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OZET

Pisum sativum L. ve P. fulvum Sibth&Sm. TURLER ARASI
MELEZLEMELERINDE ERKENCILIKLE ILGILI QTL'LERIN
BELIRLENMESI

Hatice SARI
Doktora Tezi, Tarla Bitkileri Anabilim Dal
Damisman: Prof. Dr. Cengiz TOKER
Aralik 2021; 74 sayfa

Bitkisel iiretimde en 6nemli stres faktorlerinden olan ve kiiresel 1sinma nedeniyle
yakin gelecekte artacagi tahmin edilen kuraklik ve yiiksek sicaklik streslerinden
kacinmak i¢in tarimi yapilan bitkilerde erkencilik 6zelligi 6nemli bir role sahiptir. Ayrica,
artan insan niifusunun gelecekteki gida ihtiyaclarini karsilayabilmek icin siiper erkenci
bitki ¢esitlerine ihtiya¢ duyulacaktir. Bu tez calismasi, bahge bezelyesi (P. sativum L.) ve
onun en uzak yabani akrabasi (P. fulvum Sibth. et Sm.) arasinda yapilan tiirler arasi
melezlemeden ilerletilen F, popiilasyonunda, (i) transgresif agilmalar (agilma
generasyonlarinda her iki anagtan daha yiiksek ve diisiik degerli déller) belirlemeyi, (if)
F> den Fs'e kadar transgresif acilmalardan siiper erkenci (de novo) doller se¢meyi, (iii)
stiper erkencilik 6zelliginin dar anlamda kalitim derecesini tahminlemeyi, (iv) 6nemli
tarimsal ve morfolojik 6zelliklerin erkencilik iizerine dogrudan ve dolayl iliskilerini path
katsayistyla irdelemeyi ve (v) F4 rekombinant kendilenmis hatlarda (RIL) erkencilik dahil
onemli tarimsal ve morfolojik 6zelliklerin SSR markoérleriyle haritalamay1 amaglamigtir.

F» popiilasyonunda, ¢cimlenmeden sonra 13-17 giin igerisinde ¢i¢ceklenen, 18-29
icerisinde bakla baglayan ve erkenci olan anne ebeveynden ¢ok daha erkenci olup, daha
once bulunmayan siiper erkenci bireyler olarak adlandirilan bireyler, Fs popiilasyonuna
kadar incelenmistir. Fs popiilasyonunda de novo siiper erkenci bireyler, kisa giin kosullar1
altinda P. sativum’dan yaklasik bir ay ve P. fulvum’dan iki ay daha erkenci olduklari
belirlenmistir. Siiper erkenci bireyler, ¢igeklenme (4#°= %82) ve bakla baglama zamani
(h*= %80) 6zellikleri bakimindan oldukga yiiksek dar anlamda kalitim derecesine sahip
olduklar1 bulunmustur. Bu durum siiper erkenci cesitlerin gelistirilmesi i¢in agilan
popiilasyonlarda erken donemde seleksiyon yapilabilecegini gostermektedir. Caligma
kapsaminda stiper erkencilik 6zelligine ilaveten dnemli agro-morfolojik 6zellikler i¢in de
transgresif acilimlar elde edilmistir.

P. sativum ve P. fulvum tiirler aras1 melezlemeden tek tohum aktarma yontemiyle
ilerletilen 114 bireyden olusan F4 RIL popiilasyonu, erkencilik ve énemli agro-morfolojik
ozelliklerin QTL’lerini belirlemek i¢in degerlendirilmistir. Ebeveynler arasinda
polimorfik olan kirk dort adet SSR, 7 kromozom iizerinde haritalanarak toplam 262.6 cM
uzunlugunda genetik baglant1 haritast olusturulmustur. Erkencilik ve Onemli agro-
morfolojik 6zellikler i¢in 5 kromozom iizerinde toplam 14 QTL belirlenmistir. Erkencilik
icin LG2 {izerinde fenotipik varyansin toplam %?26’si1 aciklayan iki adet QTL
belirlenmistir. Bitki boyu i¢in LG3 {izerinde fenotipik varyansin %16’sin1 agiklayan bir
QTL, bitkide bakla sayisi i¢cin LG2, LG4, LG5 ve LG6 iizerinde toplam 6 QTL



belirlenmistir. Baklada dane sayisi i¢in LG6 iizerinde bir QTL, bakla boyu i¢in LG4
izerinde bir QTL ve hasat indeksi i¢in LG3, LG5 ve LG6 baglant1 gruplarinda yer alan 3
adet QTL belirlenmistir.

Arastirma sonuglarina gore, erkencilik 6zelligi i¢in belirlenen QTL’lere yakin
iliskide olan AA205 ve AA372-1 markérleri ve dnemli agro-morfolojik 6zellikler i¢in
bulunan QTL’lerdeki yakin iliskili diger SSR markérleri gelecekte yapilacak olan markor
destekli seleksiyon caligsmalarina 6nemli katkilar saglayacaktir. Yabani tiirlerin kiiltiire
alinmis tiirlerle melezlenmesinden elde edilen faydali bireyler, yabani tiirlerin 6nemini
ortaya koymaktadir.

ANAHTAR KELIMELER: Pisum sativum L., Pisum fulvum, erkencilik, transgresif
acilma, SSR, QTL
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ABSTRACT

DETERMINATION of QTLs for EARLINESS in CROSSES DERIVED FROM
INTERSPECIFIC CROSSES BETWEEN Pisum sativum L. and P. fulvum
Sibth&Sm.

Hatice SARI
PhD Thesis in Department of Field Crops
Supervisor: Prof. Dr. Cengiz TOKER
December 2021; 74 pages

Earliness in crop plants has a crucial role in avoiding drought and heat stress,
which are two of the most important challenges in crop production and are predicted to
exacarbate in the near future due to global warming. Furthermore, super-early plant
cultivar are crucial to meet the future food needs of the growing human population. The
study aimed (i) to determine transgressive segregations (progeny with higher and lower
values from both parents in transgressive generations), (ii) to select super-early (de novo)
progeny from transgressive segregations from F» to Fs, (iii) narrow sense heritability of
super-earliness trait (iv) to examine the direct and indirect relationships of important
agricultural and morphological traits on earliness with the path coefficient, and (v) to map
important agronomic and morphological traits, including earliness, with SSR markers in
F4 recombinant inbred lines (RIL), in populations derived from interspecific crosses
between garden pea (P. sativum L.) and the most distant relative of pea (P. fulvum Sibth.
et Sm.).

In the F> population, the so-called super-early individuals, matured much earlier
than the female parent, flowered within 13-17 days after germination and set pods within
18-29 were studied up to the F5 generation. Super-early progeny were found to be earlier
by about one month than P. sativum and two months than P. fulvum under short day
conditions in the Fs population. In respect to days to flowering and pod setting, super-
early progeny had a relatively high level of narrow sense heritability (4° = 82% and 80%,
respectively), indicating that the selections for earliness in segregating populations was
effective for improvement of extreme early maturing varieties. In the study, in addition
to the de novo super-early progeny, important transgressive segregation were obtained
for important agro-morphological traits.

A population of 114 RILs obtained through single seed descent from interspecific
crosses between P. sativum and P. fulvum was evaluated to identify QTLs for earliness
and important agro-morphological traits. A genetic map was constructed with forty-four
SSRs markers that are polymorphic between parents were mapped on 7 chromosomes
with a total length of 262.6 cM. A total of 14 QTLs on 5 chromosomes were determined
for earliness and important agro-morphological traits. For earliness, two QTLs that
explained 26% of the phenotypic variance were determined on LG2. The QTL on LG3
explained 16% of the phenotypic variance for plant height was determined, and six QTLs
on LG2, LG4, LG5 and LG6 were determined for the number of pods per plant.

il



Addionally, one QTL on LG6 for the number of seeds per pod, one QTL on LG4 for pod
length, and 3 QTLs in LG3, LGS and LG6 for harvest index were also determined.

The results indicate that the AA205 and AA372-1 flanking markers for QTLs
determined for earliness, and other SSR markers linked to the QTLs for important agro-
morphological traits can contribute to future marker-assisted selection studies. Beneficial
traits introduced from wild relatives reveal the importance of wild species to meet future
challenges of agriculture in expanding the production and securing food supply.

KEYWORDS: Pisum sativum L., Pisum fulvum, earliness, transgressive segregation,
SSR, QTLs
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ONSOZ

Doktora egitimim boyunca hi¢cbir yardimini esirgemeyip, engin bilgi, tecriibe ve
Ozgiin fikirleriyle yoluma 151k tutan, en yogun zamanlarinda dahi zaman ayirarak
caligmalarimda en iyisini yapabilmem i¢in daima tesvik eden, bilim insanligin1 6rnek
aldigim ve birlikte calismaktan onur duydugum cok degerli danisman hocam sayin Prof.
Dr. Cengiz TOKER’e sonsuz saygi ve tesekkiirlerimi sunarim.

Doktora tez calismamin molekiiler asamasinin planlanmasindan sonuglanmasina
kadar degerli bilgisini ve yardimlarini eksik etmeyen, sorularima sabirla cevap veren
sayin Prof. Dr. Nedim MUTLU hocama en icten tesekkiirlerimi sunarim. Ayrica, tez
calisgmam sirasinda degerli bilgi ve tecriibelerini benimle paylasan ve laboratuvar
imkanlarindan faydalanmami saglayan saym Dog. Dr. Cengiz IKTEN hocama, saym
Prof. Dr. Biilent UZUN hocama ve sayin Dog¢. Dr. Engin YOL hocama igten
tesekkiirlerimi sunarim. Tez ¢alismamin molekiiler analizlerinde 6zverili yardimlarindan
ve tezime degerli katkilarindan dolay1 sayin Dr. Ogretim Uyesi ibrahim CELIK hocama
icten tesekkiirlerimi sunarim. Tez savunma sinavimda yer alarak beni sereflendiren,
tezime degerli Oneri ve katkilarindan dolay1 saymn Prof. Dr. Bahattin TANYOLAC
hocama ve sayin Dog. Dr. Hiiseyin CANCI hocama en igten tesekkkiirlerimi sunarim. Bu
calismayr maddi olarak destekleyen Akdeniz Universitesi Bilimsel Arastirma
Koordinasyon Birimine tesekkiir ederim. Ayrica doktora egitimim boyunca her tiirlii
imkanlarindan faydalandigim Akdeniz Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Tarla Bitkileri
Boliimiine tesekkiir ederim.

Laboratuvar ¢aligmalarim sirasinda yardimlarini ve bilgisini benimle paylasan ve
manevi destegini eksik etmeyen arkadasim Aras. Gor. Dr. Hilal Sule TOSUN’a, tez
calismamda yardimlarini ve manevi destegini esirgemeyen arkadasim Doktora 6grencisi
Tuba EKER’e ve doktora egitimim boyunca bilgi ve tecriibelerini benimle paylasan,
manevi destegi ile daima bana gii¢ veren sevgili arkadasim Dr. Duygu SARI YOL’a en
icten tesekkiirlerimi sunarim.

Doktora tez galigmam sirasinda karsilastigim zorlu siireclerde her zaman yanimda
olan, daima moral veren ve her tiirlii yardimlarin1 gordiigiim ¢ok degerli arkadaslarim Dr.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

A : Adenin

bp : Baz cifti

C : Sitozin

cm  : Santimetre

cM  : CentiMorgan

da : Dekar

ddHO : Distile-Deiyonize Su
dk : Dakika

g : Gram

G : Guanin

ha : Hektar

HCI : Hidroklorik asit
Kb  :Kilobaz

M : Molar

Mb  : Megabaz

MgCl : Magnezyum kloriir
ml : Mililitre

mM  : Milimolar

NaCl : Sodyum Kloriir

ng : Nanogram

P : Onemlilik diizeyi
rpm  : Dakikadaki devir sayist
sn : saniye

T : Timin

U : Unite

°C : Santigrat derece

X



ul : Mikrolitre

Kisaltmalar
AFLP
CTAB
EDTA
FAO
ISSR
PCR
RAPD
RFLP
RIL
SCAR
SRAP
SSR
TBE
Tris

QTL

: Amplified Fragment Length Polimorfizm

: Cetyl Trimethyl Amonyum Bromide

: Etilen Diamin Tetra Asetik Asit

: Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii

: Inter Simple Sequence Repeats

: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

: Random Amplified Length Polimorfizm

: Restriction Fragment Length Polimorfizm

: Rekombinant kendilenmis hat

: Sequence Characterized Amplified Regions
: Sequence-related amplified polymorphism

: Simple Sequence Repeat

: Tris/Borik asitEDTA Tampon ¢o6zeltisi

: Tris(hydroxymethyl)aminomethane

- Kantitatif Ozellik Lokusu
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1. GIRIS

Bezelye cinsi (Pisum L.), Fabaceae (Baklagiller) familyasinin Fabaoideae
(Papilionoideae) alt familyasi, Fabeae Rchb. oymaginda simiflandirilmaktadir. Pisum
cinsi, eski diinyanin ilk kiiltiire alinan bitkilerinden biridir ve bezelyenin arkeolojik
kanitlari, Yakm Dogu ve Orta Asya'da M.0.10.000 yilina kadar uzanmaktadir (Ambrose
1995; Zohary ve Hopf 2000; McPhee 2003). Pisum cinsi, doguda Himalayalar’dan batida
Akdeniz kiyilar1 dahil Atlas daglarina kadar, kuzeyde Kirim’dan Balkanlar ve Kafkasya
dahil giineyde Arap Yarimadasi ve Etiyopya’ya kadar genis bir alanda yayilis
gosermektedir (Smykal vd. 2015). Pisum cinsinin gostermis oldugu bu genis cografik
yayilisa ragmen, fenotipik cesitlilik smirlidir. Sinirhi fenotipik ¢esitlilik, cinsin
siniflandirilmasinda karigikliklara yol agtig1 i¢in tiir, alt tiir ve varyete gruplari iizerinde
kesin bir fikir birligi bulunmamaktadir (Vershinin vd. 2003; Kosterin ve Bogdanova
2008).

Son yillarda yapilan bir siniflandirmaya gore Pisum cinsinin, yetistiriciligi yapilan
Pisum sativum L. tiiri ve yabanisi olan Pisum fulvum Sibth. & Sm. olmak iizere iki tiirii
bulunmaktadir (Smykal vd. 2015). P. sativum tiirii, yemeklik ya da bahge tipi grubuna
giren P. sativum subsp. sativum var. sativum, yemlik ya da tarla tipi grubuna giren P.
sativum subsp. sativum var. arvense, yabani uzun bezelye olarak bilinen P. sativum subsp.
elatius (Bieb.) Aschers. & Graebn ve Dekoko ya da Etiyopya bezelyesi olarak bilinen P.
sativum subsp. abyssinicum A. Br. alt tiir ve varyetelerinden olusmaktadir. Tiirkiye'de P.
abyssinicum disinda Pisum cinsinin alt tiirleri ve yabani tiirleri dogal olarak yayilis
gostermektedir (Davis 1970; Toker ve Sari 2020; Aydin vd. 2021). Tiirkiye, yabani Pisum
tiirleri icin en 6nemli varyasyon merkezlerinden bir tanesidir (Davis 1970; Aydin vd.
2021). Yabani tiirler (P. fulvum ve P. elatius), canli (biyotik) ve cansiz (abiyotik) streslere
kars1 kiiltiire alinan tiirlere gore (P. sativum, P. arvense ve P. abyssinicum) genellikle
daha toleranslidir (Fondevilla vd. 2007a,b; Byrne vd. 2008; Clement vd. 2009; Naim-Feil
vd. 2017; Esen vd. 2019; Sari vd. 2020). Kiiltiire aliman Pisum tiirleri yerellestirme
sirasinda dayaniklilik 6zelliklerinin ¢cogunu kaybetmislerdir (Smykal vd. 2011).

Birlesmis Milletler Tarim ve Gida Orgiitii istatistikleri (FAOSTAT) 2019 yili
verilerine gore diinyada taze bezelyenin yaklasik 2.8 milyon ha yetistirme alani ve 21.8
milyon ton iretimi bulunmaktadir ve serin mevsim baklagiller arasinda iiretim
bakimindan en 6nemli birinci bitki konumunda yer almaktadir (FAOSTAT 2021). Kuru
bezelyenin ise diinyada 7.2 milyon ha ekim alant ve 14.2 milyon ton iiretimi
bulunmaktadir (FAOSTAT 2021). Ulkemizde taze bezelye ekim alan1 10.2 bin ha, {iretimi
ise 98.2 bin tondur. Yine iilkemizde bezelyenin kuru olarak yetistiriciliginde ise 781 ha
ekim alanina ve 2.2 bin ton iiretime sahiptir (FAOSTAT 2021).

Bezelyenin daneleri taze kullanim icin veya konserve pazart igin hasat
olgunluguna gelmeden yesil olum donemindeyken hasat edilmektedir (Elzebroek ve
Wind 2008), ayrica taze baklalar1 sebze olarak tiiketime uygundur (Cousin 1997; Liu vd.
2017). Bezelye kuru, dondurulmus iiriin, taze sebze ve hayvan beslenmesinde
(Ladizinsky ve Abbo 2015) kullanimina ilaveten, toprak mikrobiyal c¢esitliligini
gelistirdigi, toprak suyunu korudugu, topragin organik madde igerigini zenginlestirdigi
icin ndbetlese ekim (miinavebe ya da rotasyon) bitkisi olarak kullanilmasi agisindan da
bliylik 6nem tasimaktadir (Knight 2012; Hu vd. 2020). Bezelye, diger baklagil bitkileri
gibi atmosferik nitrojeni havadan topraga baglayarak, koklerindeki nodiiller ile
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atmosferik nitrojeni (N2) Rhizobium leguminosarum bakterileriyle amonyaga (NH3)
donitistiirmektedir (Sarrantonio 1994; Knight 2012). Bezelye, yiiksek oranda sindirilebilir
proteini (%18-30), dengeli amino asit (Elzebroek ve Wind 2008), yiikksek A ve B
vitaminleri ve diyet lifleri igermesinden dolay1 yiiksek kaliteli bir bitkisel beslenme
kaynagidir (Sehirali 1988). Bezelyenin genis kullanim alanina sahip olmast ve igerdigi
yiiksek besin degeri onu diinyada olduk¢a dnemli kilmaktadir. Bezelye, yiiksek kaliteli
besin icerigi ile artan insan niifusunun gida ihtiyacini karsilamak i¢in gerekli olan 6nemli
bitkisel iirtinlerden biridir. Diinyadaki artan insan niifusunun gida ihtiyaclarini karsilamak
ve bazi yetersiz temel {riinlerin gelecekteki talebini karsilayabilmek ciddi bir endise
haline gelmistir (Ghosh vd. 2018). Cogu bitki tiiriiniin uzun vejetasyon siiresine sahip
olmasi, gelecekteki gida taleplerini karsilamak ve 1slah arastirmalarinda kullanimlari igin
darbogaz bir konu olmaktadir. Bu nedenle, genetik olarak erkenci ¢esitlerin gelistirilmesi
onemli bir ihtiyactir.

Erkencilik, erken olgunlagma siiresi ve verim ile ilgili karakterler, bezelye cesidi
secimine karar vermesini etkileyen 6nemli 6zelliklerdir. Ciceklenme zamani, ozellikle
yetistiriciligin sinirhi oldugu boélgelerde ve bezelyenin farkli ortamlara adaptasyonunda
onemli bir rol oynamaktadir. Bezelyede ciceklenme zamani i¢in genis varyasyonlar
bulunmaktadir (Levy ve Dean 1998; Colasanti ve Sundaresan 2000; Weller vd. 2009).
Bezelyede erkencilik, mevsim ilk ve son donlarindan (Clark 2007), kuraklik ve sicaklik
streslerinden kagmasina yardim eden, verimliligini artiran 6nemli bir 6zelliktir (Levitt
1980; Shavrukov vd. 2017). Bezelyede ¢iceklenme zamani ve ¢igek gelisimi ile ilgili
20'den fazla lokus tespit edilmistir. Bezelyede ¢iceklenme zamani kantitatif bir karakter
olup bezelyede ¢igeklenme zamani ve ¢icek gelisimi ile ilgili 20°den fazla lokus tespit
edilmigtir. Ancak, bezelyede ciceklenme zamani bes ana lokus tarafindan kontrol
edilmektedir. Bunlardan ge¢ ciceklenme (LF) lokusu (White 1917) uzun ve kisa giinlerde
ciceklenmeyi Onlemektedir (Bery ve Aitken 1979; Foucher vd. 2003), ancak LF geninin
hem dogal olarak ortaya ¢ikan hem de yapay mutant alelleri ile birlikte ¢ok sayida allelik
varyant1 bulunmaktadir. LF geni, mutant genotiplerde mutasyonlarla silindiginde veya
inaktif oldugunda son derece erkenci bitkilerin ortaya ¢iktig1 bildirilmistir (Murfet 1985;
Foucher vd. 2003). Asir1 tepki (HR) lokusundaki c¢ekinik (resesif) aleller, kisa giinlerde
erken ¢igeklenmeyi tesvik etmekte ve giin uzunluguna (fotoperiyod) tepkiyi azaltirken,
giin uzunluguna tepki veren ilk gen ya da streile nodes (SN) lokusu, fotoperiyoda tepki
vermektedir (Barber 1959; Murfet 1971). Erkencilik (£) lokusundaki (Murfet 1971)
baskin (dominant) alleller, erken ¢iceklenmeyi tesvik ederler, ancak bu etki diger
lokuslarla karisik bir etkilesim gosterebilmektedir (Weller vd. 2012; Weller ve Ortega
2015). LF, HR, SN ve E lokuslarindaki alelik farkliliklar etkilesime (interaksiyon ya da
epistasis) girerek, ¢igeklenmeyi tesvik etmeyen durumlarda bitkilerin c¢igeklenme
siiresinde ¢ok genis bir varyasyona neden olmaktadir (Murfet 1985; Weller vd. 2009;
Weller vd. 2012). Kisa giin kosullarinda ¢iceklenmeyi engelleyen (DNE) lokusu, HR
lokusu gibi giin uzunlugu tepkisini azaltmakta ve kisa giinlerde erken ¢igeklenmeyi tesvik
etmektedir (King ve Murfet 1985; Arumingtyas ve Murfet 1994; Weller ve Ortega 2015).
Bezelye, diploid yapida 2n=2x=14 kromozoma sahip ve yiiksek oranda kendine d6llenen
bir bitki olmasi, tiir i¢ci melezlenebilir olmas1 ve genetik gesitliligin fazla olmasindan
dolayi, cigeklenme zamani ile ilgili klasik 1slah ve molekiiler genetik c¢alismalarinda
geemisten gilinlimiize kadar model bitki tiirii olarak kullanilmaktadir (Mendel 1865;
Murfet 1971; King ve Murfet 1985; Murfet 1985; Levy ve Dean 1998; Colasanti ve
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Sundaresan 2000; Foucher vd. 2003; Prioul vd. 2004; Lejeune-Henaut vd. 2008; Weller
vd. 2009; Weller ve Ortega 2015; Adhikari vd. 2014).

