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Oz

Simple sequence repeats (SSRs) markorler, bitkilerde genetik ve genomik arastirmalarda yaygin olarak kullanilan 6nemli molekiiler
gereclerdir. Ancak ekonomik Oneme sahip serin iklim baklagil bitkilerinden mercimekte (Lens culinaris Medik.) bugiine kadar
gelistirilen SSR markorii sayist oldukca sinirli kalmistir. SSR markérlerin bu eksikligi, mercimek molekiiler 1slah ¢aligmalarimi
smirlayan baslica faktorler arasinda yer almaktadir. Bu ¢alismada, mercimek bitkisinde SSR markorii gelistirmek icin AC ve AG
tekrarlarinca zenginlestirilmis kiitiiphanelere ait 288 klon TG ve TC tekrarlarinca taranarak yeni 15 adet SSR markorii gelistirilmistir.
Polimorfizm gosteren markorlerden toplamda 18 allel tiretilmis ve Le-MCu54 markdrii en polimorfik markor olarak belirlenmistir.
Gelistirilen bu markdrler mercimek bitkisinde molekiiler temelli pek ¢ok caligmaya katki saglayacak niteliktedir.

Anahtar Kelimeler: SSRs, Mercimek, Markor gelistirme, Zenginlestirilmis kiitiiphane.

Development of New SSR Markers in Lentil by Scanning AG and AC
Enriched Libraries with TG and TC Repeats

Abstract

Simple sequence repeats (SSRs) markers are important molecular tools widely used in genetic and genomic research in plants. However,
the number of SSR markers developed in lentils (Lens culinaris Medik.) so far, which is an economically important cool season legume
plant, has been very limited. The lack of SSR markers is among the main factors limiting lentil molecular breeding studies. In this study,
288 clones belonging to the enriched libraries with AC and AG repeats were screened by TG and TC repeats to develop SSR markers
in lentil plants and 15 new SSR markers were developed. A total of 18 alleles were generated from markers showing polymorphism,
and the Lc-MCu54 marker was identified as the most polymorphic marker. These developed markers are capable of contributing to
many molecular-based studies in lentil plants.
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1. Giris

Kiiltiiri yapilan en eski baklagillerden biri olan mercimek
(Lens culinaris Medik) bitkisi (Bahl vd. 1993), diploid bir genoma
(2n =2x=14) sahip olup, kendine dollenen bir bitkidir
(Muehlbauer, 1992). Genom biiyiikligii yaklasik 4 Gb’dir ve tek
yillik serin iklim baklagilleri arasinda yer almaktadir
(Arumuganathan ve Earle, 1991). Kiiltiir mercimegi L. culinaris
Medik.’e ek olarak, Lens cinsi L. ervoides, L. lamottei, L.
nigricans olmak iizere 3 yabani tiirden olugsmaktadir (van Oss vd.
1997). L. culinaris Medik. ise hem kiiltiir L. culinaris subsp.
culinaris hemde yabani L. culinaris subsp. orientalis, L. culinaris
subsp. odemensis, L. culinaris subsp. tomentosus olmak lizere 4
alt tiir igermektedir (Ferguson vd. 2000). L. culinaris subsp.
culinaris’in L. culinaris subsp. orientalis’ten kiiltiire alindigi,
orijinin ise Yakin Dogu oldugu ileri siiriilmektedir (Zohari, 1972).

Mercimek diinyada 5,1 milyon hektar alanda tiretilmektedir
ve yullik tiretim 6,54 milyon tondur (FAO 2021). Kanada %44’liik
bir tiretimle lider mercimek {iretici durumundadir. Tiirkiye ise,
Hindistan ve ABD’den sonra 4. sirada yer almaktadir (FAO 2021).
Mercimek, yiiksek protein oramt (28%), yavas salinan
karbonhidratlar1 icermesi, lif, vitamin ve mineral igermesi ve ayni
zamanda sahip oldugu diisiik yag orami ile dnemli bir besin
kaynagidir (Muehlbauer vd. 2006; Ramdath vd. 2020). Aym
zamanda azot baglama ozelligi ile de toprak sagligina, azotca
zenginlestirilmesine ve tarimsal topraklarin zenginlestirilmesine
katki saglamaktadir (Singh vd. 2021). Bu nedenle, diger
baklagillerde oldugu gibi modern yogunlagtirilmis tarim
sistemlerinde ihtiya¢ duyulan g¢esitlilige, {irin rotasyonu, karma
ve birlikte ekim yoluyla katkida bulunma potansiyeline sahiptir
(Gan vd. 2015; Taha vd. 2018, Yolci, 2020).

