EGE UNIVERSITESI

m .

- DOKTORA TEZI

©

-

)

E MERCIMEK DANESINDE DEMIR (Fe) BESIN
1 ELEMENTI ALINIMINI KONTROL EDEN
e GENLERIN HARITALANMASI VE QTL ANALIZI
L

-

© pr— .

| 8 Secil ALDEMIR

o

m

Z

LUl

LL

EU




EGE UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU

(DOKTORA TEZI)

MERCIMEK DANESINDE DEMIR (Fe) BESIN
ELEMENTI ALINIMINI KONTROL EDEN
GENLERIN HARITALANMASI VE QTL ANALIZI

Secil ALDEMIR

Tez Damismani : Prof. Dr. M. Bahattin TANYOLAC

Biyoteknoloji Anabilim Dah

Sunus Tarihi :22.11. 2017

Bornova-iZMiR
2017






Secil ALDEMIR tarafindan doktora tezi olarak sunulan “Mercimek Danesinde
Demir (Fe) Besin Elementi Alimimini Kontrol Eden Genlerin Haritalanmasi ve
QTL Analizi” baglikli bu ¢alisma EU Lisanststii Egitim ve Ogretim Yonetmeligi
ile EU Fen Bilimleri Enstitiisti Egitim ve Ogretim Yonergesi’nin ilgili hiikiimleri
uyarinca tarafimizdan degerlendirilerek savunmaya deger bulunmus ve
22.11.2017 tarihinde yapilan tez savunma sinavinda aday oybirligi/oygaoklugu-ile

bagarili bulunmustur.

Jiiri ﬁxeleri:

Jiiri Bagkan1  : Prof.Dr. M. Bahattin TANYOLAC 7
Raportor Uye :Yrd.Do¢.Dr. Ozan KARAMAN ...,
Uye : Prof. Dr. Aynur GUREL

Uye : Prof. Dr. Muzaffer TOSUN

u
Uye :Prof. Dr. Hakan OZKAN M@%@&Q%






EGE UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU
ETIiK KURALLARA UYGUNLUK BEYANI

EU Lisansiistii Egitim ve Ogretim Y&netmeliginin ilgili hiikiimleri uyarinca
Doktora Tezi olarak sundugum “Mercimek Danesinde Demir (Fe) Besin
Elementi Alinimin1 Kontrol Eden Genlerin Haritalanmasi ve QTL Analizi”
baslikli bu tezin kendi ¢alismam oldugunu, sundugum tiim sonug, dokiiman, bilgi
ve belgeleri bizzat ve bu tez calismasi kapsaminda elde ettigimi, bu tez
calismasiyla elde edilmeyen biitiin bilgi ve yorumlara atif yaptigimi ve bunlari
kaynaklar listesinde usuliine uygun olarak verdigimi, tez ¢aligmasi ve yazimi
sirasinda patent ve telif haklarini ihlal edici bir davranigimin olmadigini, bu tezin
herhangi bir boliimiinii bu iiniversite veya diger bir iiniversitede bagka bir tez
calismasi i¢inde sunmadigimi, bu tezin planlanmasindan yazimina kadar biitlin
sathalarda bilimsel etik kurallarina uygun olarak davrandigimi ve aksinin ortaya

¢ikmasi durumunda her tiirlii yasal sonucu kabul edecegimi beyan ederim.

22 /11/2017

Secil ALDEMIR






vii

OZET

MERCIMEK DANESINDE DEMIR (Fe) BESIN ELEMENTI
ALINIMINI KONTROL EDEN GENLERIN HARITALANMASI VE
QTL ANALIZI

ALDEMIR, Segil

Doktora Tezi, Biyoteknoloji Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. M. Bahattin TANYOLAC
Kasim 2017, 63 sayfa

Bu ¢alismada mercimek (Lens culinaris Medic.) bitkisinde danede Fe
konsantrasyonunu kontrol eden genlerle iligkili QTL(ler)’in kromozomal

yerlesimlerinin belirlenmesi amaglanmaistir.

ILL 8006 ve CDC Milestone ebeveynlerinin melezlenmesiyle olusturulan
118 bireye sahip LR-11 RIL popiilasyonu, 2012 ve 2013 yillarinda 3 lokasyona
(Izmir, Adana ve Sanli Urfa) ekilmistir. Popiilasyona ait bireylerde dane Fe

konsantrasyonu degerleri 37,2 ile 175,7 mg/kg arasinda bulunmustur.