Bitki 1slahinda genetik cesitliligin belirlenmesi ve kullanilmasi daima elzem
olmustur. DNA-temelli molekiiler markdrler bu genetik varyasyonun ortaya
cikartilmasinda olduk¢a kullanighdirlar. DNA temelli molekiiler markorler, diinya
capinda birgok bitki 1slah programinda Onemli bir ara¢ haline gelmistir. Molekiiler
biyolojinin ilerlemesiyle, bitki 1slahgilari i¢in molekiiler markorlerin ve biyoteknolojinin
kullanimi artmigtir. Bitki 1slah¢ilart molekiiler teknikler araciligiyla, canli ve cansiz
streslere kars1 dayanikli genotiplerin ve arzu edilen 6zelliklerin se¢ilmesinde daha hizli
sonuglar alabilmektedirler. Molekiiler tekniklerin kullanilmasi, ilgilenilen genlerin ve
ozelliklerin daha yiiksek verimlilikle se¢ilmesini miimkiin kilmistir (Mohan vd. 1997).
Molekiiler markorler, bitki 1slahinda baglanti haritalarinin  olusturulmasi, gen
kaynaklarinin karakterizasyonu, genetik teshis ve filogenetik analiz gibi cesitli
uygulamalarda kullanilmaktadir (Smith ve Smith 1992; Winter ve Kahl 1995; Baird vd.
1997). Farkli amaglar i¢in kullanilan DNA hibridizasyon tabanli kesilen fragmentlerin
uzunluk polimorfizmi (RFLP) gibi markérler ve PCR tabanli ¢ogaltilan fragmentlerin
uzunluk polimorfizmi (AFLP), degisken DNA dizilerinin tesadiifen c¢ogaltilmasi
(RAPD), boliinmiis amplifiye polimorfik dizi (CAPS), basit tekrarl diziler (SSR) ve tek
niikleotid polimorfizmi (SNP) gibi markoérler bulunmaktadir. Dominant markdrlerden
RAPD ve ISSR, tiir i¢i ve tiirler aras1 genetik varyasyonu belirleme ¢aligmalarinda sik
tercih edilmektedir. Bitki genom analizlerinde dominant markér olan RAPD ve ISSR
kullanilmasina ragmen bu markorler heterezigot bireyleri ayirt edememesinden dolay1
kapsamli genom analizeri i¢in uygun degildir. Bundan dolay1 arastiricilar ¢gogunlukla
heterozigot ve homozigot bireyleri ayirt edebilen kodominant markoérleri kullanmay1 daha
cok tercih etmektedirler. SSR (Mikrosatellitler) markorlerin kodominant olmasi en ¢ok
tercih edilme sebeplerinden bir tanesidir. SSR markdrler bitki genomlarinda tekrar edilen,
tekrar motifleri 1-6 niikleotid uzunlugunda olan dizilerdir (Li vd. 2004; Parida vd. 2009).
SSR’larin tekrar sayilarindaki gesitlilik bireyler arasinda farkli boyutta iiriinler meydana
getirmesinden dolay1, SSR markdrler PCR tabanli genetik markor olarak kullanilmaktadir
(Beckmann ve Soller 1990). SSR markorler, az DNA miktar ile ¢aligsabilmesi, kararl
olmasi, kodominant olmasi, genomda bol ve daginik olarak bulunmasi, tekrarlanabilir ve
yiiksek polimorfizm gdstermesinden dolayi, popiilasyon genetigi, yiiksek ¢oziiniirliikte
genom haritalarinin olusturulmasinda, markor destekli seleksiyon ¢aligmalarinda ve QTL
haritalamalarinda etkin olarak kullanilabilmektedir (Powell vd. 1996; Winter vd. 2000;
Kujur vd. 2013).

Bezelye, yaklasik 4300 Mb biiyiikliikte oldukca biiyiik bir genoma sahiptir.
Yiiksek ¢oziiniirlilkte genetik haritalar sayesinde dnemli agro-morfolojik karakterleri
kontrol eden gen veya QTL bdlgelerinin belirlenebilmesi ve harita konumlarinin tespit
edilebilmesi miimkiindiir. Bezelyede daha Onceden yapilan c¢alismalarda SSR
markorleriyle olusturulmus haritalar kullanilarak ve bir ¢ok 6zellik i¢in QTL haritalama
caligmalar1 yapilmistir (Tar’an vd. 2003; Irzykowska ve Wolko 2004; Prioul vd. 2004;
Loridon vd. 2005; Pilet-Nayel vd. 2005; Dumont vd. 2009; Fondevilla vd. 2010;
Ubayasena vd. 2010; Feng vd. 2011; Timmerman-Vaughan vd. 2016). Fakat kantitatif
ozellikler birden ¢ok genle kontrol edildikleri, genom arkaplanina gore degisiklik
gosterdikleri ve g¢evre sartlarindan etkilendikleri i¢in bir ¢ok baglanti grubunda yer
alabilmektedirler ve bezelyede tiirler aras1t melezlemeden ilerletilen popiilasyonda QTL
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belirleme ¢aligmalart olduk¢a smirlidir (Aryamanesh vd. 2014; Jha vd. 2016).
Belirlenecek her bir QTL’in ve bu QTL’e baglant1 gosterecek her bir markoriin katkisi
olduk¢a onemlidir. Bu tez ¢alismasinda P. sativum (9) % P. fulvum (2) tiirler arasi
melezlemeden ilerletilen F4 seviyesine getirilmis hatlarda SSR markérleriyle olusturulan
genetik haritada ¢igeklenme zamani, bitki boyu, bitkide bakla sayisi, baklada tane sayisi
gibi 6nemli 6zelliklerin iilkemizde ilk defa QTL’lerinin belirlenmesi ve baglant1 gdsteren
markorlerin belirlenmesi gelecek 1slah ¢aligmalarina ve markor destekli seleksiyon
aragtirmalarina 151k tutarak katki saglayacaktir. Ayrica tez caligmasi kapsaminda, daha
once goriilmeyen (de novo) siiper erkenci bireylerin seleksiyonunu yapmak, ¢igeklenme
zamani basta olmak iizere fenolojik ve agro-morfolojik 6zelliklerin dar anlamda kalitim
derecelerini belirlemek ve tiirler aras1 melezlemede meydana gelen genis varyasyondan
faydalanilarak transgresif agilmalarda iistiin hatlar1 se¢gmek ¢aligsmanin baglica amaglarini
olusturmaktadir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Bezelye (Pisum L.) Cinsinin Siniflandirilmasi

Bezelye (Pisum sativum L.), Mendel'in tinli kalitim ilkelerini formiile etmek i¢in
kullandig1 deneysel bir bitki olarak genetik tarihinde merkezi bir yere sahiptir (Mendel
1866). Bezelye, genetik ¢alismalarda 6nemli bir bitki olarak kullanilmaya ve genetik
olarak karakterize edilmis en iyi bitki tiirlerinden biri olmaya devam etmistir (Marx
1977).

Yetistiriciligi yapilan bezelye (Pisum sativum L.), yaklasik 800 cins ve 20.000 tiir
iceren Fabaceae familyasinin, Faboideae alt familyasinda yer alan bir serin mevsim
baklagilidir (Cizelge 2.1) (Toker ve Mutlu 2011; Smykal vd. 2015). Bezelye insan
beslenmesi i¢in 6nemli bir protein kaynagidir. Yapilan arkeolojik bulgulara gore
bezelyenin yetistiriciligi Neolitik Cag’da M.O. 10000 tarihlerine kadar uzanmaktadir
(Zohary ve Hopf 1973; Gritton 1980; Smykal vd. 2012). Bezelyenin Akdeniz havzasinda
ve Yakin Dogu'dan koken aldigina inanilmaktadir (Helback 1959; Zohary ve Hopf 1973;
McPhee 2003). Arkeolojik kalintilar bezelyenin kiiltiire alinmasmin Verimli Hilal
Bolgesi'nden baglayarak bat1 yoniinde Danube Vadisi boyunca eski Yunanistan, Roma ve
Avrupa'ya yayildigini, dogu yoniinde Turan (Anadolu’dan Orta Asya’ya), Hindistan ve
Cin’e dogru yayildigini dogrulamaktadir (Makasheva 1979; Chimwamurombe ve Khulbe
2011). Bu bolgelerde bezelye, diger gida baklagilleri ve tahillarin yani sira ilk
topluluklarin giinliik beslenmelerinin bir pargasi olmustur (Zohary ve Hopf 2000).

Cizelge 2.1. Yetistiriciligi yapilan bezelyenin siniflandirilmasi

Takim Fabales Bromhead
Aile Fabaceae Lindl. (1836)
Alt Aile Faboideae

Oymak Fabeae Rhcb.

Cins Pisum L.

Tiir Pisum sativum L.

Bezelye cinsinin (Pisum L.) cinsinin siniflandirilmasinda, tiir, alt tiir ve varyete
sayilarinda farkliliklar bulunmaktadir. Hala siniflandirma konusunda net bir fikir birligi
olusmadigr icin caligmadan c¢alismaya farkliliklar gostermektedir (Smartt 1990;
Muehlbauer vd.1993; Hoey vd. 1996; Vershinin vd. 2003, Mikic vd. 2009; Smykal vd.
2009; Oskoueiyan vd. 2010). Ben-Zeeve ve Zohary (1973) Pisum cinsini P. sativum ve
P. fulvum olarak iki tiirden olustugunu bildirmistir. Makasheva (1979) tarafindan
yapilmis olan ¢aligmada da P. sativum ve P. fulvum olarak 2 tiire ayrildiklarini, P. elatius,
P. syriacum, P. asiaticum, P. abyssinicum ve P. transcaucasicum’™u P. sativum’a ait alt
tiirler olarak bildirmistir (Cizelge 2.2). Maxted ve Ambrose (2000) ise Pisum cinsinin P.
sativum, P. abyssinicum ve P. fulvum olmak iizere ii¢ tiir icerdigini bildirmistir (Cizelge
2.3).
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Cizelge 2.2. Makasheva (1979)'nin yaptig1 morfolojik temelli siniflandirma

Tiirler Alt tiir ve varyeteler

Pisum sativum L. subsp. sativum
subsp. elatius
subsp. syriacum
subsp. asiaticum
subsp. abyssinicum

subsp. transcaucasicum

Pisum fulvum Sibth. & Sm.

Cizelge 2.3. Maxted ve Ambrose (2000)'nin yaptig1 siniflandirma

Tiirler Alt tiir ve varyeteler

Pisum sativum L. subsp. sativum var. sativum
subsp. sativum var. arvense
subsp. elatius var. elatius (Bieb.) Aschers. & Graebn
subsp. elatius var. brevipedinculatum

subsp. elatius var. pumilio

Pisum fulvum Sibth. & Sm.

Pisum abyssinicum A. Br.

Kosterin ve Bogdanova (2008) ise bezelyeleri yetistiriciligi yapilanlar ve
yabaniler olarak iki tiire ayirdiktan sonra, kiiltiirii yapilanlar1 P. sativum subsp. sativum,
P. sativum subsp. transcaucasicum ve P. abyssinicum olarak tiir ve alt tiirlere, yabanileri
de P. sativum subsp. elatius ve P. fulvum olarak ikiye ayirmistir. Smykal vd. (2015)
tarafindan yapilan bir siniflandirmaya gore ise, Pisum L. cinsi Pisum sativum L. tiirli ve
yabanisi olan Pisum fulvum olmak {izere iki tiire ayrismistir (Cizelge 2.4).

Onceki ¢aligmalarda morfolojik 6zelliklerine gore bezelye olarak teshis edilen
Pisum formosum daha sonra bezelyeye benzer oldugunu fakat ayri bir cins oldugu
degerlendirilerek Vavilovia formosa (Stev.) Al. Fed. olarak adlandirilmistir (Smykal vd.
2009). Fakat USDA (United State Department of Agriculture) genetik kaynaklar veri
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bankast Vavilovia bitkisini bezelyenin bir alt tiirii olarak bildirmistir (USDA 2010).
Benzer sekilde baska bir calismada da Vavilovia bitkisini ayr1 bir cins olarak
degerlendirmeyip, bezelyenin bir tiirli olabilecegi belirtilmistir (Oskoueiyan vd. 2010).

Cizelge 2.4. Smykal vd. (2015) tarafindan yapilan son siniflandirma

Tiirler Alt tiir ve varyeteler

Pisum sativum L. subsp. sativum var. sativum

subsp. sativum var. arvense

subsp. elatius (Bieb.) Aschers. & Graebn

subsp. abyssinicum A. Br.

Pisum fulvum Sibth. & Sm.

Aydin vd (2021), Tiirkiye'de yetisen bezelye tiirlerini temelde polen ve dane
kabugu ozelliklerine gore, cigek rengi ve kulakc¢ik dislerine gore asagidaki gibi

siniflamiglardir (Sekil 2.1).

10,93

40,62

Benzerlik

70,31 ‘
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Sekil 2.1. Aydin vd. (2021) tarafindan yapilan siniflandirma

>
&



KAYNAK TARAMASI H. SARI

2.2. Tarim Yapilan Bezelyelerin Ekim, Uretim ve Verimi

Taze bezelyenin diinyada yaklasik 2.8 milyon ha yetistirme alani ve 21.8 milyon
ton iiretimi bulunurken, kuru bezelyenin ise diinyada 7.2 milyon ha ekim alan1 ve 14.2
milyon ton iiretimi bulunmaktadir (FAOSTAT 2021). Birlesmis Milletler Tarim ve Gida
Orgiitii istatistiklerine gére (FAOSTAT), 2019 yilinda diinyada taze bezelye iiretiminde
ilk bes iilke sirasiyla Cin, Hindistan, Fransa, Amerika ve Cezayir’dir (FAOSTAT, 2021).
Kuru bezelye tiretiminde ise diinyada ilk bes iilke sirasiyla Kanada, Rusya, Cin, Amerika
ve Hindistan’dir (Sekil 2.2). Tiirkiye’de taze bezelye ekim alani 10.2 bin ha, 98.2 bin ton
iiretime sahipken, bezelyenin kuru olarak yetistiriciliginde ise 781 ha ekim alanina ve 2.2
bin ton iiretime sahiptir (FAOSTAT 2021).

a  Taze Uretim (ton) b Kuru iiretim (ton)

N
=

= Cin = Hindistan = Fransa - Amerika = Cezayir = Kanada = Rusya = Cin - Amerika = Hindistan

\

Sekil 2.2. Diinya taze (a) ve kuru (b) bezelye iiretiminde 6nde gelen iilkeler

Bezelyenin tohumlar taze, kuru, konserve ve dondurulmus {iriin olarak tiikketime
uygundur (Elzebroek ve Wind 2008). Ayrica taze baklalari (meyveleri) sebze olarak
tiikketime uygundur (Cousin 1997; Liu vd. 2017). Bezelye kuru, dondurulmus iiriin ve taze
sebze (Ladizinsky ve Abbo 2015) kullanimina ilaveten, hayvan yemi olarakta yesil ve
kuru silaj olarakta degerlendirilmektedir. Bezelye protein bakimindan olduk¢a zengindir
ve danelerindeki protein orani %20-%30 arasinda degismektedir (Tzitzikas vd. 2006;
Karaca vd. 2011). Bezelye, cogu tahilda bulunmayan lisin ve triptofan gibi amino asitler
acisindan zengin olduklari i¢in tahillar ile birlikte tiiketimleri yaygindir (McPhee vd.
2003; Peksen ve Artik 2005). Ayrica, %50 oraninda karbonhidrat, %20 oraninda lif
icerigiyle besleyici degeri ¢ok yiiksek bir bitkisel besin kaynagidir (Bastianelli vd. 1998;
Smykal vd. 2012). Kazik kdk sistemine sahip olan bezelyenin kdkleri 50-120 cm derinlere
inebilmekte ve diger baklagil bitkileri gibi atmosferik nitrojeni havadan topraga
baglayarak, koklerindeki nodiiller ile atmosferik nitrojeni (N2) Rhizobium leguminosarum
bakterileriyle amonyaga (NH3) doniistiirmektedir (Sarrantonio 1994; Knight 2012). Bu
sayede sentetik azotlu giibre uygulama ihtiyacini azaltarak veya ortadan kaldirarak toprak
verimliligini artirmaktadir (Goodwin 2008).
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2.3. Tarim Yapilan Bezelyelerin Morfolojik Ozellikleri

Biiylime yapisina gore bezelye bodur (determinate) veya sarilici (inderminate)
olarak siniflandirilmaktadir (Sekil 2.3) (Zohary ve Hopf 2002). Bezelye ¢esitlerinin ¢ogu
sartlict tipte bulunmaktadir (Cousin 1997). Sarilict bilylime formuna sahip bezelyeler
ortalama 90-100 giin arasinda bir yasam dongiisiine sahipken, bodur tipler 80-90 giin gibi
daha kisa bir yasam dongiisiine sahiptirler (McPhee vd. 2003). Bezelye bitkisi, hypogeal
cimlenme gdstermektedir, yani kotiledon yapraklari toprak yilizeyine ¢ikmamaktadir.
Yaprak sapinin dala baglandig1 kisimda kulakgiklar: bulunmaktadir ve genotiplere gore
iri veya kiiciik olabilmektedirler. Yapraklari ise bilesik yapida olup 4-6 adet yaprakgiktan
olusmaktadir. Yaprak saplarinin sonlarinda siiliikk denen yap1 bulunmaktadir. Bu dogal
yaprak ve kulakc¢ik sekli disinda Sekil 2.4’deki gibi yaprak ve kulakgik sekilleri oldugu
DeMason vd (2013) tarafindan bildirilmistir.

Sekil 2.3. Bezelyenin sarilici (sol) ve bodur tipteki (sag) bitkilerinden goriintiiler
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Sekil 2.4. Bezelye de siiliiklii birlesik yaprak (a), siiliiksiiz birlesik yaprak (b), siiliiklii
yaprak (c) ve siiliiksiiz ¢ok yaprakeikli (d).

Bezelyenin ¢icekleri bes ¢anak, bes tag yapraktan olugsmaktadir. Bu bes tag yaprak
ise biri bayrak yaprak, ikisi kanatcik ve ikisi kayik¢iktan olugsmaktadir. On adet erkek
organi (dokuzu bilesik, bir tanesi ayr1) ve bir tane disi organ1 kayik¢ik yapraklarin i¢inde
bulunmaktadir (Zohary ve Hopf 2002). Bezelyede ¢igek rengi genellikle beyaz, pembe,
mor renkte olmaktadir. Bezelyeye ait farkl ¢icek renkleri Sekil 2.5’te gosterilmistir.
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Sekil 2.5. Bezelyeye ait farkli ¢igek renkleri
2.4. Yabani Akraba Tiirlerin Bitki Islahinda Kullanim

Bitkilerde yabani akraba tiirler, hem bitki genomlarinin tanimlanmasinda hem de
kiiltiir gesitlerinin genetik gelisiminde son derece dnemli roller oynamaktadir. Ozellikle
birgok tarla bitkisinin kdkeni, evrimi, filogenetik iligkisi, sitolojik durumu ve genlerinin
kalitim1 gibi konularda bir¢ok temel sorunun ¢éziimiine biiyiik katkida bulunmuslardir
(Tanksley ve McCouch 1997). Bitkiler kiiltiire alinma sonucunda, bakla catlamanin
azalmas1 yada yok olmasi, dormansinin giderilmesi, antibesinsel maddelerin azalmasi
yada yok olmasi, erkencilik saglanmasi, meyve veya danede irilesme ve verimin
artirtlmasi gibi onemli 6zellikler kazanilirken bir yandan da yabanilerde olan canli ve
cansiz streslere karsi dayanikliliklar kaybolmustur ve varyasyon azalmistir (Sekil 2.6).
Kiiltiirii yapilan bitkiler, yabani tiirlerden seleksiyon yapilarak evrim siireci devam
etmigtir. Kiiltiire alma ile igili darbogazlar bir¢ok bitkide genetik ¢esitliligi erozyona
ugratmistir (Tanksley ve McCouch 1997), ve bu sebeple bitkileri bir¢ok strese karsi
savunmasiz hale getirmistir. Bitki 1slahinin ana amagclarindan bir tanesi, bitkinin yabani
akrabalarindaki faydali alelleri belirlemek ve bunlar1 modern ¢esitlere aktarmaktir (Gur
ve Zamir 2004). Ayrica, yabani tiirlerin ve onlarin yakin akrabalarinin karsilastirilmali
olarak incelenmesi, kiiltliire almanin fizyolojik ve genomik sonuglarin1 dolayisiyla bitki
adaptasyonlarinin genetik temelini anlama firsat1 sunmaktadir (Evans 1993).