Mercimek ekim alanlarinda son 10 y1l i¢erisinde kayda deger
Olciide bir artis olmasina ragmen (FAO 2018), iirtin miktarindaki
artis biyotik ve abiyotik faktorlerin neden oldugu kayip nedeni ile
ekim alanindaki artiga paralel bir artis gosterememistir (Rahimi
vd. 2016; Singh vd. 2017; Sehgal vd. 2017). Bu baglamda, yabani
tirlere ait gen havuzu olduk¢a Onemli bir genetik cesitlilik
kaynagidir ve mercimegin genetik gelisimi i¢in pek ¢cok 6nemli
potansiyel Ozellikleri (abiyotik ve biyotik stres faktorlerine
dayanikli, verim parametreleri vb.) i¢ermektedir (Sarker ve
Erskine, 2006). Yabani ve kiiltiir mercimegi gen havuzunda yer
alan arzu edilen bu dzelliklerin genetik olarak belirlenebilmesi ve
mercimek 1slah caligmalarinin ivme kazanmasi i¢in etkili
molekiiler markorlere ihtiya¢ duyulmaktadir.

Mikrosatelliteler veya SSR markdrler (Simple Sequence
Repeats), ko-dominant 6zellige sahip olmalari, lokus spesifik
olmalari, polimorfizm oraninin yiiksek olmasi, genomda bol
miktarda bulunmalart ve tekrar edilebilirliginin yiiksek olmasi
nedeni ile DNA markdrleri arasinda olduk¢a onemli bir yere
sahiptirler (Gupta vd. 1996). Mercimek bitkisinde bugiine kadar
toplamda 389 SSR markérii gelistirilmistir (Andeden vd. 2015;
Bakir ve Kahraman, 2019; Duran vd. 2004; Hamwieh vd. 2005,
2009; Saha vd. 2010; Verma vd. 2014). Gelistirilen bu markdr
sayisi, biliyik bir genoma sahip mercimek bitkisinde
gerceklestirilecek molekiiler 1slah c¢aligmalart i¢in oldukca
yetersiz kalmaktadir.

Bu ¢aligmanin amaci, “Mercimekte (Lens culinaris Medik.)
AG ve AC mikrosatellitlerince Zenginlestirilmis Genomik
Kiitiiphanelerden Yeni SSRs (Simple Sequence Repeats)
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Markérlerin Gelistirilmesi (Proje no:2150088)” baslikli proje
kapsaminda olusturulan AC ve AG tekrarlarinca zenginlestirilmis
kiitiphanelerin, TG ve TC tekrarlarn ile taranarak yeni SSR
markorlerin - kesfedilmesi ve bu markoérlerin - polimorfizm
oranlarinin belirlenmesidir.

2. Materyal and Metod
2.1. Bitki materyal

Gelistirilen SSR  markorlerinin - polimorfizm oranlarini
belirlemek i¢in bitki materyali olarak GAP Uluslararas1 Tarimsal
Arastirma ve Egitim Merkezi Miidiirliigii tarafindan gelistirilen
Tigris, Seyran-9, Altin toprak ve Yerli Kirmiz1 ¢esitleri, Tarla
Bitkileri Merkez Arastirma Enstitiisii Miidiirliigii tarafindan
gelistirilen Kafkas, Ankara yesili, Ceren ¢esitleri, Dogu Anadolu
Tarimsal Arastirma Enstitiisii Miidiirliigii tarafindan gelistirilen
Erzurum-8 ve Emre-2, Gegit Kusagi Tarimsal Aragtirma
Miidiirliigii tarafindan gelistirilen Sazak-9 ¢esidi kullanilmistir.

2.2. DNA izolasyonu

Kontrollii kosullarda saksilara ekilerek 15 giin siire ile
gelisimleri saglanan bitkilerin toprak iistii kisimlar1 toplanarak
Lefort vd. (1998) tarafindan gelistirilen protokole gére DNA
izolasyonlar1 gerceklestirilmistir. izole edilen DNA’lar %1’lik
agaroz jelde gorsel olarak kontrol edilerek, Nanodrop ND-1000
spektrofotometre ile DNA'larin saflik ve konsantrasyonlari
belirlenmistir.

