 0.8555 > 100%
22 0.00000000 0.0000 > 100%

Sum of eigen values =  6.425364
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EK 3. Tiim genotipler arasinda RGA markilar1 bakimindan genetik benzerligi gésteren matriks

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
1 1.00
2 0.87 1.00
3 0.76 0.69 1.00
4 0.76 0.69 0.79 1.00
5 0.74 077 0.66 0.68 1.00
6 080 0.76 0.69 066 0.71 1.00
7 069 067 071 069 0.64 0.65 1.00
8 0.66 0.67 0.67 064 0.64 066 0.80 1.00
9 0.70 068 076 0.76 0.63 0.66 0.78 0.75 1.00
10 062 060 0.74 068 0.64 063 0.77 073 076 1.
11 0.67 066 069 062 065 069 071 076 0.73 0.80 1.00
12 0.73 072 0.67 068 069 076 065 069 0.64 063 0.71 1.00
13 0.70 072 066 066 076 0.69 067 063 063 0.68 069 0.73 1.00
14 069 068 067 071 068 071 0.68 068 0.68 067 071 0.75 0.69 1.00
15 0.74 074 070 072 069 0.70 0.69 0.67 0.68 067 070 0.76 0.69 0.89 1.00
16 0.75 072 069 077 070 0.75 069 067 069 069 068 0.75 0.73 0.86 0.87 1.00
17 076 074 071 073 071 071 0.67 065 069 064 069 068 068 065 069 0.73 1.00
18 080 073 0.72 066 072 076 0.63 067 059 065 065 070 0.68 061 064 068 0.87 1.00
19 079 075 070 066 071 0.78 0.60 0.63 060 059 065 0.72 0.68 0.67 065 070 0.84 0.89 1.00
20 0.77 077 067 068 073 080 061 063 062 058 067 075 0.70 0.67 067 071 086 0.87 091 1.00
21 077 073 072 072 071 075 062 066 061 062 063 070 070 067 067 0.72 084 085 0.88 0.89 1.00
22 0.78 076 0.69 066 0.72 0.78 059 063 0.60 057 065 075 068 065 065 067 082 084 088 0.86 0.88 1.00
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EK 4. Peroksidaz markirlar i¢in tiim genotiplere ait temel bilesen analizi (PCA)

Genotype Eigenvalue  Percent Cumulative

1 1.26367720 43.2586 43.2586
2 0.54903683  18.7948 62.0533
3 0.43511183  14.8949 76.9482
4 0.35139899 12.0292 88.9774
5 0.32969869  11.2863 > 100%
6 0.19685444  6.7388 > 100%
7 0.16599798  5.6825 > 100%
8 0.12083349 41364 > 100%
9 0.10018093 3.4294  >100%

10 0.04257062 14573 >100%
11 0.02837431 0.9713  >100%
12 0.02245131 0.7686 > 100%
13 0.00112200 0.0384 > 100%
14 0.00000000 0.0000 > 100%
15 -0.01072023 -0.3670 > 100%
16 -0.02720007 -0.9311 > 100%
17 -0.04967144 -1.7004 > 100%
18 -0.07198517 -2.4642 > 100%
19 -0.08471407 -2.9000 > 100%
20 -0.11962497 -4.0950 > 100%
21 -0.12201822 -4.1770 > 100%
22 -0.20015574 -6.8518 > 100%

Sum of eigen values = 2.921219
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EK 5. Tiim genotipler arasinda peroksidaz markilar1 bakimindan genetik benzerligi gésteren matriks