11
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Yabani °
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akraba tiirler genotipler cesitler

Sekil 2.6. Yabani akraba tiirler, yerel genotipler ve modern ¢esitlerin verim ve genetik
varyasyonlarinin evcillestirme siirecindeki degisimleri

Yabani bezelye tiirlerinin, yetistiriciligi yapilan tiirlere gore canli ve cansiz
streslere karsi daha dayanikli olduklar1 bilinmektedir. Kuraklik, diinyanin bir¢ok
bolgesinde iiriin bitki verimini sinirlayan 6nemli stres faktorlerinden bir tanesidir (Boyer
1982). Iklim degisikligi senaryolarina gore, diinyanin belirli bolgelerde artan kurakligin
daha fazla olacagi tahmin edilmektedir. Daha verimli su kullanimi ve daha yiiksek
kuraklik dayanimina sahip ¢esitlerin gelistirilmesi, siirdiiriilebilirlik ve ekonomik olarak
onemli bir yaklasimdir. Yabani bitkilerde mevcut olan kuraklik toleransi yaprak
mumsulugu, kok yapisi gibi karakterlerle ve Rizobial aktivitelerle ilskilidir. P. fulvum
tiirti kuraklik stresi i¢in iyi bir dayaniklilik kaynagi olarak bilinmektedir (Naim-Feil vd.
2017). Bezelyede ciceklenme zamaninin idare edilmesi ve yaz aylarina denk gelen kurak
donemden kagis yetenegi ile kuraklik stresinin kismen iistesinden gelinmektedir. Daha
uzun bir biliylime mevsimi veya uzun siireli yagis gereksiniminde ise uygun tepkiyi
saglamak i¢in daha uzun bir ¢igeklenme zamanina ihtiya¢ duyulmaktadir. Yabani P.
sativum subsp. elatius tiiriinde, yerel genotiplerde ve kislik ¢esitlerde kisa giin uzunlugu
kosullart altinda c¢icek agmamaktadir, fakat kiiltiire alinan tiirlerde fotoperiyot
gereksinimi i¢in genetik ¢esitlilik bulunmaktadir. Bezelyede on kadar lokus
ciceklenmeyle ilgili varyasyona katki saglarken, kiiltliire alinan tiirlerde bu aleller daha
erken ciceklenmeyi tesvik ederek fotoperiyot tepkisini azaltmaktadir. Daha Onceki
caligmalarda, ciceklenme zaman ile iligkili olan Lf, Sn ve Hr genlerinin yabani tip
bezelyelerde sik goriildiigii bildirilmistir (Murfet ve Reid 1993; Hecht vd. 2007; Weller
vd. 2009). Bunlardan geg¢ ciceklenmeyi tesvik eden Lf geni, Arabidopsis thaliana L.
tiirtinde cigeklenme ile ilgili 7FL1 geninin bir homologu olarak tanimlanmis bezelyede
ilk ¢igeklenme genidir. Giin uzunluguna tepki ile ilgili olan Hr geninin resesif alelleri (4r)
giin uzunlugu tepkisinin azalmasina neden oldugu, ancak tamamen ortadan kaldirmadig:
bildirilmistir (Murfet 1973). Sn lokusunda dogal olarak ortaya ¢ikan resesif aleller ise
erken ¢iceklenmeyi tesvik etmektedir ve ayn1 zamanda fotoperiyot tepkisini tamamen
ortadan kaldirmaktadir. Ancak Sr geni kiiltiir bezelye germplazma ic¢inde ¢ok sinirlt bir
dagilima sahiptir. Soguga tolerans yine kislik ¢esitler i¢in ve soguk iklime sahip yerlerde
yetistiricilik i¢in 6nemli bir avantajdir ve bitkinin vejetatif donemden generatif doneme
gecisinin donlardan sonra olmasi, uzun bir fotoperiyot gereksinimi ile alakalidir.
Bezelyede soguk toleransi ile ilgili yapilan bir calismada, soguk dayaniminin giin
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uzunlugu ile alakali oldugunu ve Hr lokusunun iligkili oldugu bildirilmistir (Lejeune-
Henaut vd. 2008).

Bezelye ayrica bakteri, virlis ve mantarin sebep oldugu hastaliklar ve zararlilara
kars1 hassas bir bitkidir (Tongug vd. 2009). Bezelyenin yabani tiplerinde canli streslere
kars1 bir¢cok dayaniklilik kaynaklar: bulunmaktadir. P. subsp. elatius var. pumilio tiiriinde
Fusarium kok clirtikligi hastaligina kismi dayaniklilik oldugu belirtilmistir (Hance vd.
2004). P. fulvum tiriinde Callosobruchus chinensis L. ve Bruchus pisorum tohum
boceklerine karsit dayaniklilik kaynaklari bildirilmistir (Byrne vd. 2008; Clement vd.
2009; Esen vd. 2019; Sari vd. 2020). Bezelyede 6nemli verim kayiplarina yol agan
kiilleme hastaliginin (Erysiphe pisi D.C) bakla ve tohumla bulagabildigi kanitlanmistir
(Clement vd. 2009; Fernandez ve Rubiales 2019). Kiilleme hastaliina dayaniklilik {i¢
gen tarafindan idare edilmektedir. Bunlardan ilk belirlenen er/ ve er2 resesif genleri P.
sativum tiriinde bulunurken (Kumar ve Singh 1981; Tiwari vd. 1997), daha sonradan
bulunan dominant Er3 geni ise P. fulvum tiiriinde tespit edilmistir. Er3 geni sicaklik
faktoriinden etkilenmeyip, hem tarla hem de sera kosullar1 altinda dayamiklilik
saglamaktadir (Fondevilla vd. 2007a; Fondevilla vd. 2007b). Yapilan farkli ¢calismalarda,
pas hastalig1 (Uromyces pisi (Pers.) Wint.) ve Mycosphaerella pinodes fungal etmenine
ve canavar otuna (Orobanche crenata) dayaniklilik kaynaklar1 baz1 P. abyssinicum, P.
elatius ve P. fulvum aksesyonlarinda belirlenmistir (Perez-de-Luque vd. 2005; Fondevilla
vd. 2005; Rubiales vd. 2009; Barilli vd. 2009). Ayrica, kiiltiirii yapilan bezelyenin yabani
formlarindan olan P. elatius’un baz1 genotipleri nematoda kars1 dayaniklilik gosterdigi
bildirilmistir (Vito ve Perrino 1978).

2.5. Bezelyede Tiirler Arasi1 Melezlemeler

Tiirler aras1 melezleme ayni cinse ait iki tiirlin birbiriyle melezlenmesidir. Tiirler
aras1 melezleme, kiiltiirii yapilan tiirlere yabani akrabalarindan faydali olan genlerin
aktarilmasma izin vermektedir. Pisum tlrleri benzer karyotipte, diploid yapida ve
yaklasik %99 oraninda kendine déllenen bitkilerdir. Pisum cinsinin biitlin alt tiir ve
varyeteleri, birinci gen havuzunda olup (Cizelge 2.5), kiiltiir formu olan Pisum sativum
tirii ile kolay bir sekilde resiprokal (karsilikli) olarak melezlenebildigi bilinmektedir
(Muehlbauer vd. 1994). Smiflandirma ¢aligmalarinda tek basina ayrilan yabani tiir P.
Sfulvum bezelyenin ikinci gen havuzunda yer almaktadir (Cizelge 2.5). P. fulvum sadece
polen dondrii olarak kullanildiginda verimli melezler elde edilmistir (Ochatt vd. 2004;
Fondevilla vd. 2007a; Byrne vd. 2008; Clement vd. 2009; Aryamanesh vd. 2012; Jha vd.
2016; Kosterin vd. 2019). Fakat P. fulvum tlriniin ana¢ olarak kullanildig:
melezlemelerde ¢ogunlukla melezlerin kisir oldugu savunulmaktadir. P. fulvum tiirtiniin
anag olarak kullanildig1 melezlemelerde bir kag ¢alisma tarafindan verimli sonuglar elde
edilmistir (Bogdanova ve Kosterin 2007; Toker vd. 2017; Kosterin vd. 2019).
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Cizelge 2.5. Bezelyenin gen havuzlar

Birinci gen havuzu Ikinci gen havuzu

Pisum sativum subsp. sativum var. sativum Pisum fulvum Sibth. & Sm.
subsp. sativum var. arvense
subsp. elatius (Bieb.) Aschers. & Graebn

subsp. abyssinicum A. Br.

P. fulvum tiri Bruchus pisorum L. i¢in ¢ok onemli bir dayaniklilik kaynagidir.
Yapilan bir arastirmada, P. sativum x P. fulvum melezinden elde edilen F».3 popiilasyonun
bireylerinde tohum bdcegi dayanikliligi testlenerek, %50-70 oraninda dayaniklilik oldugu
ve dayamiklilik genlerinin P. fulvum tiriinden kiiltiir formuna aktarilabilecegi
vurgulanmistir (Clement vd. 2009). Byrne vd. (2008) tarafindan yapilan benzer bir
aragtirmada P. sativum X% P. fulvum tirler arasi melezlemeden ilerletilen F»
popiilasyonunda B. pisorum dayanikliligin kalittimina bakilmigtir, ancak kalitimin diistik
oldugu bildirilmistir. Fakat dayanikli bireylerden geri melezleme yoluyla elde edilen
popiilasyonda dayaniklilik kalitiminin 63:1 oranm1 gdsterdigi ve dayanikliligin {i¢ resesif
alelle (pwrl, pwr2 ve pwr3) kontrol edildigi tespit edilmistir. B. pisorum ve C. sinensis
boceklerine karst P. fulvum tiiriiniin dayanikli oldugu birka¢ calisma tarafindan
belirlenmistir (Aryamanesh vd. 2012; Esen vd. 2019; Sari vd. 2020). Sari vd. (2020)
bezelyede P. sativum x P. elatius tiirleri arasinda yapilan melezleme sonucu ilerletilen F2
popiilasyonunda neoplazm (Np) 6zelliginin kalittmini incelemislerdir.

Bezelyede 6nemli verim kayiplarina sebep oldugu bilinen kiilleme (Erysiphe pisi
DC.) hastaligina dayaniklilik saglayan dominant Er3 geni sadece P. fulvum tiiriinde
belirlenmistir (Fondevilla vd. 2007a; Fondevilla vd. 2007b). Bobkov ve Selikhova (2019)
P. sativum x P. fulvum tiirler arasi melezin F; popiilasyonunda biitiin bireylerin kiillemeye
kars1 dayanikli olduklarini, F» popiilasyonunda ise dayanikliligin 3:1 oraninda agilim
gosterdigini ve dayanikliligin major bir genle idare edildigini tespit etmislerdir. Basarili
P. sativum x P. fulvum, P. sativum x P. elatius melezleri bircok arastirmada elde
edilmigtir (Kosterin ve Bogdanova 2015, 2020; Sari vd. 2020). Bunlara ilaveten,
bezelyede yabani tiirlerin cansiz streslere dayaniklilig1 da bilinmektedir. P. fulvum ve P.
elatius tirlerinde bulunan kuraklik, sicaklik ve soguk dayaniklilik (Ali vd. 1994)
kaynaklar1 yine melezleme 1slahi yoluyla kiiltiirlere aktarilabilecegi diistiniilmektedir.

2.6. Bezelyede Genetik Harita Calismalar:

Bezelyenin ilk genetik baglant1 haritas1 ve yedi baglant1 grubu (LG), Lamprecht
(1948, 1958) tarafindan farkli melezlemeler sonucu firetilen ¢esitli popiilasyonlarda
morfolojik markér ayrimi kullanilarak gelistirilmistir. Haritanin yeniden diizenlenme
baslangici, izozim varyasyonlarinin ortaya ¢ikmasi ve genetik baglanti haritalarinin
olusturulmasi i¢in daha fazla morfolojik markdrlerin dahil edilmesiyle devam etmistir
(Weeden ve Marx 1984; Mahmoud vd. 1984; Weeden ve Marx 1987).
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Bezelye genetik baglanti haritalari, molekiiler markdrlerin ortaya ¢ikmasiyla
birlikte daha da gelistirilmistir. Arttirllmis markér yogunluguna ve iyi tanimlanmis
baglant1 gruplarina sahip ilk molekiiler markor tabanli bezelye haritasi Ellis vd. (1992)
tarafindan ve ardindan Timmerman-Vaughan vd. (1993) ve Weeden vd. (1993) tarafindan
olusturulmustur.

Polimeraz zincir reaksiyonunun (PCR) ortaya ¢ikmasiyla birlikte, bezelye de dahil
olmak iizere biitiin bitkilerin genetik haritalarina ¢ok sayida molekiiler markorlerin
eklenmesi icin 6nemli bir olanak meydana gelmistir. ik PCR temelli bezelye genetik
baglanti haritast RAPD markdrleri kullanilarak olusturulmus ve bezelye mozaik virlisiine
direng saglayan en geni markorlerle iligkilendirilmistir (Yu vd. 1995).

Timmerman-Vaughan vd. (1994) tarafindan, allozim, RFLP ve RAPD
markdrlerinin bir kombinasyonu kullanilarak, ve kiillemeye kars1 dayaniklilik saglayan
erl resesif geninin konumunu belirleyen ayrintili bir bezelye genetik haritast rapor
edilmistir. Yine Timmerman-Vaughan vd. (1996) tarafindan yapilan baska bir caligmada
P. sativum ve P. sativum arasinda yapilmis melezlemeden ilerletilen F» popiilasyonunda
RFLP, RAPD ve AFLP markorleri kullanilarak 1510 ¢cM (centi Morgans) uzunlugunda
harita elde edilmistir. Ayni1 ¢alismada P. sativum ve P. sativum spp. humile melezinden
tek tohum ilerletme yontemiyle elde edilen RIL popiilasyonunda ise RFLP, RAPD ve
AFLP markorlerine ilaveten morfolojik ve izozim markdrleri de kullanarak toplam 1289
cM uzunlugunda bezelye genetik haritast olusturulmustur. Burstin vd. (2001) bezelyedeki
mikrosatellitlerin (SSR) varyasyonunu ve polimorfizmini rapor etmislerdir.

Farkli bir ¢alismada yogun AFLP markorleri kullanilarak, P. sativum tiir ici
melezlemeden ilerletilen RIL popiilasyonunda 10 LG olusturularak, 1274 cM
uzunlugunda bezelye genetik baglant1 haritas: gelistirilmistir (Tar'an vd. 2003; Tar'an vd.
2004). Prioul vd. (2004) yaptiklar1 bir calismada DP (P. arvense) x JI296 (P. sativum)
bezelye genotipleri arasinda melezleme sonucu ilerletilen RIL popiilasyonunda RAPD,
SSR ve STS markérlerini kullanarak, toplamda 206 markdr 8 LG’ye dagilmig halde ve
1061 cM uzunlugunda genetik harita elde etmislerdir.

Loridon vd. (2005), maksimum sayida SSR markdriiyle bezelyede yiiksek
¢oziiniirliklii genetik harita olusturmay1 amacladiklar1 ¢alismada, bezelyede ii¢c farkli
popiilasyonu kullanarak, 340 SSR markdriiniin poliformik olanlar1 belirleyebilmek i¢in
uygun PCR kosullart denemisglerdir ve bunlardan 239 markor polimorfik bulunarak,
toplam 1400cM uzunlugundaki haritada 10 LG’de isaretlemislerdir. SSR markorleri ile
yapilan ilk kapsamli harita Loridon vd. (2005) tarafindan yayinlanmaistir.

Bitki genomik arastirmalarindaki gilincel gelismeler, birincil metabolizmada yer
alan enzimleri kodlayan genlerde tespit edilen polimorfizmleri kullanarak fonksiyonel
genetik haritalarin olusturulmasina izin vermektedir. Aubert vd. (2006), gen dizilerinde
bulunan 363 polimorfik markdrii kullanarak 1458 cM'yi kapsayan fonksiyonel bir genetik
harita gelistirmislerdir.

Ubayasena vd. (2010), P. sativum tiir i¢i melezlemeden ilerletilen RIL
poplilasyonunda, toplamda 224 AFLP ve SSR markorleri kullanarak, 890 cM
uzunlugunda genetik baglanti haritasi elde etmislerdir.
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Hamon vd. (2011), Bezelyede Baccara x PI 180693 ve Baccara x 552
melezlerinden gelistirilen iki RIL popiilasyonunda, 146 adet SSR ve 74 RAPD
markdrleriyle olusturduklari genetik haritada markdrler 7 LG’da dagildigini ve harita
uzunlugunun 1652 ¢cM oldugunu bildirmislerdir.

Timmerman-Vaughan vd. (2016) tarafindan, A26 x Rovar ve A88 x Rovar
bezelye RIL popiilasyonlarinda RFLP, SCAR, CAPS, SSR, RAPD ve AFLP gibi karisik
markorlerle baglanti haritalart olusturulmustur. A26 x Rovar RIL popiilasyonunda, 8
baglant1 grubu, 114 lokus iceren ve 1004.6 cM uzunlugunda bir harita elde edilirken, A88
x Rovar popiilasyonunda, 9 LG, 132 lokus i¢eren ve 1022.2 ¢cM uzunlugunda bir harita
elde edilmistir.

2.7. Kantitatif Ozellik Lokus (QTLs) Calismalar

Bitkilerde ekonomik agidan en onemli Ozellikler ¢oklu genler (poligenler)
tarafindan kontrol edilmektedir. Coklu genler tarafindan idare edilen 6zellikler gevreden
cok etkilendiklerinden dolay1 siirekli fenotipik varyasyon sergilemektedirler ve kantitatif
ozellikler olarak adlandirilmaktadirlar (Paterson vd. 1991; deVicente ve Tanksley 1993;
Tanksley 1993). Bu kantitatif 6zellikler, genellikle ¢evresel faktorler tarafindan
etkilenebilen, nispeten kiiciik katkilar1 olan bir¢ok gen tarafindan kontrol edilmektedirler.
Kantitatif 6zellikleri kontrol eden genler veya lokuslar, kantitatif 6zellikler lokusu (QTL)
olarak tanimlanmistir. QTL haritalamanin temel prensibi, basit bir monogenik 6zellik ile
kompleks bir kantitatif 6zellik arasinda bir iliskinin bulunmasiyla, ilk olarak Sax (1923)
tarafindan kesfedilmistir, ve ilerleyen yillarda bu tiir QTL haritalama ¢aligmalar1 daha da
gelistirilmistir (Thoday 1961).

Markdr baglantili olarak QTL bdlgelerin tanimlanmasi igin, tek markdr (single
marker) QTL analizi (Weller 1986; Luo ve Kearsey 1989) ve maksimum olabilirlik
tahminlerine (maximum likelihood estimates) dayali ¢coklu markér QTL analizi (Jensen
1989; Lander ve Botstein 1989; Knapp vd. 1990) dahil olmak iizere ¢esitli haritalama
yontemleri bildirilmistir. Tek markér QTL analizinin baslica dezavantaji, markorler ilgili
QTL’den uzak oldugu zaman, QTL’lerin tespit glicii azalmaktadir. Interval haritalama
(IM) ile, hem iki iliskili markoriin ayrilma bilgisi hem de maksimum likelihood bilgisinin
ayni anda dikkate alinmasiyla bu giicliigiin iistesinden gelinmistir (Lander ve Botstein
1989).

Zamanla, en yaygin olarak kullanilan QTL haritalama yontemleri, IM (Lander ve
Botstein 1989) ve coklu (multiple) QTL modeline (MQM) dayali yontemler olmustur
(Jansen 1993, 1994; Jansen ve Stam 1994). IM'de, genomdaki her pozisyonda ayr1 bir
QTL'e sahip olma veya olmama olasilik haritasi, markér segregasyon bilgisine ve
haritalama popiilasyonunun fenotipik tahminlerine dayanilarak hesaplanmaktadir. IM'de,
bu iki olasilik istatistiginin (LOD) orani, onemli esik seviyesini astig1 zaman bir QTL
ortaya ¢ikmaktadir.

Interval haritalama yonteminde, haritalama popiilasyonundaki bireylerin sayisi ve
kantitatif Ozellik lokusunun genotipik etkisinin boyutu, QTL’lerin belirlenmesinin
dogruluk diizeyini biiyiik 6l¢iide etkilemektedir (van Ooijen 1992). Birden fazla QTL’in
es zamanl haritalanmasi gibi alternatif yaklagimlara kiyasla, interval haritalamada Tip I
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(yanlis QTL tespit etme) ve Tip II (QTL tespit edememe) hata olasiliginin ¢ok daha
yiiksek oldugu bildirilmistir (Jansen 1994).

Coklu QTL (MQM) yontemi ile, Tip I ve Tip II hatalar1 azaltilarak, interval
haritalama yonteminin eksikleri giderilmistir (Jansen ve Stam 1992; Jansen 1994). MQM
yaklasiminda, iki asamali bir QTL haritalama prosediirii uygulanarak, yakinlardaki
QTL'lerden kaynaklanan anlamsiz veriler elemine edilmektedir; bu prosediiriin birinci
asamasinda, QTL'lerle iligkili dGnemli markorler ¢oklu regresyonla tanimlanirken, ikinci
asamasinda da yakindaki QTL'lerin yarattig1 anlamsiz verileri ortadan kaldirarak bitisik
markorleri ko-faktor markorleri olarak kullanmaktadir.