2.3. Mikrosatellitleri Iceren Dizilerin Analizi ve
Primer Dizayni

AG ve AC mikrosatellitlerince Techen vd. (2010)’a gore
zenginlestirilen toplam 288 klon TG/TC tekrarlar1 ile Bloor vd.
(2001) tarafindan gelistirilen koloni PCR kosullar1t modifiye
edilerek taranmigitr. Buna gore, PCR reaksiyonlari (15ul) stok
kiitiiphanelerden 1pul, Oligo TG, Oligo TC ve Oligo LIBF3 (5°-
CGGGAGAGCAACGAAGGAGT-3’)  primerlerinin  her
birinden 10 pM, her bir dNTP’den 0.2 mM, 1X DreamTaq
Green Buffer (2 mM MgCI2 igerir) (Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA), and 0.5u DreamTaq DNA Polymerase
(Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) kullanilarak
gerceklestirilmistir. Biitiin PCR reaksiyonlar1 Bio-Rad termal
dongii cihazinda yapilmistir. Amplifikasyon programi 94 °C de
3 dk ilk agsamayi takiben, 35 dongii 94 °C de 1 dk, 55 °C de 1
dk, 72 °C de 2 dk ve son uzama asamasi 72 °C de 10 dk olacak
sekilde uygulanmustir. PCR firiinleri %2’lik jelde yiiriitiilerek,
2 ve daha fazla bant verenler pozitif olarak belirlenmis (Sekil
1) ve ABI 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems)
cihazinda BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystems) kullanilarak kit protokoliine gore

dizilenmistir. Elde edilen dizilerden plazmid dizilerini
belirlemek ve temizlemek icin Vecscreen
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/vecscreen/) programi

kullanilmigtir. Dizilerde yer alan mikrosatellit tekarlarinin
yerleri SSRFinder (http://www.fresnostate.edu/ssrfinder/)
programi ile belirlenerek, Primer3 programi
(http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) ile primerler tasarlanmistir
(Tablo 1).
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2.4. Gelistirilen SSR Primerlerinin Test Edilmesi

Gelistirilen markorleri en uygun baglanma sicakligi (Tm)
Firat-87, Tigris, Seyran-96 cesitleri kullanilarak optimize
edilmistir. Buna goére, PCR reaksiyonlar1 (15ul) stok
kiitiiphanelerden 1pul, her bir primerden 10 pM, her bir ANTP’den
0.2 mM, 1X DreamTaq Green Buffer (2 mM MgCI2 igerir)
(Thermo Scientific, Waltham, MA, USA), and 0.5u DreamTaq
DNA Polymerase (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA)
kullanilarak gerceklestirilmistir. Amplifikasyon programi 94 °C
de 3 dk ilk agamay1 takiben, 35 dongii 94 °C de 1 dk, 50-66 °C de
1 dk, 72 °C de 2 dk ve son uzama asamasi 72 °C de 10 dk olacak
sekilde uygulanmistir (Bakir ve Kahraman, 2019). PCR f{irtinleri
%3’lik jelde yiritilerek kontrol edilmistir. Biitin PCR
reaksiyonlar1 Bio-Rad termal dongii cihazinda yapilmistir.

Baglanma sicakliklar1  optimize edilen primerlerin
polimorfizm oranlarini belirlemek amaci ile 23 adet mercimek
¢esidi Schuelke (2000) tarafindan gelistirilen M13 tail metodu
kullanilarak gergeklestirilmistir. PCR reaksiyonlarinda, 6-FAM,
HEX ve ROX florasan isaretli M13 tail (-21) universal primeri
(5’-TGTAAAACGACGGCCAGT-3") tercih edilmistir. Bunun
i¢in, her bir primere ait 0,5 pl PCR iiriinii, 9 pl Hi-Di formamid
ve 0,5 ul LIZ-600 size standart ile birlikte karigim olusturularak
termal dongii cihazinda 95 °C’de 5 dk denature edilmis ve ABI
3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) sistemine
yiiklenmistir. Sonuglarin degerlendirilmesi i¢in GeneMapper
(version 5.0) software programi kullanilmis, her bir markore ait
pikler degerlendirilmis ve her bir markdr i¢in allel biiytikliikleri
belirlenerek istatistik analizleri i¢in hazir hale getirilmistir.