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
1 1.00
2 0.71 1.00
3 0.78 0.68 1.00
4 0.84 053 0.92 1.00
5 0.57 0.65 0.60 050 1.00
6 069 079 0.71 050 0.78 1.00
7 0.61 060 067 065 066 0.65 1.00
8 069 066 0.77 065 062 069 0.78 1.00
9 065 064 074 069 061 068 081 0.82 1.00
10 056 058 058 036 065 057 065 0.71 073 1.00
11 052 049 062 050 052 055 0.64 0.74 0.68 0.78 1.00
12 058 056 053 053 062 058 055 058 048 057 0.67 1.00
13 069 076 073 061 061 073 069 0.76 073 061 061 0.64 1.00
14 068 068 065 069 056 0.68 0.69 069 060 056 058 0.75 0.85 1.00
15 059 058 051 057 055 057 0.61 058 049 058 052 075 072 086 1.00
16 0.70 067 0.64 056 058 067 0.60 0.66 061 053 058 075 077 0.79 0.75 1.00
17 059 067 053 057 066 057 059 056 050 0.58 048 062 064 0.66 0.68 0.72 1.00
18 064 071 056 053 066 064 0.61 062 058 0.70 055 058 061 0.66 061 061 082 1.00
19 069 073 059 061 062 062 053 059 058 055 049 058 066 0.66 0.62 073 0.80 0.80 1.00
20 060 059 056 063 062 057 054 059 053 0.65 051 063 066 0.65 0.67 067 078 079 0.82 1.00
21 056 0.60 054 050 064 059 060 055 068 070 053 056 062 059 058 068 0.74 0.77 080 085 1.00
22 061 065 056 050 0.61 061 059 0.65 058 071 057 058 0.60 057 061 066 077 079 080 0.85 084 1.00
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EK 6. WRKY markirlari i¢in tiim genotiplere ait temel bilesen analizi (PCA)

Genotype Eigenvalue  Percent ~ Cumulative

1 1.18478121 34.8840 34.8840
2 0.68939546  20.2981 55.1821
3 0.62286157 18.3391 73.521

4 0.47466180 13.9756 87.4969
5 0.45231887 13.3178 > 100%
6 0.25022664 7.3675 >100%
7 0.24001278 7.0668 > 100%
8 0.15438537 4.5456 > 100%
9 0.09242358 2.7213 > 100%
10 0.07744356  2.2802 > 100%
11 0.05342788 15731 >100%
12 0.02870650 0.8452  >100%
13 0.00000000  0.0000  >100%
14 -0.01186767 -0.3494 > 100%
15 -0.03075920 -0.9057 > 100%
16 -0.04645899 -1.3679 > 100%
17 -0.06093210 -1.7940 > 100%
18 -0.07728016 -2.2754 >100%
19 -0.09030527 -2.6589 > 100%
20 -0.15042141 -4.4289 >100%
21 -0.18977136 -5.5875 > 100%
22 -0.26649872 -7.8466 > 100%

Sum of eigen values =  3.396350
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EK 7. Tiim genotipler arasinda WRKY markilar1 bakimindan genetik benzerligi gosteren matriks

i1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
1 1.00

2 078 1.00

3 063 056 1.00

4 073 056 052 1.00

5 086 070 059 052 1.0

6 084 061 066 064 0.7 1.00

7 057 051 072 054 05 064 1.00

8 063 051 072 066 05 058 0.70 1.00

9 050 046 051 047 05 053 072 059 1.000

1 036 046 058 037 04 046 0.66 053 0838 1.00

1 042 046 051 043 05 053 062 053 0838 080 1.00

1 073 054 056 066 06 074 058 054 0500 0.37 050 1.00

1 063 062 051 054 06 059 046 0.72 0548 051 051 053 1.00

1 063 059 048 052 06 066 046 056 0645 054 061 066 0.70 1.00

1 076 066 058 062 05 066 043 053 0548 058 061 062 061 083 1.00

1 076 066 061 056 06 062 056 056 0516 051 048 069 067 064 074 1.00

1 094 070 069 066 0.8 070 058 058 0500 040 040 0.67 056 062 062 069 1.00

1 068 066 058 047 06 062 056 053 0516 051 045 056 051 054 054 064 0.82 1.00

1 089 067 062 066 0.7 077 064 061 0500 040 0.37 070 059 056 056 0.69 0.90 0.82 1.00

2 065 062 051 056 0.6 066 053 053 0483 041 054 066 058 051 048 061 072 070 0.72 1.00

2 057 058 059 050 06 061 054 061 0467 050 043 061 066 056 050 0.66 0.67 069 070 0.82 1.00
2 055 062 051 052 06 062 046 043 0483 048 058 059 051 061 061 064 059 0.67 059 0.80 0.75 1.00
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