Interval haritalama yaklagimi, varsayilan iligkili konumlarin etkilerini tamamen
ayrramamaktadir (Li vd. 2007). Composite Interval Haritalama (CIM), QTL'in etkisini
konumlarindan ayirarak QTL haritalamanin giivenilirligini ve dogrulugunu artiran giiglii
bir analitik tekniktir (Zeng 1993; Zeng 1994). CIM yaklasimi, iliskili QTL'leri tespit
etmek i¢in diger haritalama yontemlerine gore avantajlara sahiptir. Coklu regresyon
ozelliklerinden yararlanilarak, bu yaklagimin test istatistigi, test aralifi disinda
QTL'lerden etkilenmeyecek sekilde olusturulmustur (Zeng 1994).

Ekonomik agidan 6nemli diger bitkilerle karsilastirildiginda, bezelyede nispeten
daha az sayida QTL haritalama ¢alismasi rapor edilmistir (Swiecicki ve Timmerman-
Vaughan 2005; McPhee 2007). Timmerman-Vaughan vd. (1996), 101 RFLP, 58 RAPD
ve 40 AFLP markorii ile, bezelyede tiir ici melezlemeden ilerletilen F» ve rekombinant
kendilenmis hatlar (RIL) olmak iizere iki popiilasyonun genetik baglanti haritasini
olusturarak, tohum agirlig1 igin bezelyedeki ilk QTL analizini bildirmislerdir. Iki
poplilasyonda da tohum agirlig ile iligkili birkag QTL tanimlanmasina ragmen, her iki
popiilasyonda ortak olan LGIII’te yalnizca bir QTL tanimlanmuistir.

Pilet-Nayel vd. (2002), Aphanomyces euteiches Drechs'in neden oldugu
Aphanomyces kok ctirtikliigii hastaligi i¢in, Puget (hassas) % 90-2079 (kismen dayaniklr)
tiir i¢i melezlemeden tek tohum ilerletme yontemiyle gelistirdikleri 127 adet bireyden
olusan RIL popiilasyonunu, AFLP, RAPD, SSR, ISSR, STS, izozimler ve morfolojik
markdrlerini  kullanarak genotiplemiglerdir. 324 markor ile olusturduklart genetik
haritada toplam 7 genomik boélge Aphanomyces kok clirtikligli dayamklilig: ile
iliskilendirilmistir. Bunlardan LGIVb'de bulunan ve Aphl olarak adlandirilan QTL
varyasyonun %47’sini ac¢ikladigi i¢in major olarak kabul edilmistir. Diger iki QTL (4ph2
ve Aph3), sirasiyla LGV ve LGla'da olduklar1 bildirilmistir. Aph2 varyasyonun %32’sini,
Aph3 ise varyasyonun %1 1’ini agikladig1 belirlenmistir. Minor olarak kabul edilen diger
dort QTL ise LGIb, LGVII ve LGB'de tanimlanmustir.

Tar’an vd. (2003), bezelyede yatmaya dayaniklilik, bitki boyu ve antraknoz
hastalig1 i¢in QTL belirlemeyi amacladiklar1 ¢alismada, tiir i¢i melezlemeden gelistirilen
88 adet RIL hatlarinda AFLP, RAPD, STS markdrleri kullanilarak genetik harita
olusturmuslardir. Yatmaya dayaniklilik i¢in, toplam fenotipik varyasyonun %58’ini
aciklayan, bir tanesi LGIII'te, digeri LGVI’da olmak tizere 2 adet QTL tanimlanmaigtir.
Bitki boyu icin ii¢ tane QTL tanimlanmis olup, toplam varyasyonunun %64.6’sinin
aciklandigi bildirilmistir. Bitki boyu i¢in tanimlanan QTL’ler LGIII, LGC ve LGD’de
oldugu belirtilmistir. Antraknoz hastaligina tepki i¢in yine li¢ adet QTL belirlenmistir.

17



KAYNAK TARAMASI H. SARI

QTL ler sirasiyla LGII, LGIV ve LGVI’da isaretlenerek, toplam varyasyonun %35.9’unu
acikladigi belirlenmistir.

Prioul vd. (2004) tarafindan yapilan bir calismada, P. sativum tir ici
melezlemeden ilerletilen 135 rekombinant kendilenmis hattan olusan popiilasyonu
morfolojik, RAPD, SSR ve STS markoérleri ile genotiplenmistir. Sekiz baglanti grubuna
dagilmig 206 markor ile genetik harita olusturularak, antraknoz hastaligina dayaniklilik,
bitki boyu ve c¢iceklenme zamani 6zellikleri igin QTL’ler belirlenmistir. Antraknoz
hastalig1 i¢in kontrolli sartlar altinda alti QTL (LGIII, LGVa, LGVI ve LGVII)
belirlenmistir. Arazi sartlarinda yiiriittiikleri ¢calismada ise toplam on {i¢ adet QTL (LGII,
LGIII, LGVa ve LGVII) belirlenmistir. Bitki boyu i¢in belirlenen ii¢ QTL, LGII, LGIII
ve LGVII’de oldugu, ¢iceklenme zamani i¢in belirlenen ti¢ QTL ise LGII, LGIII ve
LGVTI’da olduklar bildirilmistir.

Tar’an vd. (2004) tarafindan yapilan bir diger ¢calismada, Carneval ve MP1401 P.
sativum tiir i¢i melezinden elde edilen RIL popiilasyonunda olgunluk, tohum protein
konsantrasyonu ve tane verimi i¢in QTL haritalamas1 yapilmistir. Baglanti haritast AFLP,
RAPD ve STS markorleriyle olusturulmustur. Hem tane verimi hem de olgunluk giin
sayist Ozellikleri i¢in dort tane, tohumda protein konsantrasyonu igin li¢ tane QTL
belirlenmistir. Tane verimi QTL’leri, baglant1 haritasinin II, VI ve VII gruplarinda,
toplam %38.7 varyasyonu acgikladigi, tohumdaki protein konsantrasyonu ile iliskili
QTL’lerin LGIII, LGVI ve LGA’da oldugu ve toplam %44.6 varyasyonu acgikladigi ve
olgunluk ile ilisiki QTL’lerin LGII, LGIII ve LGVI’da oldugu ve %34.6 varyasyonu
acikladigi belirlenmistir.

Irzykowska ve Wolko (2004), yetistiriciligi yapilan bezelyede tohum protein
birikimi ve verimle iligkili 6zellikleri kontrol eden QTL’leri belirlemislerdir. Baglanti
haritasi, morfolojik, izozim, AFLP, ISSR, STS, CAPS ve RAPD markérleri kullanilarak
tir i¢i melezlemeden elde edilen F» popiilasyonunda olusturulurken, verimle ilgili
ozelliklerin  fenotiplenmesi F> poplilasyonunda ve Fs4 kademesindeki RIL
popiilasyonunda yapilmistir. Calismada tohum sayisi, bakla sayisi, 1000-dane agirligi ve
tohum protein birikimi incelenmistir. Varyasyonun %9.1 ve %55.9 araliginda degistigi,
toplam 37 adet QTL belirlenmistir. Verimle ilgili 6zelliklerin ve tohum protein birikimi

ozelliklerinin en 6nemli bolgelerinin LGIII ve LGV te oldugu vurgulanmistir.

Timmerman-Vaughan vd. (2005), bezelyede Primo ve OSU442-15 arasinda
yapilan melezleme sonucu elde edilen F» popiilasyonunda tohum verimi, verim
bilesenleri ve gelisimsel 6zellikler icin QTL haritalamas1 yapmislardir. Verim bilesenleri
olarak tohum agirlig1, tohum sayist ve hasat indeksi incelenirken ve gelisimsel 6zellikler
icin ilk ¢icek bogumu, ¢icekli bogum sayisi ve toplam bogum sayis1 6zellikleri haritalama
icin kullanilmistir. Verimle ilgili 6zellikleri etkileyen QTL’ler, LGs I, II, III, IV, VI ve
VII'deki 19 genomik bolge ile iligkilendirilmistir.

Pilet-Nayel vd. (2005), bezelyede kok ciirtikliigii hastaligi icin, Amerika ve Fransa
merkezli iki izolatin, iki farkli ¢evrede dayamikliligini testleyerek, daha Onceki
caligmalarinda (Pilet-Nayel vd. 2002) belirledikleri QTL’leri karsilastirmislardir.
Calismada ayni1 popiilasyon ve ayni genetik harita kullanilmigtir. Sera kosullar1 altinda
kok ciiriikliigii hastaligina dayaniklilik gosteren 10 QTL belirlenmistir. Daha onceki
caligmalarinda ek olarak 7 QTL tanimlanarak, iki izolattan Fransa merkezli olana 6zel
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olarak tanimlanmistir, ancak Amerika merkezli olan izolatta tanimlanmamistir. Calisma
bulgularina gére markor destekli seleksiyona uygun ti¢ QTL bildirilmistir.

Prioul vd. (2007), bezelyede antraknoz dayanikligi i¢in dayaniklilhik gen
analoglarin1t (RGA) ve savunmayla iligkili (DR) genleri, daha onceki ¢alismlarinda
kullandiklart (Prioul vd. 2004) JI296 (kismi dayanikli) x DP (hassas) RIL
popiilasyonunda QTL’leri, QTL ve aday genler arasindaki ortak yerlesim yerlerini tespit
etmiglerdir. Antraknoza dayaniklilik i¢cin aday genler ve QTL'ler arasinda iki ortak
lokalizasyon LG III {izerinde, LG VII'de ise bir RGA kiimesi ile QTL mpVII-1 arasinda
bagka bir ortak lokalizasyon gozlemlemislerdir.

Dumont vd. (2009), bezelyede soguga tolerans mekanizmasinin anlasilabilmesini
gelistirmek i¢in seker konsantrasyonu, elektrolit akisi (sizinti), ozmotik basing ve
RuBisCO’nun etkinligini degerlendirmislerdir. Calismada, Champagne (don tolerant) ve
Terese (hassas) tiir ici melezlemeden ilerletilen RIL popiilasyonu iki farkli lokasyonda
kullanilmistir. Her iki lokasyonda da sabit, varyasyonlart %6.5 ve %46.5 arasinda degisen
LG5 ve LG6’da QTL’ler belirlemislerdir. Bu QTL’lerin soguk toleransinda
iklimlendirmeye bagli oldugunu, Hr aleli tarafindan saglanan don kagisiyla baglantili
olmadigini bildirmislerdir.

Ubayasena vd. (2010) tarafindan yapilan bir ¢alismada, P. sativum’da kotiledon
beyazligina dayaniklilik i¢cin QTL analizi ve genetik kontrol arastirilmistir. Orb (hassas)
x CDC Stricker (kotiledon beyazligina dayamikli) P. sativum tir i¢i melezinden
gelistirilen RIL popiilasyonunda 90 birey ile calisilmistir. Popiilasyon AFLP ve SSR
markdrleri ile genotiplenmistir. Bezelyede yesil kotiledon beyazligina dayaniklilik i¢in
LGIV ve LGV’te major QTL’ler belirlenmistir.

Fondevilla vd. (2010), bezelyede orobans parazitine (Orobanche crenata Forssk.)
dayaniklilik i¢in P. sativum ssp. syriacum (dayanikli) x P. sativum (hassas) melezinden
ilerletilen rekombinant kendilenmis hatlarda ¢alismislardir. Dayaniklilik ile iligkili dort
QTL, LGI, LGIII, LGV ve LGVI’da ve %10-%17 arasinda bireysel olarak fenotipik
varyasyon agiklamiglardir.

Feng vd. (2011), P. sativum’a ait gesitlerden Carman ve Reward arasinda
melezleme sonucu elde edilen RIL popiilasyonunda, bezelyede fusarium kok ¢iirtikliigii
hastaligina kars1t dayaniklilik gosteren QTL’ler ile iliskili mikrosatelit markorleri
tanimlamak i¢in arastirma yapmislardir. LGVII’de tanimlanan QTL, AA416 ve AB60
SSR markérleri ile yakin iligkili bulunmustur. Markdr destekli seleksiyonda bu
markdrlerin kullanilabilecegi bildirilmistir.

Hamon vd. (2011) tarafindan bezelyede Aphanomyces euteiches’in sebep oldugu
kok ciiriikliigii hastaligina dayaniklilik i¢in kalict QTL’lerin belirlenmesi amaglanan
caligmada 552 (kismi dayanikli) x Baccara (hassas) ve PI 180693 (kismi dayanikli) X
Baccara melezlerinden ilerletilen iki RIL popiilasyonu kullanilmistir. Bezelyede A.
euteiches'e kismi dayaniklilikla iligkili 23 genomik bolgeye ve 13 Onemli epistatik
interaksiyona karsilik gelen toplam 135 aditif etkili QTL belirlemislerdir. Tanimlanan 23
aditif etkili genomik bdlge arasindan bes tanesini tutarli olarak tespit etmislerdir.
Belirledikleri tutarli bes QTL’in markor destekli seleksiyonda kullanilabilecegini
vurgulamiglardir.
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Hamon vd. (2013), daha 6nce kullanmis olduklar {i¢ haritalama popiilasyonunda
(Puget x 90-2079, Baccara x PI180693 ve Baccara x 552) ve bunlara ek olarak dordiincii
bir haritalama popiilasyonunda (DSP % 90-2131) A. euteiches'e dayaniklilik i¢in 27 meta-
QTL tanimlamislardir. Son derece tutarli alt1 genomik bolge de dahil olmak {izere yedi
dayaniklilik i¢in belirlenen meta-QTL, erkencilik ve bitki boyu i¢in belirlenen alt1 meta-
QTL ve ii¢ morfolojik gen (Af, 4, R) ile birlikte lokalize edilmistir. Dayanikliliga katkida
bulunan aleller genellikle bezelye yetistiriciligi icin istenmeyen aleller ile
iligkilendirilmistir. Alt1 ana meta-QTL bolgesinin altinda yatan aday genler, bezelye ve
Medicago truncatula genomlari arasindaki es dogrusallik kullanilarak tanimlanmagtir.

Irzykowska vd. (2016), bezelyede bazi morfolojik 6zelliklerin kantitatif 6zellik
lokuslarint (QTLs) belirlemislerdir. Wt10245 ve Wt11238 P. sativum tir igi
melezlemeden elde edilen RIL popiilasyonunda c¢aligmiglardir. Popiilasyonun baglanti
haritas1 morfolojik, izozim, AFLP, ISSR, STS, CAPS ve RAPD markdrleri kullanilarak
olusturulmustur. Sap uzunlugu ve bogum sayis1 Ozellikleriyle iliskili 12 QTL
belirlemiglerdir. QTL’lerin ¢ogunun LG2’de oldugunu ve bezelye genomunda bu
bolgenin bitki boyu kontroliinde 6enmli rol oynadigini bildirmislerdir.

Farkli arastirmalarda bezelyede ayni fenotipik 6zelligi kontrol eden QTL'ler
tanimlanmasina ragmen, bu haritalar ortak markorlerin eksikliginden dolay1 karsilagtirma
konusunda siirl kalmaktadir (Swiecicki ve Timmerman-Vaughan 2005; McPhee 2007).
Siirli basariya sahip bir konsensus bezelye genetik baglant1 haritasi olusturmak i¢in bir
kag girisim yapilmistir fakat hala yetersizdir (Weeden vd. 1998; McPhee 2007).
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3. MATERYAL VE METOD
3.1. Materyal
3.1.1. Melezlemede kullanilan anaclar

P. sativum x P. fulvum ve P. fulvum x P. sativum melezleri yapilmasina ragmen,
ikinci melezden sadece tek tohum ve F; de tek bitki yetistirildigi i¢in bu ¢aligmaya dahil
edilmemistir. Tez ¢alismas1 kapsaminda, RIL popiilasyonu i¢in anne ebeveyn olarak orta
erkenci, beyaz ¢igeklere sahip ve yetistiriciligi yapilan P. sativum tiiriine ait ACP 20
genotipi kullanilmistir. Baba ebeveyn (polen dondrii) olarak ise ge¢ olgunlasan, turuncu
cicek rengine sahip bezelyenin yabani tiirii olan P. fulvum tiiriine ait AWP 600 genotipi
kullanilmistir. ACP 20 genotipi biiyiik, burusuk ve krem renkli tohumlara sahip ve 100-
dane agirlig1 42.8 g’dir. AWP 600 genotipi kiigiik, diiz, siyah renkli tohumlara sahip ve
100 dane agirhigr 5.4 gr’dir (Cizelge 3.1). AWP 600 genotipi, tohum bdcegine
(Callosobruchus chinensis L.) ve Erysiphe pisi DC'nin neden oldugu kiilleme hastaligina
kars1 dayaniklidir (Fondevilla vd. 2007a; Esen vd. 2019). Ebeveynlere ait ozellikler
Cizelge 3.1°de verilmistir. Her iki ebeveyn, 2015 yilindan 2021 yilina kadar Akdeniz
Universitesi, Ziraat Fakiiltesi’ne ait arastirma tarla ve seralarinda yetistirilmislerdir.

Cizelge 3.1. P. sativum ve P. fulvum arasindaki tiirler arasi melezlemede kullanilan
ebeveynlerin baz1 agro-morfolojik ve dnemli 6zellikleri

Tohum Tohum 100-dane

Tir Genotip Cigek rengi Vi sekli agirh () Dayanikliliklart
P. .
. ACP 20 Burusuk 42.8 Kiilleme
sativum 1 A
N
P. fulvum  AWP 600 ‘ Diiz 5.4 Kalleme, tohum
’ bocegi

3.1.2. Melez bitkiler ve rekombinant kendilenmis hatlar

P. sativum x P. fulvum ile P. fulvum X P. sativum arasinda resiprokal olarak tiirler
aras1 melezlemeler gerceklestirilmistir. P. fulvum x P. sativum tiirler aras1 melezi sadece
F1 kademesine kadar yetistirilmis olup, tohumlarin az sayida olmasindan dolay1 tez
caligmas1 kapsaminda degerlendirilmemistir. Tez kapsaminda kullanilan, P. sativum ile
P. fulvum arasindaki tiirler aras1 melezleme sonucu elde edilen dort adet melez tohum
2016-17 yillarinda ekilerek F; generasyonu elde edilmistir. Fi’den elde edilen 121 adet
tohum, 2017-18 yillarinda ekilerek F> popiilasyonuna ilerletilmistir. F> kademesinden
itibaren her bir bitkiden tek tohum ilerletme (SSD) yontemiyle Fi, Fs4 ve Fs
popiilasyonlari, sirasiyla 2018-19, 2019-20 ve 2020-21 yillarinda sera kosullart altinda
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yetistirilmistir. Her popiilasyonun hasadi tek bitki olarak ayri ayr1 yapilmistir. Melez
bireylere ve rekombinant kendilenmis hatlara ait bazi1 goriintiiler Sekil 3.1°de verilmistir.

Sekil 3.1. Tez calismas1 kapsaminda yetistirilen P. sativum x P. fulvum tiirler arasi
melezlemeden gelistirilen bitkiler ve hatlara ait genel goriintiiler
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3.1.3. Deneme yerine ait iklim o6zellikleri

Denemelerin yapildigi cam seralara ait en diisiik ve en yiiksek sicaklik
ortalamalar1 Sekil 3.2°de sunulmustur. F3 popiilasyonun yetistirildigi yila (2018-19) ait
aylik en yiiksek sicakliklar Aralik'ta 23.7°C, Ocak'ta 19.3°C, Subat'ta 22.8°C, Mart'ta
29.5°C, Nisan'da 33.6°C, Mayis'ta 35.8°C ve Haziran'da 43.8°C olarak kaydedilmistir. F4
popiilasyonunun yetistirildigi yila (2019-20) ait aylik en yiiksek sicakliklar ise Aralik'ta
25.0°C, Ocak'ta 20.9°C, Subat'ta 20.48°C, Mart'ta 32.8°C, Nisan'da 36.9°C, Mayis'ta
37.5°C ve Haziran'da 44.2°C olarak kaydedilmistir.

50 -
45
40 -
35 -
30 -
25 -
20 -

Sicaklik (°C)

15 -
10 -
5
0

2018-19 2019-20

e Min. (°C) e Max. (°C)

Sekil 3.2. 2018-19/2019-20 yillarina ait denemenin yiiriitiildiigli seranin en diisiik ve en
yliksek sicaklik verileri

3.1.4. Deneme yerine ait toprak ozellikleri

Denemelerin yapildig1 seraya ait toprak analizlerine gore, %1.2 oranda organik
madde ve %0.09 oran ile azot diisiik seviyede belirlenmistir. Toprak yapis1 bakimindan
tinl, pH icerigi 8.0 ve kalsiyum karbonat igerigi (CaCO3) %17.6 olarak belirlenmistir.
Bitki besin elementleri bakimindan 24.7 mg/kg P, 5.11 mg/kg Fe, 1 mg/kg Zn, 27.75
mg/kg Mn ve 1.26 mg/kg bakir yeterli diizeyde tespit edilirken, K, Ca ve Mg icerikleri
sirastyla 17.6 mg/100g, 652 mg/100g ve 14.6 mg/100g olarak tespit edilmistir.
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3.2. Metod
3.2.1. Fenotipleme i¢in alinan gozlemler

P. sativum ve P. fulvum tiirler aras1 melezlemeden elde edilen F; bitkileri, F> ve
F3 popiilasyonunlarinda transgresif acilimlarin belirlenebilmesi ve F4 popiilasyonunda,
ozellikle erkencilik icin QTL’lerin belirlenebilmesi nedeniyle her bir bitkiden ayr1 ayri
olmak {izere asagida verilen 6zellikler temel alinarak fenotipleme yapilmaistir.

e Cicek rengi: Ozellikle F; bitkilerinde, F» ve F3 popiilasyonlarinda cicek rengi
turuncu, pembe ve tonlari, beyaz seklinde kalitatif olarak kaydedilmistir.