Sekil 1. Koloni PCR ile SSR motifi igeren klonlarin belirlenmesi (Figure 1. Screening of the SSR included clones by colony PCR)

Tablo 1. Gelistirilen primerlere ait bilgiler (Tablo 1. The detailed information of the developed primers)

Lokus Adi 5’3’ Tekrar motifi be Tm
(&)
Lc_MCu53_F AGAACCGATCGTGTTTGAGC (GA)s(GA)3(GA)3(GA)3(GA)4
(GA)s 250 | 55
Lc_ MCub53 R GGGTGGAAAACCCTAATTCC
Lc_MCu54 F GGAGTGTCTTCATGTGTAATGAATC | (GT)3(GT)3(AATT)3(GT)s
200 | 62
Lc_MCu54 R CACCAACAATGAATGCATGA
Lc_MCus5_F TGAAAGAGGGAAAAGCGAAC (GA)3(GA)4(GA)3(GA)3(GA)3
(GA)4(GA)s(GA)3 (GA)2(GA)s | 250 | 64
Lc_MCu55 R CACAAGGGTTTAAGAACCCAAA
Lc_MCus6_F CACATGCATGACATTGTTGAG (TA)3(ATT)s
200 | 62
Lc_MCu56_R CATCAACAAAGAAGGGGTGA
Lc_MCu57_F ATCTCCTCGCCTCCGTCTAC (TC)s(CAA)3(AG)2
250 | 52
Lc_MCu57_R TGCATCTTCTTCCTGTGACAT
Lc_MCus8_F TGAGATTTAAATGCATAATACCATGA | (TG)s(TG)a(GT)s(TAA)s(AT)s
(TG)(TTG)s 250 | 55
Lc_MCu58 R AAGGAGTACCACCCCAAAGG
Lc_MCu59a_F TTTCCTGAAAAATGGCGAAT (TC)«(TC)s
190 | 56
Lc MCu59%a R GGGAGAGCAACGAAGGAGTA
Lc_MCu60a_F CCCACAGGTGAACACGAAAT (CT)s(CT)s _ _
e-ISSN: 2148-2683 56
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Lc_ MCu60a R | ACGAAGGAGTTCGTCAATGG
Lc_MCu6la_F TGCAAGATTGGTATTGAGAAGAA (GA)(GA)s(AG)(AG)(TGA) | _ | _
Lc_MCubla R | TGATTTGTTTTCTCGCCACA A0k
Lc_MCu62_F CGTTGTTGTCTGTCAGGTTAGG (ATG)3(TG)s(TGT)3(TG)s
Lc_MCu62_R TCCAGTCATCACACATACACAAA B
Lc_MCu63_F GCCTTGAGGGTTAAATTGGTC (AAGA)3(GA)3(GA):(AG)s
(AGA) 250 | 55
Lc_ MCu63_R CAAGAAGTTGCCTTGCCCTA
Lc_MCu64_F GAGTCCTGAGTCTACGATCACC (GT)s(GA)s
Lc_MCu64 R CAACACCCAATCGAAACTCC 2
Lc_MCu65_F GTGTTGGAATCTTGGGCAAT (GA)3(GC)3(GT)3(GT)s
Lc_MCu65_R ACGCCCTCACCTTTCACACT -
Lc_MCu66a_F GAACGAGCACCCATCATTTT (GA)is
Lc_ MCu66a_ R | AGAGCAACGAAGGAGTGTGG St
Lc_ MCu67_F CGTATGGGCAGAAGTGTGATT (TGT)s(TAT)a(ATG)s(ATA)3(
AT)s(TG)3(TGT)s 300 | 66
Lc_MCu67 R ATGGGCTATGCACGCTAAAT