¢ Ciceklenme giin sayisi: Her bir bitkinin ¢imlenme tarihinden itibaren ilk
ciceklenme tarihine kadar gecen giin sayisidir.

e Bakla baglama giin sayisi: Her bir bitkinin ¢imlenme tarihinden itibaren ilk
bakla baglama tarihine kadar gecen giin sayisidir.

e Bitki boyu (cm): Bitki gdvdesinin toprak iistiindeki kisimdan en ugtaki siirglin
ucuna kadar olan uzunluktur.

o 1lk bakla yiiksekligi (cm): Bitki gdvdesinin toprak iistiindeki kisimdan asagidan
olusan ilk baklaya kadar olan uzunlugudur.

e Bogum arasi (cm): Bitkinin kulak¢iklarinin oldugu iki bogum arasindaki
mesafedir.

e Bakla sayis1 (adet): Bir bitkide olusan baklalarin toplam sayisidir.

e Baklada dane sayis1 (adet): Bir bitkide olusan baklalardan tesadiifii bes adet
secilerek icindeki danelerin sayisidir.

e Bakla boyu (cm): Bir bitkide olusan baklalardan tesadiifii bes adet secilerek
uzunluklarinin 6l¢iilmesidir.

e Biyolojik verim (g): Hasat olgunluguna gelmis bir bitkinin sap, bakla ve
daneleriyle birlikte toplam agirligidir.

e Tohum verimi (g): Hasat olgunluguna gelmis bir bitkide, harman yapildiktan
sonra biitiin danelerinin agirhigidir.

e Hasat indeksi (%): Bir bitki i¢in Dane verimi/Biyolojik verim x 100,
formiilii ile hesaplanmuistir.

3.2.2. Transgresif acilmalar ve siiper-erkenci hatlarin secimi

Transgresif agilma, acilan popiilasyonlarda herhangi bir 6zellik i¢in ebeveynlerin
degerlerinden daha biiyiik veya daha diisiik degerlere sahip bireylerin gézlenmesi olarak
tanimlanmaktadir (deVicente ve Tanksley 1993). Ag¢ilan popiilasyonlarda goriinen asiri
fenotipler icin farkli isimlendirme ve aciklamalar yapilmistir (Rick ve Smith 1953; Grant
1978). Tez ¢alismasi kapsaminda ise tizerinde durulan en 6nemli 6zellik olan erkencilik
icin ag¢ilan popiilasyonlarda daha 6nce goriilmeyen (de novo) siiper erkenci bireyler olarak
tanimlanmistir. Tez ¢aligmasinda erkenci olarak kullanilan anne ebeveynden ¢ok daha
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erkenci olan bireyler, kullanim amaglarina gore (sebze, dane, konserve) secgimleri
gerceklestirilmistir (Sekil 3.1).

3.2.3. Ki-Kare analizi

Ki-Kare testi, F» acilan popiilasyonunda ¢igek rengi icin beklenen 12:3:1 agilimina
uygunlugu test edilmek i¢in kullanilmistir:
(0i - E)?

XP =N

Ej
formiile gore, O gozlenen, E beklenen degerleri ifade etmektedir.
3.2.4. Dar anlamda kalitim derecesi

Fenolojik ve agro-morfolojik 6zelliklerin her biri i¢in dar anlamda kalitim
dereceleri (h?) F2 (X) ve F3 (Y) popiilasyonlar1 arasinda Poehlman ve Sleper (1995)
tarafindan bildirilen ebeveyn-ddl regresyonu metoduna gore asagidaki formiile gore
hesaplanmuistir.

b= Z(X— X) (Y- 7)/2()(— X)?,
h? = b,

buna gore, regresyon cizgisinin egimi (b), dar anlamda kaliim derecelerini temsil
etmektedir. Agro-morfolojik 6zellikler i¢in benzer bir dar anlamda kalitim derecesi, Cicer
cinsinin tiir i¢i ve tiirler aras1 melezlemelerinde kullanilmistir (Koseoglu vd. 2017). Tez
caligmasi kapsaminda, dar anlamda kalitim dereceleri yiizde (%) olarak verilmistir.

3.2.5. Fenolojik ve agro-morfolojik 6zelliklerin analizleri

P. sativum ve P. fulvum tiirler aras1 melezleme sonucu elde edilen F; bitkileri, F»
ve F3 popiilasyonunda alinan fenolojik ve agro-morfolojik 6zelliklerin ortalama, standart
hata, en kiiciik ve en biiylik degerlerini iceren tanimlayic istatistikleri SPSS 26 istatistik
programinda gerceklestirilmistir. Ciceklenme zamani, bakla baglama zamani ve agro-
morfolojik ozelliklerin regresyon egilimleri SPSS 26 istatistik programi kullanilarak
hesaplanmistir. Ayrica erkencilik 6zelligi iizerine diger fenolojik ve agro-morfolojik
ozelliklerin dogrudan ve dolayl etkilerini gostermek i¢in yapilan path analizi SPSS 26
programi kullanilarak gerceklestirilmistir.

3.2.6. DNA izolasyonu

Calismada kullanilan F4 RIL popiilasyonuna ait her bir bitkinin gen¢ yapraklari
alinarak, DNA izolasyonu Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Molekiiler Bitki Islahi
Laboratuvarinda Doyle ve Doyle (1990) tarafindan gelistirilen CTAB (Cizelge 3.2)

yontemine gore agsagidaki prosediir uygulanarak gergeklestirilmistir.
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DNA izolasyon prosediirii:

1.

10.

F4 RIL popiilasyonua ait her bir bitkiden alinmis olan geng yapraklar, 1.5 ml’lik
ependorf tiiplere konularak iizerine %0.5 merkaptoetanol iceren 500 ml CTAB
cozeltisi (Cizelge 3.3) eklenmistir.

Ependorf tiip icerisindeki yapraklar1 pargalamak i¢in otoklavlanmis plastik ezme
cubuklar ile gili¢ uygulanarak yapraklar tamamen ezilmistir. Her bir bitki i¢in
farkl bir ezme ¢ubugu kullanilmigtir.

Ezme islemi tamamlanmis olan ependorf tiipler sicakligi 65°C olan su banyosuna
inkiibasyon i¢in 3 saat siireyle birakilmistir. Bu siirecte 15-20 dakika araliklarla
ependorf tiipler hafif bir sekilde c¢alkanarak siire sonuna aym iglem tekrar
edilmistir.

Inkiibasyon asamasindan sonra érneklerden proteini uzaklastirilabilmek icin her
tip igerisine 600 pl kloroform izoamil alkol (24:1) ¢dzeltisi eklenerek, tiip
icerisindeki s1v1 ile karigabilmesi i¢in tiiplere ¢alkalama islemi uygulanmstir.

Calkalama isleminden sonra ependorf tiipler 20 dakika siire boyunca 14000 rpm
hizinda santrifiij edilmistir.

Santrifiij isleminden sonra ependorf tiiplerin alt kisminda kloroform, orta kisminda
protein, tist kisminda ise DNA’nin bulundugu siv1 olarak ii¢ ayri faz gozlenmistir.
Ependorf tliplin en {ist kisminda goriilen faza siipernatant veya iist faz
denilmektedir. Her bir ependorftan yaklasik 300 pl st faz pipet yardimiyla
alinarak yeni ependorf tiiplere aktarilmistir. Daha temiz DNA elde edebilmek i¢in
bu asama 4. maddeye geri doniilerek ayni islemler takrar edilerek, yaklagik 150 pl
tist faz alinmis ve yeni ependorf tiiplere aktarilmistir.

Ependorf tiiplerdeki iist faz sivisinin {izerine DNA’nin dibe ¢okmesi i¢in 500 pl -
20°C muhafaza edilmis soguk izoproponal eklenmistir ve ardindan tiipler alt-iist
edilerek yavasca karistirilarak bir gece -20 °C’de muhafaza edilmistir.

1 gece -20 °C’de bekletilen ornekler, 10 dakika siire 14000 rpm’de santrifiij
islemine tabi tutulmustur.

Santrifiij isleminden sonra ependorf tiiplerinin dibinde pelet olusumu saglanmaistir.
Peletleri hareket ettirmeden tiiplerin icerisindeki sivilar dikkatli bir sekilde
bosaltilmistir.  Sivilar1 uzaklastirilan ependorf tiiplerin igerisine -20 °C’de
muhafaza edilen 300 pl %70’lik etil alkol (etanol) eklenerek 14000 rpm’de 5
dakika santrifiij islemi yapilmigtir. Santriflij isleminden sonra yine pelete zarar
vermeden alkol yavas bir sekilde dokiilmiistiir. Ayn1 islem bir defa daha tekrar
edilerek tiiplerin kapaklar1 acik birakilarak yaklasik 1 saat oda sicakliginda
kurumaya birakilmigtir.

Ependorf tiiplerin icerisindeki sivilar tamamen kuruduktan sonra tiip igerisine 150
ul otoklavli saf su eklenmistir. Saf su eklendikten sonra ise tiip icerisindeki
DNA’nin siviya gecebilmesi i¢in 6rnekler +4 °C’de bir gece bekletilmistir. Bir
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gece +4 °C bekletilen DNA ornekleri daha sonra kullanilmak tizere -20 °C’de

muhafaza edilmistir.

DNA izolasyonunun ardindan DNA kalitelerini kontrol etmek i¢in her bireyden 1
ul DNA, 1 pl bromofenol mavisi ile boyanarak %1’lik agaroz jele yiiklenerek, 60 voltta

30 dakika yiirtitiilmiistiir ve UV 151k altinda goriintiileri alimmistir (Sekil 3.3).

Cizelge 3.2. CTAB soliisyonu bilesenleri

Bilesenler Buffer Son Konsantrasyonlari Hacim
NaCl 14M 280 ml
Tris-HCL PH:8 1000 mM 100 ml
EDTA PH:8 20 mM 40 ml
CTAB % 2 20g
Beta-merkaptoetanol % 0.2 2 ml
Toplam 1000 ml
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Sekil 3.3. F4 rekombinant kendilenmis hatlar ve ebeveynlerine ait DNA’larin UV altinda
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3.2.7. SSR markorlerin (primer) belirlenmesi

F4 rekombinant kendilenmis hatlarda genetik haritanin olusturulmasi ve

fenotipleme yapilan ozelliklerin QTL’lerinin belirlenmesi i¢in Loridon vd. (2005)
tarafindan haritalanmis, yiiksek polimorfizm gosteren SSR markorlerden her baglanti
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grubundan (LG) 10 adet olmak iizere toplam 70 adet se¢ilmistir. Yetmis SSR markér PCR
analizlerinde kullanilarak, hem anne bitkide hem de baba bitkide polimorfizm gdsteren
45 SSR markor caligmada kullanilmistir. Polimorfik primerlere ait 6zellikler Cizelge
3.3’de verilmistir.

Cizelge 3.3. Calismada kullanilan SSR markorleri ve tanimlayici bilgileri

Primer Baglant1 | Forward (5°-37) Reverse (3°-57)

adi grubu

AD147 | LGI AGCCCAAGTTTCTTCTGAATCC AAATTCGCAGAGCGTTTGTTAC
AA474 | LGI GCCCACACAAGTGGTTCTATAAAT | ATTAGTCGTTTTTCTGAAACATCAAAG
AA67 LGI1 CCCATGTGAAATTCTCTTGAAGA GCATTTCACTTGATGAAATTTCG
AC75 LGl CGCTCACCAAATGTAGATGATAA | TCATGCATCAATGAAAGTGATAAA
D21 LG1 TATTCTCCTCCAAAATTTCCTT GTCAAAATTAGCCAAATTCCTC
AB28 LG1 CCTGAGTCATCACATAGGAGAT GCAGAAGTATTTGACTTGATGGAA
AA205 | LG2 TACGCAATCATAGAGTTTGGAA AATCAAGTCAATGAAACAAGCA
AB149 | LG2 ACAAAGGATGATGAAAGACCCG | TCATTACTCAAAGAATGCACCCAC
AB33 LG2 CATTGAATTTGTGGGAGAAAGG TGTGGATGTTGCAATTTCGT
AA504 | LG2 TGAGTGCAGTTGCAATTTCG TCAGATGAAGAGCATGTGGG
AD148 | LG2 GAAACATCATTGTGTCTTCTTG TTCCATCACTTGATTGATAAAC
AA372.1 | LG2 GAGTGACCAAAGTTTTGTGAA CCTTGAACCCATTTTTAAGAGT
D23 LG2 ATGGTTGTCCCAGGATAGATAA GAAAACATTGGAGAGTGGAGTA
AA153 | LG2 TTTGATAGTCCGACTTTTCCAT GTGACAAAAGAATTCAAAACGC
AD73 LG3 CAGCTGGATTCAATCATTGGTG ATGAGTAATCCGACGATGCCTT
AD270 | LG3 CTCATCTGATGCGTTGGATTAG AGGTTGGATTTGTTGTTTGTTG
AAS LG3 TGCCAATCCTGAGGTATTAACACC | CATTTTTGCAGTTGCAATTTCGT
AA122 | LG4 GGGTCTGCATAAGTAGAAGCCA AAGGTGTTTCCCCTAGACATCA
AD61 LG4 CTCATTCAATGATGATAATCCTA | ATGAGGTACTTGTGTGAGATAAA
A9 LG4 GTGCAGAAGCATTTGTTCAGAT CCCACATATATTTGGTTGGTCA
AA315 | LG4 AGTGGGAAGTAAAAGGTGTAG TTTCACTAGATGATATTTCGTT
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Cizelge 3.3.’lin devami

Primer adi1 | Baglant1 | Forward Reverse

grubu
AA92 LG4 éAGGTCTGAAGCTGAACCTGAAG GCAGCCCACAGAAGTGCTTCAA
AB45 LG4 ATTACACCAACAATCTCCCACT TGTAGAAGCATTTGGGTAGTTG
AB23 LG5 TCAGCCTTTATCCTCCGAACTA GAACCCTTGTGCAGAAGCATTA
AC58 LG5 TCCGCAATTTGGTAACACTG CGTCCATTTCTTTTATGCTGAG
AA399 LG5 CCATTGGTATATGAAAGATCGCT | TCCCAATTAATATGGCTAGGCT
PSGAPA-1 | LG5 GACATTGTTGCCAATAACTGG GGTTCTGTTCTCAATACAAG
AA163.2 LG5 TAGTTTCCAATTCAATCGACCA AGTGTATTGTAAATGCACAAGGG
ADS55.2 LG5 AACACATTAACTAAGTCCACAC AAACCTATCACTTTAGAAACCT
AA99 LG5 AACAATAACATGGCAAAGATT ACCTTGCGATATAATTGATG
ADS51 LG6 ATGAAGTAGGCATAGCGAAGAT GATTAAATAAAGTTCGATGGCG
AB20 LG6 TTGCATCCCACACAAGTGGT ACCTCCAGGTTCTGCCTTATCT
AC76a LG6 CCCAATCCAATAAATAAAGAAA AATGGTTGTTATGCCATTTT
AD159 LG6 AGCTTGGAACCACAAGATTAGT GTGAATGATAATTCTCACCCTC
AA285 LG6 TCGCCTAATCTAGATGAGAATA CTTAACATTTTAGGTCTTGGAG
AC74 LG6 CCTTAGTGTTCTTCAACTC ACAGAACCAAGTTATCAATA
AD146 LG7 TGCTCAAGTCAATATATGAAGA | CAAGCAAATAGTTGTTTTGTTA
AA19 LG7 GCAGTTGTTGTACCCTAAAATT EGTATTAGATGAAATTTTGTTTCT
AA339 LG7 GTGTAGAAGTATTTTACTTGATG CATCTATTGAAGGAAAATTAT
AD237 LG7 AGATCATTTGGTGTCATCAGTG TGTTTAATACAACGTGCTCCTC
AA206 LG7 CTGAGAACTCAACGCTCAGACG CGAGGGTCGAGTTCTGAGATTT
AA90 LG7 CCCTTACCATATTTCGTTTCT TGCGACTCCATTCTAGTATTG
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3.2.8. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonu, her bir 6rnek i¢in 1.5 L ANTP, 1.25 uLL MgCl,, 1.5
uL PCR buffer, 0.1 uL. Taq DNA polimeraz, 7.62 pL ultra saf su, 1 pL F primer, 1 pL R
primer ve 1.5 pL DNA olmak iizere toplam 15 pL hacimde hazirlanmistir (Cizelge 3.4).
Elde edilen karisim 8’1i strip tiiplere dagitilarak, Blue-Ray Turbo Cycler ve Peqlab
Thermocycler Primus 96 marka cihazlarda PCR islemleri gerceklestirilmistir. PCR
amplifikasyon kosullar1 her primer i¢in baglanma sicakliklar1 harig, 6n denatiirasyon,
denatiirasyon, uzama, dongii sayisi ve son uzama ayni olacak sekilde ger¢eklestirilmistir.
PCR amplifikasyonunda 6n denatiirasyon 95°C’de 3 dk, denatiirasyon 94 °C’de 50 s,
primerlerin baglanmasi 45-55 °C’de 40 s, uzama 72 °C’de 50 s, 35 kez dongiiden sonra
son uzama 72 °C’de 5 dk ve bekleme siiresi +4 °C’de oo (sonsuz) olarak tamamlanmigtir
(Cizelge 3.5).

Cizelge 3.4. PCR bilesenleri ve karisim miktarlar

PCR bilesenleri Karisim miktarlar: (nL)
dNTP (2 pmol) 1.5

MgCl, (25mM) 1.25

10X PCR buffer 1.5

Taq DNA Polimeraz (5 u/pl) 0.1

ddH>O 7.62

Primer (Fw+Rev) (10pmol) 1+1

DNA (20ng) 1.5

Cizelge 3.5. PCR ampfilikasyon kosullar1

Asamalar Sicakhk Siire Dongii sayis1
On denatiirasyon 94 °C 3 dk 1
Denatiirasyon 94 °C 50s
Primerlerin baglanmasi 45-55 °C 40 s 35
Uzama 72 °C 50s
Son uzama 72 °C 5dk 1
Bekleme +4 °C o0 1
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3.2.9. Agaroz jel hazirlanmasi ve iiriinlerin jele yiiklenmesi

PCR amplifikasyonu tamamlandiktan sonra elde edilen PCR iirlinlerinin biiyiikliik
farklarina bakarak olusan bantlarin birbirlerinden ayrimini gorsel olarak inceleyebilmek
ve skorlayabilmek icin agaroz jel elektoforezi kullanilmistir. Calismada kullanilmak
iizere 100 ml 1X TAE tampon ¢o6zelti igerisine 3 g agaroz eklenmistir ve ¢dzeltinin
homojen hale gelebilmesi i¢in 5 dk siireyle mikrodalga firinda 1sitilarak %3’lik jel
hazirlanmigtir. Mikrodalga firindan ¢ikarilan jel yaklasik 60 °C’ye kadar sogutulduktan
sonra PCR irilinlerinin UV 1s1ik altinda parlamasim1 saglayan Ethidium Bromide
kimyasalindan jel icerisine 5 pl eklenerek hafifce karistirllmigtir. Homojen karigim haline
getirilen agaroz jel, iirlinlerin yiiklenecegi kuyucuklari elde edebilmek i¢in 26 kuyucuklu
taraklarin takili oldugu jel kalibina dokiilmiistiir. Jeller tamamen donduktan sonra taraklar
dikkatli bir sekilde kaliplardan ¢ikarilmistir. Agaroz jelin hazirlanmasinda kullanilan
TAE tampon ¢ozeltisi ile dolu elektroforez tankina, hazir donmus jeller yerlestirilmistir.
15 pl PCR iirlinleri, 2 pl bromofenol mavi boya ile boyanarak %3’liik agaroz jellerin
kuyucuklarina yiiklenmistir (Sekil 3.4). Uriin biiyiikliiklerini (molekiiler agirliklarini)
belirleyebilmek icin ise 1kB plus markdr (Thermo Scientific GeneRuler 1kB plus DNA
Ladder) kullanmilmistir. Gli¢ kaynagina bagl olan elektroforez tank, yaklasik 100 dk
boyunca 75 voltta kosturularak bantlarin birbirinden ayrilmasi saglanmistir.

Sekil 3.4. PCR firiinlerinin agaroz jele yliklenmesi
3.2.10. UV cihazinda agaroz jellerin goriintiilenmesi ve skorlanmasi

Jel elektroforezinde PCR ile ¢ogaltilan DNA parcalarinin kosturma islemi
sonrasinda, bantlar1 goriintiilenmek i¢in agaroz jel UV transillimiinatore konularak
fotograflanmistir (Sekil 3.5). Her jelde hatlarin yaninda yiikli olan anne ve baba
DNA’larinin biiyiikliiklerine gore skorlamalar1 yapilmistir. F4 rekombinant kendilenmis
hatlardan anneyle ayni bant biiyiikliigiine sahip olanlar “A” olarak, baba ile ayni1 bant
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biiytikliigiine sahip olanlar “B” olarak ve hem anne hem de baba banlarina sahip olanlar
ise “H” olarak skorlanmigtir. Bant gostermeyen hatlar “-* olarak skorlamalar1 yapilmistir.
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Sekil 3.5. Elektroforez iglemi sonrasi agaroz jelin UV transillimiinatdrde goriintiilerinin
elde edilmesi

3.2.11. Genetik haritanin olusturulmasi

Calismada kullanilan 70 SSR markorden polimorfik olan 44 tane markor, 114 tane
rekombinant kendilenmis hatlarin ebeveyn benzerliklerine gére A, B, H ve - olarak
skorlanmigtir. Markorlerin genetik baglanti haritasi Join-Map 4.1 programi kullanilarak
olusturulnustur (van Ooijen 2011). Markoérler, Join-Map 4.1 programinin Haldane harita
yontemi kullanilarak LOD degeri 3’den biiyiik baglant1 gruplarina (LG'ler) atanmistir. Bu
caligmada tanimlanan baglant1 gruplari, daha 6nce bildirilen bezelye genetik haritasindaki
ortak markorlere dayali olarak yedi bezelye kromozomuna hizalanmistir (Loridon vd.
2005).

3.2.12. Kantitatif 6zellik lokuslarin (QTL) analizi

Tez kapsaminda yiiriitiilen ¢alismada fenotiplenen erkencilik (¢igeklenme giin
sayist), bakla baglama giin sayisi, bitki boyu, ilk bakla yiiksekligi, bogum arasi, bitkide
bakla sayisi, baklada dane sayisi, bakla boyu, biyolojik verim, dane verimi ve hasat
indeksi kantitatif ozelliklerin lokuslarinin (QTLs) belirlenmesi i¢in QGene programi
kullanilmistir. QTL analizinde Simple Interval Haritalama (SIM) ve Composite Interval
Haritalama (CIM) metodlar1 kullanilmistir. Her bir kantitatif 6zellik i¢in LOD degeri 3
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ve lizerinde olanlarda QTL belirlenmistir. Belirlenen QTL’leri, olusturulan genetik
haritanin {izerinde isaretleyebilmek i¢in MapChart 2.0 (Voorrips 2002) programi
kullanilmistir. Gen davranisi, Stuber vd. (1987) tarafindan belirlenen, tahmini dominans
etkinin mutlak degerinin, tahmini eklemeli (additive) etkinin mutlak degerine
boliinmesiyle (|d| / |a]) hesaplanmistir. Bolim sonucundan elde edilen degerler 0-0.20
arasi additive; 0.21-0.80 aras1 kismi dominans; 0.81-1.20 aras1 dominans; ve 1.20 {izeri
ise Uistlin dominans olarak siniflandirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Tez ¢alismasi kapsaminda Pisum sativum (ACP 20) ve Pisum fulvum (AWP 600)
tiirler aras1 melezlemeden ilerletilen F> ve F3 popiilasyonlarinda ¢i¢ceklenme giin sayisi,
bakla baglama giin say1si, bitki boyu, ilk bakla yiiksekligi, bitkide bakla sayis1, baklada
dane sayisi, bakla boyu, biyolojik verim, dane verimi ve hasat indeksi gibi bazi énemli
fenolojik ve agro-morfolojik 6zelliklerin transgresif agilmalar1 ve dar anlamda kalitim
dereceleri belirlenmistir. 114 adet F4 rekombinant kendilenmis hatlar, 70 SSR markorle
taranarak polimorfik olan 44 SSR markor ile bezelyede genetik baglanti harita
olusturulmustur. F4 popiilasyonunda o&zellikle erkencilik 6zelliginin  QTL(ler)’in
belirlenmesi i¢in ¢igeklenme giin sayisi, bakla baglama giin sayis1 fenolojik 6zelliklere
ek olarak, bitki boyu, ilk bakla yiiksekligi, bogum arasi, bitkide bakla sayisi, baklada dane
sayist, bakla boyu, biyolojik verim, dane verimi ve hasat indeksi morfolojik 6zelliklerde
de fenotipleme yapilmistir. Yapilan analiz sonuglaria gore erkencilik, bitki boyu, bogum
arasi, bitkide bakla sayis1 ve baklada dane sayist icin QTL’ler tespit edilmistir. Tez
calismasindan elde edilen bulgular, 6nemli c¢alismalar ile karsilastirilarak asagida
tartigilmstir.

4.1. F2 ve F; Popiilasyonlarinda Fenolojik ve Agro-morfolojik Ozellikler icin
Transgresif Acilmalar

Tez kapsaminda P. sativum (ACP 20) ve P. fulvum (AWP 600) tiirler arasi
melezlemeden ilerletilen F> ve F; popiilasyonunda bitki boyu, ilk bakla yiiksekligi,
bitkide bakla sayisi, baklada dane sayisi, bakla boyu, biyolojik verim, dane verimi ve
hasat indeksi agro-morfolik oOzellikleri icin transgresif acilmalar belirlenmistir.
Transgresif acilma, melez bireylerin herhangi bir 6zellik i¢in ebeveynlerini daha iyi yada
daha kotii yonde agmasi olarak bilinmektedir (Vega ve Frey 1980; deVicente ve Tanksley
1993; Rieseberg vd. 1999; Koide vd. 2019). Reyes (2019), transgresif fenotiplerin,
eklemeli alellerin ebeveynlerine gére daha iyi veya daha kotii bir sekilde meydana
gelmesi, farkli ebeveyn 6zelliklerinin epistatik etkilesimleri, heterozigot bir ebeveynden
resesif alellerin ortaya ¢ikmasi veya bu mekanizmalarin herhangi bir kombinasyonunun
bir sonucu olarak ortaya c¢iktigini vurgulamistir. Bu tiir transgresif agilmalar, kendine
dollenen bitkilerin 1slahinda iistiin ¢esitler elde etmek i¢in son derece Snemlidir. F»
generasyonunda gozlemlenen transgresif bireyler yiiksek heterozigotluga sahip olmasina
ragmen, transgresif Dbireyler baskin alellerin birikiminden kaynaklaniyorsa
heterozigotlugun korunabilecegi vurgulanmistir (Shreya vd. 2017).

Tez kapsaminda anne ebeveyn olarak kullanilan ACP 20 genotipinin bitki boyu
137 cm iken, polen dondrii olarak kullanilan AWP 600 genotipinin bitki boyu 41.3 cm
olarak bulunmustur. Bitki boyu F2 popiilasyonunda 16 ve 244 cm araliginda bulunmustur.
F3 popiilasyonunda ise bitki boyu araligi 7-252 cm olarak belirlenmistir. Makinali tarimda
one cikan bir 6zellik olan ilk bakla yiiksekligi ACP 20 genotipinde 37.4 cm, AWP 600
genotipinde 5.3 cm olarak bulunmustur. {1k bakla yiiksekligi F» popiilasyonunda 2-102
cm arasinda bulunurken, F3 popiilasyonunda 1-92 c¢cm araliginda oldugu belirlenmistir
(Cizelge 4.1). Cogu 1slah calismasinin ana hedeflerinden biri verimi artirmaktir, ancak
verim ve verimi etkileyen ozelliklerin ¢oklu genler tarafindan idare edilmesi ve cevre
sartlarindan etkilenmesi nedeniyle verim artis1 saglamak 1slah¢ilar i¢in zahmetli
olmaktadir. Bu nedenle, transgresif acilma popiilasyonlarinin genetik varyasyonlarindan
yararlanmak ve arzu edilen 6zelligin seleksiyonunda oldukga faydali olmaktadir. Verimi
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etkileyen en 6nemli 6zelliklerden biri olan bitkide bakla sayis1t ACP 20°de 18 adet, AWP
600’de 22 adet belirlenmistir. Diger agro-morfolojik ozellikler gibi bitkide bakla
sayisinda da genis transgresif acilma gdzlenmistir. F2> popiilasyonunda bitkide bakla
sayis1 en az 7 adet, en fazla 81 adet olarak belirlenirken, F3 popiilasyonunda en az 1, en
fazla 68 adet bulunmustur (Cizelge 4.1.). Bitkide bakla say1s1 F2 popiilasyonunda en iyi
ebeveyne gore yaklasik 4 kat, F3 popiilasyonunda ise 3 kat fazla oldugu belirlenmistir.
Yine verimi etkileyen bir diger 6nemli Ozellik olan baklada dane sayisi, ACP 20
genotipinde 4.7 adet, AWP 600 genotipinde 3 adet olarak belirlenmistir. Baklada dane
sayist F» ve F3 popiilasyonlarinda sirasiyla 1-4.7 ve 1-5 adet araliginda belirlenmistir.
ACP 20 genotipinde 7.3 cm, AWP 600 genotipinde 4.2 cm olarak 6l¢iilen bakla boyu , F2
popiilasyonunda 2.7-7.7 cm araliginda, F3 popiilasyonunda 1-8 cm araliginda degiskenlik
gostermistir. Biyolojik verimin yiiksek olmasi yem yetistiriciligi yapan cgiftciler
tarafindan tercih edilmektedir. ACP 20 genotipinde biyolojik verim 86.5 g, AWP 600
genotipinde 27.2 g olarak belirlenmistir. F> popiilasyonunda biyolojik verim 26-237 g
arasinda, F3 popiilasyonunda 4-243 g arasinda degistigi belirlenmistir (Cizelge 4.1).
Bezelye, hayvan beslemesinde kullanildiginda daneden daha ¢ok vejetatif aksam {ireten
bitkiler se¢ilmektedir. Bezelyenin kullanim alanlarindan kuru dane, konservelik veya
dondurulmus gibi iiriinlerde ise dane verimi olduk¢a 6nemli olmaktadir.

Tez ¢aligmasi kapsaminda kuru dane verimi, ACP 20 ebeveyninde 33.4g, AWP
600 ebeveyninde 3.9 g belirlenirken, F» popiilasyonunda 10-83 g, F3 popiilasyonunda 4.2-
79.8 g araliginda bir degisime sahiptirler. Hasat indeksi ise ACP20 ve AWP600
ebeveynlerde sirasiyla %38.3 ve %14.4 olarak hesaplanmistir. Bu 6zelligin degisim
araliklar1 F» ve F3; popiilasyonlarinda sirastyla %8.7-%69.7 ve 9%2.8-%65.7 olarak
hesaplanmistir (Cizelge 4.1). Ulasilabilir literatiirlere gére bezelyede transgresif agilma
caligmalar1 olduk¢a sinirli olmakla birlikte, yapilan bir ¢alismada P. sativum ve P.
sativum tir i¢i melezlemeden ilerletilen F2> ve F3; popiilasyonlarinda ¢igeklenme giin
sayi1sl, bitki boyu, bitkide bakla sayisi, baklada dane sayisi, bakla boyu, tohum ¢ap1, dane
verimi Ozellikleri i¢in transgresif agilmalar degerlendirilmistir (Guindon vd. 2019). F» ve
F3 popiilasyonlarinda bir ¢ok ozellik i¢cin %10’dan fazla transgresif agilma oldugu
bildirilmistir (Guindon vd. 2019). Son zamanlarda yapilan bir ¢alismada, P. sativum
tiirtinden 1ilerletilen F» ve F3 bireylerinde fenolojik ve morfolojik bazi 6zellikler igin
yaklasik %45 oraninda transgresif acilma meydana geldigini ve arzu edilen 6zelliklerin
seleksiyonu i¢in umut vadeden bireylerin oldugu bildirilmistir (Cazzola vd. 2020).

Bezelye melezleme 1slahi ¢alismalarinda genellikle ebeveyn sec¢imi i¢in farkl
genotiplerde genetik cesitlilik calismalari gergeklestirilmistir (Kahn vd. 2016; Kumar vd.
2017). Huang ve Han (2014), kantitatif bir 6zellikteki fenotipik varyasyon araliginin
genetik ¢esitlilige bagl oldugunu vurgulamiglardir. Bu durum, tez calismasinda elde
edilen kantitatif ozelliklerde ki varyasyonun, ebeveynlerde farkli tiirlerin genetik
cesitliliginden faydalanildigini desteklemektedir.

Ayrica baska caligmalarda, verim ve verim bilesenleri i¢in bugdayda (7riticum
aestivum L.) (Yadav vd. 1998); dane verimi i¢in mercimekte (Lens culinaris Medik.)
(Chahota vd. 2007); verim ve verim bilesenleri i¢in Cicer arietinum x C. reticulatum
nohut tiirler aras1 melezlemede (Koseoglu vd. 2017); toplam biyokiitle, hasat indeksi,
dane verimi gibi 6zellikler i¢in yer fistiginda (Arachis hypogaea L.) (Shreya vd. 2017) ve
erkencilik i¢in Hint bezelyesinde Cajanus cajan (L.) Millsp., dnemli transgresif agilmalar
bildirilmistir (Srivastava ve Saxena 2019).
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4.2. Fenolojik ve Agro-morfolojik Ozellikler icin Dar Anlamda Kalitim Dereceleri

Tez ¢aligmasinda degerlendirilen fenolojik ve agro-morfolojik 6zellikler i¢in dar
anlamda kalitim dereceleri, P. sativum ve P. fulvum tiirler aras1 melezlemeden ilerletilen
F» popiilasyonu ebeveyn, F3; popiilasyonu dol olarak kullanirlarak ebeveyn-dol
regresyonuna gore gerceklestirilmistir. En yiiksek dar anlamda kalitim derecesine sahip
ozellikler %82 ile ¢igeklenme zamani ve %80 ile bakla baglama zamani olmustur
(Cizelge 4.1). Singh vd. (2011) tarafindan yapilan bir ¢alismada da, bezelyede ¢igeklenme
zamaninin yiiksek kalitim derecesine sahip oldugu bildirilmistir. Baklada dane sayisi
ozelliginin dar anlamda kalitim derecesi %50, bitki boyu ve ilk bakla yiiksekligi
ozellikleri i¢in %45 olarak hesaplanmistir. Biyolojik verim, bakla boyu, bitkide bakla
sayis1 ve dane verimi i¢in sirastyla %37, %36, %33 ve %28 olarak hesaplanmistir. En
diisiik kalitm derecesine sahip ozellik ise %16 ile hasat indeksi olmustur (Cizelge 4.1).

Guindon vd. (2019) tarafindan agiklanan bir kalitim smiflandirilmasina gore,
%350’den biiyiik kalitim derecesine sahip olanlar yiiksek, %30-50 arasinda kalitim
derecesine sahip olanlar orta ve %30°dan kii¢ilik kalitim derecesine sahip olanlar ise diisiik
kaliim gosterdikleri bildirilmistir. Bu smiflanirmaya gore, tez ¢alismasi kapsaminda
ciceklenme zamani ve bakla baglama zamani yiiksek, baklada dane say1si, bitki boyu, ilk
bakla yiiksekligi, biyolojik verim, bakla boyu ve bitkide bakla sayisi 6zellikleri orta
diizeyde kalitim gosterirken, dane verimi ve hasat indeksi diisiik diizeyde kalitima sahip
oldugu bulunmustur. Benzer sekilde baska bir calismada bezelyede F3 popiilasyonu
kullanilarak ¢igeklenme zamani ozelligi i¢in %98 oraninda genis anlamda kalitim
derecesi bildirilmistir (El-Shaieny ve Ibrahim 2017). Dar anlamda kaliim derecesi
yiiksek olan 6zellikler i¢in erken donemde seleksiyon yapilabilir. Tez ¢alismasinda elde
edilen yiiksek kalitim derecesine sahip F» ve F3 popiilasyonundaki erkenci bireyler
(Cizelge 4.1), F4 ve Fs popiilasyonlarinda 24-25 giinde ¢iceklenme gostererek (Sekil 4.1)
ozellik sabitlenmisgtir.
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Cizelge 4.1. P. sativum ve P. fulvum tiirler aras1 melezlemeden ilerletilen bireyler ve onlarin ebeveynlerinde fonolojik ve agro-morfolojik
ozelliklere ait minimum (Min) ve maksimum (Max), ortalama (X ) + standart hata (Sg) ve dar anlamda kalitim derecesi (h?) degerleri

ACP 20 AWP 600 F, F> F3 n
Ozellikler
Min-Max X +5S% Min-Max X +5S% Min-Max X +5S% Min-Max X +5% Min-Max X+Sy (%)
Cigeklenme giin sayist 48.0-52.0 50.3+£1.2 119.0-127.0 123.71£2.4 63.0-64.0 63.5£0.3 17.0-96.0 58.6£1.9 13.0-180.0 97.4+4.7 82

Bakla baglama giin sayis1 55.0-60.0 57.7+£1.4  128.0-139.0 133.3+3.2 73.0-75.0 74.3+0.5 29.0-103.0 68.6+1.9 18.0-188.0 ~ 103.24#4.7 80

Bitki boyu 134.0-142.0  137.0+2.5 39.0-43.0 41.3+1.2 167.0-178.0  174.3+2.5 16.0-244.0 129.0+6.4 7.0-252.0 94.5£6.3 45
Tlk bakla yiiksekligi 33.0-36.0 34.7£0.9 5.0-6.0 5.3£0.3 51.0-64.0 59.0+£2.9 2.0-102.0 36.9+2.7 1.0-92.0 22.7£19 45
Bitkide bakla sayist 16.0-20.0 18.0+1.1 21.0-24.0 22.7+£0.9 29.0-32.0 30.3+0.6 7.0-81.0 41.3+2.0 1.0-68.0 18.5+1.1 33
Baklada dane sayis1 4.0-5.0 4.7+£0.3 3.0-3.0 3.0£0.0 2.0-3.0 2.5+0.3 1.0-4.7 1.9+0.1 1.0-5.0 2.440.1 50
Bakla boyu 7.0-8.0 7.310.3 4.0-4.5 4.240.2 3.7-43 3.9+0.2 2.7-7.7 4.7+0.1 1.0-8.0 4.310.1 36
Biyolojik verim 79.8-91.3 86.5+3.4 26.7-27.9 27.240.3 67.0-78.0 72.0+2.7 26.0-237.0 124.5+6.1 4.0-243.0 75.0449 37
Dane verimi 24.8-40.2 33.444.5 3.7-43 3.9+0.2 23.0-30.0 26.3+1.5 10.0-83.0 35.8+1.8 4.2-79.8 14418 28

Hasat indeksi 31.0-44.0 38.3+3.8 13.9-154 14.4+0.5 33.8-38.5 36.4+1.0 8.7-69.7 31.8+1.5 2.8-65.7 22.6+0.9 16
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4.3. F, Popiilasyonunda Ci¢cek Renginin Kalitim

Anne ebeveyn olarak kullanilan P. sativum beyaz ¢icek rengine sahipken, baba
olarak kullanilan P. fulvum turuncu ¢icek rengine sahiptir. P. sativum ve P. fulvum melezi
ve resiprokali olan P. fulvum ve P. sativum melezinden elde edilen F; bireylerinin tiimii
turuncu ¢igek rengine sahip oldugu goézlemlenmistir (Sekil 4.3). Turuncu ¢igek renginin
beyaz cicek rengine dominant oldugu her iki melezlemede de goriilmiistiir. Turuncu
rengin beyaz renge dominant oldugu Kosterin vd. (2019) tarafindan da rapor edilmistir.
F> popiilasyonundan elde edilen bireylerde cigek rengi turuncu, pembe ve beyaz renk
olmak iizere ii¢ ayr1 kategoriye ayrilmistir (Sekil 4.3). F2 popiilsayonunda yapilan ki-kare
analizi sonucuna gore ¢icek renkleri 12:3:1 agilimina uydugu gozlenmistir (Cizelge 4.2).
Genler arasi interaksiyon sonucu meydana gelen bu acilim, degistirici gen etkisi
(dominant epistasi) olarak bilinmektedir (Clevenger 1975). Bezelyede yapilan bir tiir igi
melezlemede ise mor ve beyaz ¢igek renklerine sahip iki genotipin melezlenmesi sonucu
elde edilen F; bitkilerinin tamaminin mor renkte oldugu ve mor renginin beyaz renge
dominant oldugu bildirilmistir (Nisar ve Ghafoor 2010). Kosterin vd. (2019) . P. fulvum
tirtinli P. abbysinicum, P. elatius ve P. sativum tiirlerine ait genotiplerle farkli
kombinasyon melezleri denemislerdir. Melezleme sonuclaria gore P. fulvum’un dahil
edildigi melezlerin F; bitkilerinde somon, kiremit rengi, agik pembeden kirmiziya yakin
koyu renge kadar degisen c¢iceklerin elde edildigini ve ¢icek renginin kantitatif olarak
kontrol edildigini bildirmislerdir (Kosterin vd. 2019).

P, sativum x P. fulvum Taze meyveleri i¢in segilen siiper-erkenci hat
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Taze dane tiiketimi igin segilen hatlar ‘ L

Sekil 4.2. F1, F> bireylerine ait ¢i¢ek renkleri ve Fs popiilasyonundan segilen siiper-
erkenci bireylere ait genel goriintiiler

P. fulvum x P. sativum
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Cizelge 4.2. F> popiilasyonunda ¢igek renginin a¢ilimi ve ki-kare analizi
Melez Cigek Cigek Beklenen Bitki say1s1 e p
rengi (F1) rengi (F2) Oran Gozlenen | Beklenen
ACP 20 Turuncu 12 77 86.2
X Turuncu Pembe 3 24 21.5 7.73 | 0.25-0.1
AWP 600 Beyaz 1 14 7.2

4.4. Siiper-Erkenci Bireylerin Seleksiyonu

Ciceklenme zamani, anne ebeveyn olarak kullanilan P. sativum igin ortalama 50
giin ve polen donérii olarak kullanilan P. fulvum igin ortalama 123 giin olarak
kaydedilirken, F2 popiilasyonunda siiper erkenci bireyler ¢cimlenmeden 17 giin sonra ve
F3 popiilasyonunda 13 giin sonra ¢igeklenmeleri baglamistir (Sekil 4.2). Bakla baglama
zamant ise P. sativum’da ortalama 58 giin, P. fulvum’da ortalama 133 giinde
gerceklesmistir. Siiper erkenci bireylerde bakla baglama zamanlar1 F» popiilasyonunda en
erken 29 giin, F3 popiilasyonunda 18 giin olarak kaydedilmistir (Cizelge 4.1).