3. Sonuclar ve Tartisma

Bu calismada, AG/AC tekrarlart ile zenginlestirilmis 288
klon TG/TC tekrarlar ile taranmig ve bu kiitiiphanelerin 17
adedinin (%5,9) SSR motifi igerdigi tespit edilmistir. SSR motifi
iceren bu klonlar diziler ve bunlarin 15 (%88,2) adedinin 65 SSR
motifi icerdigi belirlenmisti. AG/AC tekrarlar1 ile yapilan
zenginlestirilmis kiitiiphanelerin yine AG/AC tekrarlar1 ile
taranmasi sonucu 350 klonun 68 adedinin (%19,4) SSR motifi
icerdigi ve bu klonlar dizilendiginde 53 (%79,1) adedinin 134
SSR motifi igerdigi tespit edilmistir (Bakir ve Kahraman, 2019).
Bu durum, zenginlestirilmenin yapilmis oldugu kiitiiphanelerin
farkli markorlerle taranmasi ile diisiik oranlarda da olsa yeni SSR
markorlerin - gelistirilebilecegini  gostermektedir.  Literatiirde
zenginlestirilen kiitiiphanelerin farkli tekrarlarla taranarak SSR
markorii gelistirilmesine yonelik bir ¢aligmaya rastlanmamakla
birlikte mercimek bitkisinde zenginlestirilmis kiitiiphanelerden
SSR markorii gelistiren diger arastiricilar ile karsilagtirildiginda
gelistirilen markor sayist Hamwieh vd. (2009) den daha yiiksek
ancak Verma vd. (2014) ve Andeden vd. (2015) den daha diisiik
bulunmustur.

Gelistirilen 15 SSR markoriiniin polimorfizm oranlar1 23
tescilli mercimek ¢esidinde test edilmistir. Bu markorlerden Le-
MCu53, Lc-MCu54, Le-MCuS6, Le-MCu57, Le-MCu58, Le-
MCu61, Lc-MCu62, Lc-MCu63, Le-MCu66, Lce-MCu67
markorleri  ABI 3500  Genetic  Analyzer sisteminde
degerlendirilmistir. Lc-MCu55, Lc-MCuS9, Lc-MCu60, Le-
MCu64, Le-MCu65 markorlerinin PCR iiriinleri agaroz jelde ¢ok
sayida nonspesifik bant verdigi i¢in amplifiye olmadig1 igin
fragment analizi c¢aligmalarinda kullanilmamistir. Kapilleri
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elektroforez yiiklemeleri sonrasinda her bir markdre ait pikler
degerlendirilmis ve Lc-MCu53, Lc-MCu54, Le-MCu62, Le-
MCu66 polimorfik bulunurken, Lc-MCu57, Lc-MCu58 ve Le-
MCu67 markdrlerinin ise monomorfik pik profili verdigi
goriilmiistiir. Le-MCu56 ve Lc-MCu63 markérleri ise karigik pik
profili gostermesi nedeni ile degerlendirilmemistir. Yapilan diger
caligmalar ile kargilagtirildiginda bu ¢alismada polimorfik markor
yiizdesi (%26,6), Verma vd. (2014) (%84), Bakir ve Kahraman
(2019) (%58,4) ve Hamwieh vd. (2009) (%32)’den diisiik,
Andeden vd. (2015) (23,5%) yiiksek bulunmustur.

Polimorfizm gosteren Lc-MCu53, Le-MCu54, Le-MCu62 ve
Lc-MCu66 markoérlerine ait allel sayilari sirasi ile 4, 10, 2 ve 2
olarak belirlenmistir. Toplamda 18 allel {iretilmis ve Lc-MCu54
en polimorfik markor olarak belirlenmistir. Tescilli 23 mercimek
¢esidinin  genetik  iligkisini  belirlemek i¢in  olusturulan
dendrogram mercimek ¢esitlerinin yeterli derecede ayrilmasini
saglayabilmigtir. Elde edilen sonuglarin, ayni mercimek
¢esitlerinin kullanarak olusturulan sonuglar (Bakir ve Kahraman,
2019) ve 8 tescilli mercimek c¢esidinin ortak kullanildig:
(Andeden vd. 2015) galigmalar ile benzer dagilim gosterdigi
gorilmiistiir.

Bu calismada, mercimek bitkisinde oldukca kisitli olan SSR
markorii sayisi var olan kiitiiphanelerin farkli oligo tekrarlari ile
taranmasit ve yeni markor gelistirilmesi stratejisi ile
genigletilmeye c¢alisgilmistir.  Gelistirilen bu SSR  markorleri
mercimek bitkisi molekiiler 1slah c¢aligmalari, haritalama
calismalari, genetik ¢esitlilik analizleri ve popiilasyon yapisi
¢alismalari i¢in yararl olacaktir.
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