F4 popiilasyonunda siiper erkenci bireylerin ¢i¢ceklenme zamanlar1 24-40 giin
arasinda degisirken, bakla baglama zamanlar1 28-52 giin arasinda degismektedir. Fs
popiilasyonunda elde edilen erkenci bireyler 25-40 giin arasinda ¢igeklenme zamanina
sahipken, bakla baglama zamanlarinin 30 ila 49 giin arasinda degistigi belirlenmistir
(Sekil 4.1.). Ulagilabilir literatiir tarama sonucglarma gore, bezelyede yapilan higbir
caligmada 25 giine kadar olan bir ¢igeklenme zamani rapor edilmemistir. Vanhala vd.
(2016), bezelye adaptasyonunu arastirdiklart bir ¢alismada, ¢igeklenme zamaninin 32.4
ila 87.2 gilin, Watts vd. (1970) 52 ila 71 giin araliginda degistigini bildirmiglerdir. Bezelye
yabani tiirlerinin melezleme ¢aligmalarinda kullanilmasinin, genetik c¢esitliligi artirdigi
bir ¢ok arastirici tarafindan rapor edilmistir (Burstin vd. 2001; Nasiri vd. 2009; Jing vd.
2010; Smykal vd. 2017). Oyle ki F» popiilasyonundaki siiper erkenci bireyler anne
ebeveynden 3 kat, baba ebeveynden 7.5 kat daha erken c¢igceklenme gostermistir. F3
poplilasyonunun siiper erkenci bireylerinde ise anne ebeveyne gore 3.9 kat, baba
ebeveyne gore 9.5 kat daha erken ciceklenme gerceklesmistir. Daha 6nce yapilan baska
bir asatirmada ise bezelyedeki melez bireylerin ¢igeklenme zamani bakimindan ebeveyn
ortalamalarin1 %2.6 ila %6.3 oraninda astiklari bildirilmistir (El-Shaieny ve Ibrahim
2017). Tez ¢aligmast kapsaminda segilen siiper erkenci bireyler uygun sartlar altinda
yetistirilirse, bir yilda 8-10 aras1 generasyon elde edilebilecegi diisiiniilmektedir. Hizli
1islah (Speed breeding) adi altinda gergeklestirilen hizli yetistirme yontemiyle bezelyede
bir y1lda 6 generasyon elde edilmistir (Ghosh vd. 2018; Watson vd. 2018).
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Bezelyede erken ciceklenen genotipler, abiyotik ve biyotik stresler gibi
darbogazlar1 en aza indirmede 6nemli bir rol oynamaktadir. Iklim degisikliginin gida
iretimi, gecim kaynaklar1 ve gida giivenligi lizerindeki etkisine dair artan kiiresel
endiseler bulunmaktadir (Onyekachi vd. 2019; Schiermeier vd. 2019). Kiiresel isinmanin,
tarimsal iiretimi olumsuz etkileyecegi ve gida icin en biiyiik tehliklerden biri olacagi
diistiniilmektedir. Diinya niifusunun 2030 yilina kadar 8 milyar olacagi tahmin
edilmektedir, bu da mevcut gida iiretimine %60 ‘lik bir artis gerektirecektir (FAO 2017;
2018). Diinya niifusunun biiyiik ¢ogunlugu sehirlerde yagamaktadir ve kirsal alanlardan
sehre gociin nedenleri diisiiniildiiglinde, tliketim oraninin daha da fazla gida acigi
yaratmas1 kaginilmaz olmaktadir (Schiermeier vd. 2019). Uluslararas: Iklim Degisikligi
Paneli (IPCC) verilerine gore, kiiresel 1sitnma 2030 yilina kadar 1.5°C’yi agarak, en hassas
ekosistemlerin kalic1 olarak kaybedilmesine neden olacaktir. Az gelismis ve gelismekte
olan iilkelerdeki toplumlar i¢in krize yol agacag: diisiiniilmektedir (IPCC 2018).

Kiiresel 1sinmadan kaynakli olarak bitkilerin verimini 6nemli 6lgiide azaltan
abiyotik stres faktorleri arasinda kuraklik ve yliksek sicaklik streslerinin olacagi tahmin
edilmektedir (Compant vd. 2010). Kuraklik ve sicaklik etkilerinin iklim degisikligi ve
artan su kithg ile daha da yogunlagmasi beklenmektedir (Compant vd. 2010). Tarim
alanlarini etkileyen iki farkli sicaklik stresi bulunmaktadir. Bunlardan bir tanesi giindiiz
saatlerinde meydana gelen anlik sicaklik artsinin meydana getirdigi yiiksek sicaklik soku
ve digeri ise gece veya giindliz optimum sicakliktan daha yiiksek olan orta dereceli
sicakliktir (Toker vd. 2007).

Diinyanin bazi bdlgelerinde bezelye yetistiriciligi yagmurla beslenen bolgelerde
yapildigindan, bitkiler sicaklik stresine maruz kalmaktadir. Bitkiler sicaklik stresini tolere
edebilmek icin sicakliktan kagis, sicaklik toleransi ve sicakliktan kaginma olmak iizere
iic farkli mekanizma sergilemektedirler (Toker vd. 2014). Sicakliktan kagis, bitkilerin
yasam dongiilerini kisa siirede ve uygun kosullar altinda hizl1 bir sekilde tamamlamalarini
saglar ve bu sekilde bitkiler erken olgunlagsma sayesinde sicakliktan kagma egilimi
gostermektedirler (Kooyers 2015; Shavkurov vd. 2017). Tez calismasinda elde edilen
stiper erkenci bireyler yliksek sicaklik stresinden kagma kabiliyetine sahipken, ge¢
olgunlasan bireylerin ¢igeklenme ve bakla baglama donemlerinde sicaklik stresine maruz
kaldiklar1 goriilmistiir (Sekil 3.2).
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4.5. Fenolojik ve Agro-morfolojik ozelliklerin erkencilik iizerine dogrudan ve
dolayh etkileri

Agro-morfolojik 6zelliklerin ¢iceklenme zamani lizerindeki dogrudan ve dolayli
etkilerini incelemek i¢in, P. sativum ve P. fulvum arasinda tiirler aras1 melezlemeden elde
edilen F3 popiilasyonunda path analizi gerceklestirilmistir (Cizelge 4.3). Bakla baglama
zamant (p= 0.999%) ve ilk bakla yiiksekligi (p= 0.018%*) 6zelliklerinin ¢iceklenme zamani
iizerinde dogrudan pozitif etkiye sahip oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.3). Bitki boyunun
(p= -0.021%*) ise ciceklenme zamani iizerinde negatif yonde dogrudan etkisi oldugu
bulunmustur. Tez calismasinda elde edilen erkenci bireylerin bitki boylarinin geg
olgunlaganlara gore daha kisa olduklar1 belirlenmistir. Bakla baglama zamani iizerine ise
bitki boyu (p=-0.498%*), ilk bakla yiiksekligi (p= 0.655%*), bitkide bakla say1s1 (p=0.303*)
ve biyolojik verim (p= 0.288%) 6zelliklerinin pozitif ve negatif yonde istatistiki olarak
onemli etkilerinin bulundugu tespit edilmistir. Bitki boyu iizerine ise ilk bakla yiiksekligi
(p= 0.786*) ve bitkide bakla sayis1 (p= 0.254%) ozelliklerinin 6nemli etkileri
bulunmaktadir (Cizelge 4.3). Daha 6nce yapilan caligmalarda, bitkide bakla sayisinin
dane verimi ile pozitifiliskili oldugu bildirilmistir (Esposito vd. 2007; Guindon vd. 2019).
Singh vd. (2011) bezelyede tiir i¢ci melezlemeden elde edilen F» popiilasyonunda yapmis
olduklar1 path analizi sonuglarina gore, bitki boyu ve bitkide bakla sayisinin dane verimi
iizerinde dogrudan olumlu etkisi oldugunu ve ¢igeklenme zamaninin ise tersi yonde
dogrudan etkisi oldugunu bildirmislerdir. Benzer bulgular Singh ve Srivastava (2001) ve
Tiwari vd. (2001) tarafindan yapilan arastirmalarda da rapor edilmistir. Tez ¢aligmasi
kapsaminda biyolojik verim (p= 0.551%) ve bitkide bakla say1s1 (p= 0.409%) 6zelliklerinin
dane verimi lizerinde 6nemli etkiye sahip oldugu ve bu bulgulara gére dane verimi
seleksiyonu yaparken biyolojik verim ve bitkide bakla sayis1 6zelliklerine gore seleksiyon
yapilmasi gerektigini gostermektedir.

Cizelge 4.3. Agro-morfolojik 06zelliklerin ¢iceklenme zamani iizerinde dogrudan ve
dolayl etkiler

Ozellikler DP PH FH NP NS PL BY SY HI

DP 999*%  -117 .165 .190 -.124 132 139 -.058 -.074
PH -498*  -.021%* .840* .674* -.178 447 295 -.390 -.307
FH .655% .7186* .018* -.642% 290 -.101 208 .103 253
NP .303* 254%  -258% .003 321% -313%* .164 409*  -260
NS -.103 -.035 .061 167 -.001 326%  -.026 .036 .004
PL 118 .094 -.023 -.175 .350* .003 -.035 .143 .108
BY .288* .144 .109 213 -.065 -.082 .001 551*%.087
SY -.075 -.120 .034 334 .057 .209 347 -.002 -.052
HI -.055 -.053 .047 -.120 .004 .089 .031 -.029 004

(DP: bakla baglama zamani; PH: bitki boyu; FH: ilk bakla ytiksekligi; NP: bitkide bakla sayisi; NS: baklada
dane sayist; PL: bakla boyu; BY: biyolojik verim; SY: dane verimi ve HI: hasat indeksi) *istatistiki olarak
onemli P<0.05
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4.6. SSR Markorler ile F4 RIL Popiilasyonunda Genetik Haritanin Olusturulmasi

Tez calismasinda P. sativum x P. fulvum tiirler aras1 melezlemeden tek tohum
aktarma metoduyla elde edilen 114 bireyli F4 RIL popiilasyonu, kodominant olan 70 adet
SSR markér ile taranmistir. SSR markorler Loridon vd. (2005) tarafindan olusturulan
genetik haritadan seg¢ilmistir. Haritanin olusturulmasi icin segilen 70 SSR markdrden
ebeveynler arasinda polimorfizm gosteren 45 tanesi calismada kullanilmistir. Tim
popililasyon her bir markdrle test edilip skorlandiktan sonra, Kosambi harita yontemi
kullanirak LOD degeri 3’ten biiylik baglant1 gruplar1 secilmistir ve her biri bezelye
kromozomlarmi1 temsil eden toplam 7 baglanti grubuna sahip genetik harita
olusturulmustur.

Tez ¢aligmasi kapsaminda olusturulan haritada 44 markoér yer alirken, 1 markor
LOD3 degeri ile baglanamamuistir. Haritanin toplam uzunlugu 262.6 cM olup, ortalama
markor ¢ozilintirliigii 5.9 c¢cM olarak belirlenmistir (Cizelge 4.4). En yogun SSR
markdrlerle olusturulan bezelye genetik haritasi 239 polimorfik markdr ile Loridon vd.
(2005) tarafindan bildirilmistir.

Cizelge 4.4. F4 RIL popiilasyonunda SSR markérler ile olusturulan genetik haritaya ait
ozellikler

Baglant1 gruplan (LGs) | Harita uzunlugu (cM) | Markor sayist | Markor — ¢oziintirligii
(cM)
LG1 27.6 cM 6 4.6 cM
LG2 46.7 cM 8 5.8cM
LG3 253 cM 3 8.4 cM
LG4 38.4cM 6 6.4 cM
LGS 39.6 cM 7 5.6 cM
LG6 44.7 cM 7 6.3 cM
LG7 40.3 cM 7 5.7cM
Toplam 262.6 cM 44 5.9 cM

Tez caligmas1 kapsaminda olusturulan 7 baglanti grubunda dagilan markorler,
Loridon vd. (2005) tarafindan bildirilen harita ile ayn1 baglant1 gruplarinda yer almistir.
LG1l’de AD147, AA474, AA67, AC75,D21 ve AB28 markdrleri baglanarak, toplam 27.6
cM uzunlugunda belirlenmistir. LG1’in ortalama markér ¢oziiniirliigii 4.6 cM olarak
bulunmustur (Cizelge 4.4). AA67 markoriiniin agaroz jel goriintiisii Sekil 4.4°te
verilmistir.
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Sekil 4.4. AA67 markoriiniin agaroz gel goriintiisii

LG2 en ¢ok markdre sahip baglanti grubunu olusturmustur. AA205, AB149,
AB33, AA504, AD148, AA372-1, D23 ve AA153 markérlerinden olusan LG2 toplam
46.7 cM uzunluga sahip ve ortalama markor ¢ozlinlirliigii 5.8 cM olarak tespit edilmistir
(Cizelge 4.4). AD148 markoriiniin agaroz jel goriintiisii Sekil 4.5°te sunulmustur.
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Sekil 4.5. AD148 markoriiniin agaroz jel goriintiisii

LG3 ise en az markdr sayisina sahip baglanti grubu olmustur. Baglanti grubu
AD73, AD270 ve AAS markdrlerinden meydana gelmistir. LG3’{in toplam uzunlugu 25.3
cM ve ortalama markdr ¢oziiniirligli 8.4 ¢cM olarak belirlenmistir (Cizelge 4.4). AD270
markdriiniin agaroz jel goriintiisii Sekil 4.6’da verilmistir.

45



BULGULAR VE TARTISMA H. SARI

Sekil 4.6. AD270 markdriiniin agaroz jel goriintiisii

LG4, 6 markorden olusmustur (AA122, AD61, A9, AA315, AA92 ve AB45).
Dordiincii baglant1 grubuna sahip olan LG4, 38.4 ¢cM uzunlugunda ve 6.4 cM ortalama
markor ¢oziiniirliigiinde oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.4). AB45 markoriiniin agaroz
jel goriintiisti Sekil 4.7°de sunulmustur.
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Sekil 4.7. AB45 markdriiniin agaroz jel goriintiisii

LGS, AB23, AC58, AA399, PSGAPA-1, AA163-2, ADS55-2 ve AA99
markdrlerinden olusmaktadir. LG5 39.6 ¢cM harita uzunluguna sahiptir. Ortalama markor
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¢Oziiniirligli 5.6 cM olarak belirlenmistir (Cizelge 4.4). AA99 markoriiniin agaroz jel
gorlintiisii Sekil 4.8°de sunulmustur.

Sekil 4.8. AA99 markoriiniin agaroz jel goriintiisii

LG6 toplam 44.7 cM harita uzunlugunda, AD51-1, AB20, AD51-2, AC76a,
AD159, AA285 ve AC74 olmak lizere 7 markdrden olugsmaktadir. AA285 markdriiniin
agaroz jel goriintiisii Sekil 4.9°da verilmistir. LGVI baglant1 grubunun ortalama markor
¢Oziiniirliigli 6.3 cM olarak belirlenmistir (Cizelge 4.4).
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Sekil 4.9. AA285 markdriiniin agaroz jel goriintiisii

LG7 belirlenen son baglant1 grubu olup, AD146, AA19, AA309, AD237, AA206-
1, AA90 ve AA206-1 markdrleri ile 40.3 c¢cM harita uzunluguna sahiptir. Haritanin
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ortalama markor ¢oziiniirliigli 5.7 cM olarak belirlenmistir (Cizelge 4.4). AD146
markoriiniin agaroz jel goriintiisii Sekil 4.10°da sunulmustur.
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Sekil 4.10. AD149 markoriiniin agaroz jel goriintiisii

Tez ¢alismas1 kapsaminda 7 baglanti grubuna dagilan markoérler, Loridon vd.
(2005) tarafindan yapilan haritada da ayn1 baglant1 gruplarinda yer aldig1 belirlenmistir.
Loridon vd. (2005), olusturduklar1 genetik harita tiirici melezlemeden ilerletilen ti¢ farkl
RIL popiilasyonlar1 kullanilarak gerceklestirilmistir. Tez ¢alismasi kapsaminda ise tiirler
aras1 melezlemeden ilerletilen RIL popiilasyonu kullanilarak genetik baglanti haritasi
olusturulmustur. Her iki ¢caligmada kullanilmis olan ortak markorler, popiilasyonlar arasi
aktarilabilir oldugunun gostergesidir. Tez caligmasi kapsaminda olusturulan genetik
baglant1 harita ve markorlerin harita iizerindeki konumlar1 detayli olarak Sekil 4.11°da
gosterilmistir.
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LG1 LG2 LG3 LG4 LGS LG6 LG7
0.0 —— AD147 0.0 —— AA205 0.0 ——AD73 0.0 AA122 00 AB23 0.0 —— AD51-1 -~
3 A0 00 AD146
56 AB149
& padra 8.1 ADB1 76 AC58 85 AD51-2 6.0 AA19
9.8 AD270
127 ARGT T4 AA399 108 AA339
13.7 AB33 142 ACT6a
175 ACTS 15.9 A9 163 PSGAPA-1
18.6 AA504
187 AD237
223 D21 224 AA163-2
96 3 ARG 24.0 AA315
257 AD159
076 —L Agpg 267 AD148
30.9 AA372-1 309 AD55-2
295 AA206-2
354 AA92 326 AAIO
38.4 AB45
38.7 D23 20,6 AA9Y 38.9 AA285
447 ACT74 403 —=— AA206-1
467 AA153

Sekil 4.11. P. sativum ve P. fulvum tiirler aras1 melezlemeden ilerletilen F4 RIL popiilasyonundan elde edilen genetik baglanti haritas1
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4.7. F4 RIL Popiilasyonunda Kantitatif Ozellik Lokuslarin (QTL) Belirlenmesi

Tez kapsaminda QTL’lerin belirlenmesi i¢in ¢iceklenme zamani, bakla baglama
zamani, bitki boyu, ilk bakla yliksekligi, bogum arasi, bitkide bakla sayisi, baklada dane
sayist, bakla boyu, biyolojik verim, dane verimi ve hasat indeksi Ozellikleri
degerlendirilmistir. Degerlendirilen 6zellikler, bezelye 1slahi i¢in 6nemli hedeflerdir. Bu
ozelliklerden ¢iceklenme zamani, bitki boyu, bitkide bakla sayisi, baklada dane sayisi,
bakla boyu ve hasat indeksi olmak iizere toplam 6 6zellik i¢in 14 QTL belirlenmistir.
QTL analizinde hem composite interval haritalama (CIM) hem de simple interval
haritalama (SIM) yontemleri kullanilmistir. Her iki yonteme gore de belirlenen QTL’ler
ayni oldugu i¢in CIM yo6ntemine gore yapilan analizin sonuglar: tartigilmistir. QTL lerin
belirlenmesinde, P. sativum % P. fulvum tirler arast melezlemeden ilerletilen 114
bireyden olusan F4 RIL popiilasyonu kullanilmistir. QTL belirleme i¢in RIL
popiilasyonlarmin karsilastirildigi bir aragtirmada, F4 RIL popiilasyonunun en az Fe7
poptilasyonlar1 kadar etkili olabilecegi sonucuna varmiglardir (Takuno vd. 2012).

4.7.1. Ciceklenme zamani

Ciceklenme zamani, farkli ekolojik ve cografi bolgelere adaptasyonun
saglanmasinda temel belirleyicilerinden biridir. Bezelyede c¢iceklenme zamani ve
ciceklenme gelisimi ile ilgili 20'den fazla lokus tespit edilmistir ve bu lokuslarin
etkilesimleri ¢cigeklenme zamanini belirlemektedir. Bunlardan late flowering (LF) (White
1917), high response (HR), sterile nodes (SN), early (E), photoperiod (PPD) (Murfet
1971) ve die Neutralis (DNE) lokuslar1 en 6nemlilerini olusturmaktadir (King ve Murfet
1985; Arumingtyas ve Murfet 1994; Weller ve Ortega 2015). PPD ve LF lokuslar1 LG2
iizerinde haritalandirilirken (Arumingtyas ve Murfet 1994; Murfet 1971), HR ve DNE
lokuslar1 LG3 iizerinde haritalandirilmistir (Lejeune-Henaut vd. 2008; Liew vd. 2009).

Tez calismast kapsaminda ciceklenme zamani i¢cin LG2’de iki ayrn QTL
belirlenmistir. Birinci QTL FLO2.1, 3.6 LOD degerine sahip olup (Sekil 4.12), haritanin
0-2 cM aralik konumunda oldugu belirlenmistir. Fenotipik varyansin %14’iinii agiklayan
QTL bolgesine en yakin konumda olan markdriin AA205 oldugu belirlenmistir (Cizelge
4.5). Guindon vd. (2019), bezelyede tohum ¢ap1 ve tohum agirligr 6zelliklerinin AA205
markori ile ilisikili oldugunu bildirmislerdir. Cigeklenme zamani igin belirlenen ve
fenotipik varyansin %14’ilinii agiklayan ikinci QTL FLO2.2, 3.2 LOD degerine sahiptir.
LG2’de 30-32 cM araliinda haritalanarak, QTL’e en yakin markdriin AA372.1 oldugu
belirlenmistir (Cizelge 4.5, Sekil 4.18). Tez ¢alismasinin bulgularina gore, ¢igeklenme
zamani i¢in bulunan QTL’ler, toplam fenotipik varyansin %28’ini agiklamaktadir.
Cigeklenme zamani i¢in belirlenen birinci QTL FLO2.1’in eklemeli gen etkisi 6.5 olup,
kaynag1 P. sativum’dan gelmektedir. Gen davranisi bakimindan ise 1.06 deger ile
dominans oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.5).
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Sekil 4.12. Cigeklenme zamani i¢in belirlenen QTL’lerin LOD degerleri grafigi

Onceki ¢aligmalarda bezelyede ciceklenme zamani igin farkli baglant1 gruplarinda
QTL’ler tanimlanmistir. Hamon vd. (2013), Huang vd. (2017) ve Gali vd. (2018) tez
calismasina benzer olarak bezelyede ¢igeklenme zamami igcin QTL’leri LG2'de
belirlemislerdir. Sadras vd. (2019), Excel ve Kaspa arasindaki tiir i¢i melezlemeden elde
edilen 102 bireylik RIL popiilasyonunda ¢igeklenme zamani i¢in LG2’de bir QTL
bildirmislerdir. Jha vd. (2016), bezelyede ¢iceklenme zamani i¢in iki QTL LG4, bir QTL
LG3 ve bir QTL LG5’de olmak {izere toplam dort QTL bildirmislerdir.

Daha 6nce yapilan bir ¢alismada, ciceklenme zamanini kontrol eden ii¢ genomik
bolge, LG2, LG3 ve LG6’da tamimlanmistir. QTL flo1, varyasyonun biiyiik bir kismina
katkida bulunarak, tez ¢alismasinda bulunan QTL ile ayni1 baglanti grubu olan LG2'de
haritalanmistir (Prioul vd. 2004). Prioul vd. (2004) tarafindan LG2’de belirlenen QTL,
AB33 markori ile iligkili bulunmustur. AB33 markoériine komsu markér AA372.1 olup,
bu tez ¢aligmasinda belirlenen flo2.2 QTL’1 ile iligkili bulunmustur. Ayrica QTL flo2,
LG3’te haritalanmis ve QTL mpllI-3 bezelye yaniklik hastaligina dayaniklilik QTL’i ile
ayni bolgede oldugu bildirilmistir. Yaniklik hastaliina dayaniklilik ile ilgili QTL'lerdeki
dayaniklilik alelleri, ¢iceklenme zamanini geciktiren alellerle iligkilendirilmistir (Prioul
vd. 2004). Burstin vd. (2007) tarafindan yapilan bir ¢calismada ¢iceklenme zamani i¢in
Det geninin bulundugu LGV 49 cM’da bir QTL haritalanmistir. Foucher vd. (2003) ise
Det geninin ¢igeklenme zamaninin diizenlenmesinde rol oynadigini bildirmislerdir.

Fondevilla vd. (2011) tarafindan yapilan bir calismada, bezelyede erkencilik
ozelligi icin LG3’te iki QTL belirlemislerdir. Ayrica, belirlenen QTL’lerin AB64 ve
AA175 markdrlerine yakin olduklari bildirilmistir. Dirlewanger vd. (1994) ise bezelyede
erkencilik 6zelligini LG6°da haritalamiglardir. Son zamanlarda yapilan bir ¢alismada P.
sativum tliriine ait DDR 14 ve Explorer genotiplerinin melezlemesinden elde edilen F» ve
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F3 popiilasyonlarinda ¢i¢ceklenme zamani i¢in LG1’de iki adet QTL ve LG2’de bir adet
olmak tizere ii¢ adet QTL haritalanmistir (Guindon 2019). Fondevilla vd. (2008), LG6’da
ve LG3’te ¢igeklenme zamani i¢in QTL’ler tanimlamiglardir. Fondevilla vd. (2008)
tarafindan bildirilen LG3 iizerindeki QTL, baska bir ¢aligmada erkencilik ile ilgili oldugu
bildirilmigtir (Timmerman-Vaughan vd. 2004). Daha 6nceki ¢alismalarda ¢igeklenme
zamant ile ilgili belirlenen QTL’ler, AA205 ve AA372.1 markdrlerine yakin konumda
bulunmalarina ragmen, dogrudan iligkili bulunmamistir. Bezelyede ¢igeklenme zamani
ile ilgili QTL ¢alismalar1 sinirl olup, tez ¢aligmasi kapsaminda LG2’de bulunan iki QTL
daha kazandirilmistir (Sekil 4.18).

4.7.2. Bitki boyu

Tez kapsaminda QTL’1 haritalanan bir diger 6zellik bitki boyu olup, LG3’te 0-12
cM araliginda konumlanmigtir (Sekil 4.18). LG3’te bir adet olarak belirlenen
PH3.1QTL’1 4.35 LOD degeriyle belirlenmistir (Sekil 4.13). Bitki boyu i¢in haritalanan
QTL ile iliski iki adet markor bulunmustur. AA122 ve AD61 markérlerine yakin bulunan
QTL, fenotipik varyasyonun %16’s1in1 agiklamaktadir (Cizelge 4.5, Sekil 4.18).

Bl Fiart_height --=-- LOD, Compos
=== R"2, Composi

Sekil 4.13. Bitki boyu i¢in belirlenen QTL’lerin LOD degerleri grafigi

Onceki c¢aligmalarda bezelyede bitki boyu igin majér ve mindr QTL'ler
tanimlanmistir. Tar'an vd. (2003) LG3’te toplam %64.6 varyasyona sahip ii¢ ana QTL ve
Hamon vd. (2013) ii¢ kiigiik QTL belirlemislerdir. Prioul vd. (2004) bitki boyu i¢in ii¢
QTL belirlemislerdir. Bunlardan At/ LG2’de, ht2 LG3’te ve ht3 ise LG7’de belirlenirken,
%063 ile en genis varyasyona sahip olan LG3’teki QTL oldugunu vurgulamislardir. Gali
vd. (2018), li¢ RIL popiilasyonunda ve LG3'te fenotipik varyansin %33-65"ini agiklayan,
bitki boyu i¢in biiyiik bir QTL belirlemislerdir. Ayrica, Ferrari vd. (2016) yine LG3'te
bitki boyu i¢in QTL haritaladiklarin1 bildirmisleridir. Gali vd. (2019), GWAS (genome-
wide association) yoOntemiyle, bitki boyu ile iliskili LG3 {izerinde dort lokus
belirlemislerdir. Guindon vd. (2019) tarafindan yapilan ¢alismada ise bitki boyu i¢in QTL
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LG2’de bulunmustur. Bezelyede yatmaya dayamiklilik o6zelliginin arastirildigr bir
calismada LG3’te iki QTL ve LG5’te bir QTL bulunmustur (Gawlowska vd. 2020). Jha
vd. (2016) tarafindan yapilan bezelyede yaniklik hastaliginin kantitatif lokuslarinin
arastirildigi bir ¢alismada, bitki boyu ile iligkili bes QTL tanimlanmistir. Bu bes QTL’in
lic tanesi LG4, bir tanesi LG7 ve bir tanesi LG3’te konumlandirilmistir. Onceki yapilan
caligmalarda bitki boyu ile iligkili farkli baglantili gruplarinda QTL bulunmasina ragmen,
fenotipik varyasyonu en genis agiklayan QTL’lerin ¢ogunlugu tez ¢alismasinda oldugu
gibi LG3’te tanimlanmugtir.

4.7.3. Verim bilesenleri

En 6nemli verim bilesenlerinden biri olan bitkide bakla sayis1 i¢in tez ¢alismasi
kapsaminda toplam 6 QTL belirlenmistir (Sekil 4.18). Bunlardan ii¢ tanesi LG2’de, bir
QTL LG4’te, bir QTL LGS5’te ve bir QTL LG6’da haritalanmigtir. LG2’deki NP2.1,
NP2.2 ve NP2.3 QTL’leri sirasiyla 4.3, 3.5 ve 3.6 LOD degerleri ile belirlenmislerdir
(Sekil 4.14). NP2.1 QTL’i 0-2 cM konumunda, fenotipik varyasyonun %16’sin1
aciklarken, en yakin markdr AA205 olarak belirlenmistir. NP2.2 QTL’1 haritanin 26-30
cM konumunda olup fenotipik varyansin %13’linti agiklamaktadir. NP2.2 QTL’ine en
yakin markdriin AD148 oldugu tespit edilmistir. LG2’deki ti¢iincii QTL ise haritanin 46
cM konumunda olup, varyasyonun %13’iinii aciklamaktadir. NP2.3 QTL’ine en yakin
markoriin AA153 oldugu belirlenmistir. LG4’te 38 ¢cM konumunda isaretlenmis olan
NP4.1 QTL’1, 3.6 LOD degerine sahip ve fenotipik varyasyonun %14’linii agiklamaktadir
(Cizelge 4.5). NP4.1’e en yakin markoriin AB45 oldugu tespit edilmistir. Varyasyonun
%14’inii agiklayan besinci QTL, LG5 baglanti grubunda olup, 38 ¢cM konumunda
haritalanmistir. AA99 markorii NP5.1 QTL’ine en yakin markor olarak bulunmustur.
Bitkide bakla sayisi ile iligkili altinct QTL ise 4.6 LOD degerine sahip ve LG6’da 2-12
cM araliginda konumlandirilmistir. NP6./ QTL’ine en yakin markdrler AB20 ve ADS51-
2 olup, fenotipik varyasyonun %17’sini agiklamaktadir (Cizelge 4.5, Sekil 4.18). RIL
poptilasyonlar1 kullanilan 6nceki ¢alismalarda, birden fazla baglanti grubunda bitkide
bakla sayist ile iligkili birden fazla QTL tanimlanmistir. P. sativum’da verim ile iliskili
ozelliklerin kantitatif 6zellik lokusunun belirlendigi bir arastirmada, bakla sayis1 i¢in
LG1, LG2, LG3, LG5 ve LG6’da olmak iizere toplam bes QTL belirlenmistir
(Irzykowska ve Wolko 2004). Guindon vd. (2019) bitkide bakla sayis1 i¢in LG1 baglanti
grubunda bir QTL tespit etmislerdir. Sadras vd. (2019) bir m?’deki bakla sayis1 6zelligi
icin LG2’de QTL belirlemislerdir. Tez calisma kapsaminda bakla sayis1 6zelligi i¢in
belirlenen alti QTL fenotip varyasyonun toplam %87’sini agiklamaktadir.
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no_pods === LOD, Composite IM (LS)
=== R"2, Composite IM (LS)

Sekil 4.14. Bitkide bakla sayisi i¢in belirlenen QTL’lerin LOD degerleri grafigi

Tez calismasi kapsaminda, baklada dane sayisi ile iliskili LG6’da bir QTL
belirlenmistir. Fenotipik varyasyonun %]13’linli agiklayan NS6./ QTL’i 3.2°lik LOD
degeriyle tespit edilmistir (Sekil 4.15). Harita konumu 16 cM’da isaretlenerek, QTL’e en
yakin markoriin AC76a oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.5, Sekil 4.18). Krajewski vd.
(2012), P. sativum tiriine ait WT11238 ve Wt3557 melezlemeden ilerletilen RIL
popiilasyonunda bazi verim bilesenlerini inceledikleri ¢alismada, baklada dane sayisi
ozelligini LG2’de haritalamiglardir. Bagka bir arastirmada ise LG1 baglant1 grubunda iki
adet QTL belirlenmistir (Guindon vd. 2019). Timmerman-Vaughan vd. (2005) bir
m?’deki dane sayis1 ozelligi igin LG1, LG2, LG3, LG4 ve LG7 baglanti gruplarinda
toplam yedi QTL tespit etmiserdir. Sadras vd. (2019) tarafindan yapilan ¢aligmada ise
baklada dane sayis1 6zelligi i¢in LG2 ve LG3’te QTL bulduklarini bildirmislerdir. Ayrica,
ciceklenme zamani ve verim bilesenlerinin QTL’lerinin daha ¢ok LG2’de oldugu
bildirilmistir (Sadras vd. 2019).
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Sekil 4.15. Baklada dane i¢in belirlenen QTL’lerin LOD degerleri grafigi

Bakla boyu o6zelligi ile iligkili bir QTL (PL4.7) 3.08’lik LOD degeri ile LG4’te
tespit edilmistir (Sekil 4.16). Fenotipik varyasyonun %12’sini agiklamaktadir. PL4.1
QTL’ine en yakin markdér AA92 olup, haritadaki konumu 36 cM’dir (Cizelge 4.5, Sekil
4.18). Ulasilabilir literatiirlere gore, bakla boyu ile ilgili bir QTL LG2’de haritalanmigtir
(Guindon vd. 2019).

Tez kapsaminda QTL’i haritalanan bir diger o6zellik hasat indeksidir. Hasat
indeksi ile iliskili bir QTL LG3’te 0-8 ¢cM araliginda konumlandirilmis olup, HX3.1
QTL’ine en yakin iki markoriin AD73 ve AD61 oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.18).
HX3.1QTL’13.3 LOD degerine sahip ve fenotipik varyasyonun %13 ’{inii agiklamaktadir.
Hasat indeksi ile iliskili ikinci QTL (HX5.7) 3.1°lik LOD degeriyle belirlenirken (Sekil
4.17), LG5’te 38 cM’da haritalanmistir (Cizelge 4.5). AA99 markorii HX5.1 QTL’ine en
yakin markor olarak belirlenirken, fenotipik varyasyonun %12’si agiklanmaktadir. Hasat
indeksi i¢cin LG6’da 8 cM’da haritalanan ti¢iincii QTL (HX6.1) fenotipik varyasyonun
%12’sini agiklamaktadir. HX6./ QTL’ine en yakin markoriin AD51-2 oldugu tespit
edilmistir. Belirlenen bu ti¢ QTL, fenotipik varyasyonun toplam %37’sini agiklamaktadir
(Cizelge 4.5, Sekil 4.18). Daha once bir yapilan arastirmada, fenotipik varyasyonun
toplam %40’ 11 agiklayan dort QTL belirlenmistir. Bunlardan iki tanesi LG3, bir QTL
LG1’de ve bir QTL LG2’de haritalanmistir (Timmerman-Vaughan vd. 2005). Verim
bilesenleri ¢evreden kolay etkilenen ozellikler oldugu ve calisilan popiilasyon
farkliliklarindan dolay1 bir¢ok baglant1 grubunda haritalanabilmektedirler. Tez ¢aligmasi
kapsaminda alt1 farkli 6zellik icin 14 QTL tespit edilmis olup, QTL’lerin detayl
konumlar Sekil 4.18 ve Cizelge 4.5’te sunulmustur.
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Sekil 4.16. Bakla boyu i¢in belirlenen QTL’lerin LOD degerleri grafigi
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Sekil 4.17. Hasat indeksi icin belirlenen QTL’lerin LOD degerleri grafigi

Bezelyede yapilan daha oOnceki calismalarda birgok farkli 6zellik i¢in QTL

belirleme arastirmalar1 gerceklestirilmistir. Verim ve verim bilesenlerine ek olarak canl

ve cansiz stres faktorlerine karsi da QTL c¢aligsmalar yiiriitiilmiistiir. Bezelyede yatmaya

dayanikliligin bitki boyu ile iliskisinin arastirildig: bir calismada, yatmaya dayaniklilik
ozelligi LG3’te (Tar’an vd. 2003), bezelyede yaniklik hastaligina kars1 kantitatif 6zellik
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lokusu LG2, LG3, LGS ve LG6’da (Prioul vd. 2004; Jha vd. 2016), tohum rengi, dane
agirhigl, dane verimi, biyololojik verim, protein igerigi, canavar otuna dayaniklilik, kok
cliriikligii ve kiilleme hastaligina kars1 dayaniklilik ile ilgili birgok 6zellik igin 7 baglanti
grubunun tiimiinde QTL’ler bildirilmistir (Timmerman-Vaughan vd. 1996; Pilet-Nayel
vd. 2002; Ta’ran vd. 2004; Valderrama vd. 2004; Fondevilla vd. 2007a,b). Daha sonraki
yapilacak arastirmalarda ayni baglanti grubunda haritalanan QTL’lerin birlikte
calisilmasi, kullanilan markorlerin islevselligini giiclendirebilecektir.
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Sekil 4.18. P. sativum ve P. fulvum tiirler aras1 melezinden ilerletilen F4 RIL popiilasyonunda CIM ydntemine gore tespit edilen QTL’ler (flo:
, HX: hasat indeksi).

ciceklenme zamani, PH: bitki boyu, NP: bitkide bakla sayisi,
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Cizelge 4.5. P. sativum ve P. fulvum tiirler aras1 melezinden ilerletilen F4 RIL popiilasyonunda tespit edilen QTL’lere ait bilgiler

5 ; . Genetik etki Gen davramsi
Karakter QTL Baglalitégrubu it 11:/}) S R? Hiskili markor QTL kaynag
LG) (cM) Add Dom (d]/|a|
Cigeklenme zamam1 ~ FLO2.1 LG2 0-2 cM 0.13 AA205 6.5 -6.9 1.06 D P. sativum
FLO2.2 LG2 30-32cM 0.13 AA372.1 6.5 -4.6 0.71 KD P. sativum
Bitki boyu PH3.1 LG3 0-12 cM 0.16 AD73 -28.6 47.2 1.65UD P. fulvum
Bitkide bakla say1s1 NP2.1 LG2 0-2cM 0.16 AA205 10.4 -17.9 1.72 UD P. sativum
NP2.2 LG2 26-30 cM 0.13 ADI148 10.6 -24.3 2.29UD P. sativum
NP2.3 LG2 46-46 cM 0.13 AA153 11.0 -33 0.30KD P. sativum
NP4.1 LG4 38-38 cM 0.14 AB45 12.7 11.2 0.88D P. sativum
NP5.1 LG5 38-38 cM 0.14 AA99 10.0 -23.1 2.31U0D P. sativum
NP6.1 LG6 2-12cM 0.17 AB20; AD51-2 9.2 463.5 50.38 UD P. sativum
Baklada dane sayis1 NS6.1 LG6 16-16 cM 0.13 AC76a 1.8 19.8 11.0UD P. sativum
Bakla boyu PL4.1 LG4 36-36 ctM 0.12 AA92 0.42 0.47 1.1D P. sativum
Hasat indeksi HX3.1 LG3 0-8 cM 0.13 AD73 8.0 -3.2 0.39KD P. sativum
HX5.1 LG5 38-38 cM 0.12 AA99 3.6 -15.8 438 UD P. sativum
HX6.1 LG6 8-8 cM 0.12 ADS51-2 4.0 -300.2 75.0 UD P. sativum

R% agiklanan fenotipik varyasyon orani; Add: QTL’in hangi ebeveynden geldigini ve etki derecesini gdstermektedir.+ degerler P. sativum’u, - degerler P. fulvum’u temsil etmektedir. D: Dominans; KD: Kismi

dominans; UD: Ustiin dominans
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5. SONUCLAR

P. sativum x P. fulvum tiirler aras1 melezlemeler Fi'den Fs'e kadar ilerletilmistir.
Elde edilen sonuglar ve oneriler asagida sira halinde verilmistir:

F> popiilasyonunda ¢imlenmeden sonra 13-17 giin igerisinde ¢igeklenen siiper
erkenci bireyler F4.s'de 24-25 giin i¢inde ¢igeklenerek durulmuslardir. Fs popiilasyonunda
siiper erkenci bireyler, kisa giin kosullar1 altinda erkenci anag P. sativum’dan yaklasik bir
ay ve geg ciceklenen diger anag P. fulvum’dan iki ay daha erkenci olduklari belirlenmistir.

Siiper erkenci genotiplerin, ¢igeklenme (4°= %82) ve bakla baglama zamani (h’=
%80) Ozellikleri bakimindan oldukca yiiksek dar anlamda kalitim derecesine sahip
olduklar1 bulunmustur. Bu durum siiper erkenci cesitlerin gelistirilmesi i¢in agilan
popiilasyonlarda erken donemde seleksiyon yapilabilecegini gostermektedir.

Caligma kapsaminda incelenen agro-morfolojik ozellikler i¢cin de Onemli
transgresif agilimlar elde edilmistir. Transgresif agilimlardan iistiin dollerin secilebilecegi
distintilmistiir.

Turuncu c¢icek renginin beyaz ¢icek rengine baskin oldugu belirlenmistir. Ancak
F» popiilasyonunda turuncu, pembe ve beyaz ¢icek renkleri olmak tizere 12:3:1 oraninda
acilim gosterdigi ve ¢alisilan popiilasyonda cicek rengi icin dominant epistasi oldugu
ortaya konmustur.

Erkencilik iizerine dogrudan en fazla etki eden 6zelliklerin bakla baglama giin
sayist ve bitki boyu oldugu belirlenmistir. Bakla baglama giin sayisi erkencilik olarak
adlandirdigimiz fenolojik 6zelligin en 6nemli diger yarist olarak kanitlanmigtir. Siiper
erkenci genotiplerin kisa boylu olmasindan dolay1 da erkencilik ile bitki boyu arasinda
dogrudan iligki kurulmus oldugu diisiiniilmiistiir.

Bezelye 1slah calismalarinda yaygin olarak kullanilan SSR markoérler ile
iilkemizde, bezelyede ilk defa tiirler aras1 melezlemeden gelistirilen popiilasyonda
genetik baglantist haritasi olusturulmustur. QTL analizinde hem Composite interval
haritalama (CIM) hem de Simple interval haritalama (SIM) yontemleri kullanilmistir.

Ebeveynler arasinda polimorfik olan kirk dort adet SSR, 7 kromozom iizerinde
haritalanarak toplam 262.6 cM uzunlugunda genetik baglant1 haritas1 olusturulmustur.
Erkencilik ve 6nemli agro-morfolojik ozellikler i¢in 5 kromozom iizerinde toplam 14
QTL belirlenmistir. Erkencilik i¢in LG2 iizerinde fenotipik varyansin toplam %26’sin1
aciklayan iki adet QTL belirlenmistir. Cigeklenme zamani, bitki boyu ve dnemli verim
bilesenleri i¢in yeni QTL’ler belirlenerek literatiire 6nemli katkilar saglanmaistir.

Belirlenen QTL’ler ile iliskili bulunan AA205, AA372.1, AD148, AA153, AB45,
AA99, AB20, AD51-2, AC76a, AA92, AD73 ve AD61 SSR markorleri, calisilacak
ozellige gore, daha sonradan yapilacak markor destekli seleksiyon c¢alismalarinda
kullanilmalarina katki saglayacaktir.

Yabani tiirlerin kiiltiire alinmig tiirlerle melezlenmesinden elde edilen yararl
bireyler, yabani tiirlerin genetik kaynak olarak dnemini ortaya koymaktadir.
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