Baglanti haritasinin toplam uzunlugu 497,1 cM olup, komsu iki markor
arasindaki ortalama uzaklik 0,12 c¢cM’ dir. Toplamda 4.177 GBS bazli SNP
markoriiniin 7 baglanti grubu {izerinde yer aldigi bulunmustur. QTL analizi
sonucunda 1., 2., 4., 5., 6. ve 7. baglant1 gruplari tizerinde lokalize olmus toplam
21 QTL belirlenmistir. Bu QTL’ ler fenotipik varyasyonun % 5,9-14,0’1m
agiklamaktadir. LOD degerleri 3,00-4,45 arasinda degismektedir. Bu genomik
bolgelerin belirlenmesi, danede yiiksek Fe konsantrasyonuna sahip yeni mercimek
cesitlerinin  gelistirilmesini igeren biyofortifikasyon c¢alismalar1 i¢in yararl

olacaktir.

Anahtar sozciikler: GBS, QTL Haritalama, RIL, Demir, Mercimek.






ABSTRACT

MAPPING AND QTL ANALYSIS OF GENES CONTROLLING
IRON (Fe) UPTAKE OF LENTIL

ALDEMIR, Segil

Ph.D in Biotechnology
Supervisor: Prof. Dr. M. Bahattin TANYOLAC
November 2017, 63 pages

In this study, it was aimed to determine the chorosomal loci of QTL(S)
associated with genes controlling the Fe concentration in seed of lentil (Lens

culinaris Medic.).

The LR-11 RIL population, which has 118 individuals formed by crossing
ILL 8006 and CDC Milestone parents, has been planted in 3 locations (izmir,
Adana ve Sanli Urfa) in 2012 and 2013. Seed Fe concentrations of the individuals

of populations were ranged from 37.2 to 175.7 mg/kg.

The total length of the linkage map is 497.1 cM and the average distance
between two adjacent markers is 0.12 cM. It was found that, in total 4,177 GBS
based SNP markers are located on 7 linkage groups. As a result of the QTL
analysis, a total of 21 QTLs localized on the 1., 2., 4., 5., 6. and 7. linkage groups
were determined. These QTLs are accounted for 5.9-14.0% of the phenotypic
variation. LOD values were ranged from 3.00 to 4.45. Identification of these
genomic regions will be useful for biofortification studies involving the

development of new lentil varieties with high Fe concentrations in seed.

Keywords: GBS, QTL Mapping, RIL, Iron, Lentil.
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1. GIRIS

Mercimek (Lens culinaris Medic.), kendine dollenen ve diploid (2n=2x=14
kromozom) bitki olup tek yillik 6nemli bir baklagildir. Genom biiyiikligi 4.063
Mbp’dir (Arumuganathan and Earle, 1991) ve kromozomlarinin uzunlugu 3,0-9,2
um arasinda degismektedir (Kumar et al., 2014). Kiiltiire alinmis mercimegin
orijini, Yakin Dogu ve Anadolu’dur (Muehlbauer and McPhee, 2005). Mercimek;
Avrupa, Asya, Kuzey Afrika ve Etiyopya, Hint Yarimadasi, Kuzey ve Giiney
Amerika, Giliney Afrika ve Avustralya’nin alt tropikal ve 1liman ekim
bolgelerinde yayilis gostermekte ve hem yazlik, hem de kiglik olarak tarimi
yapilmaktadir (Ford et al., 2007). Tiirkiye, mercimek tretiminde, Kanada ve
Hindistan’ dan sonra 3. sirada yer almaktadir (FAO, 2014a).

Mercimek proteince zengin (% 20-36) bir bitki olup, ayn1 zamanda yiiksek
vitamin, mineral ve besinsel lif ile diisiik yag igerigi acisindan insan ve hayvan
beslenmesinde dnemli bir baklagildir. Ayrica mikro besin elementleri yoniinden de
cesitlilik gostermektedir (Wang and Daun, 2006; Thavarajah et al., 2007).
Mercimegin danesi insan beslenmesinde, sap ve samani ise hayvan beslenmesinde
kullanilmaktadir (Engin, 1989). Mercimek; amino asitler (protein formunda),
kompleks karbohidratlar, temel mineraller ve gesitli vitaminler gibi bir¢ok diyet
0gesini igermektedir (Urbano et al., 2007; Grusak, 2009).

Mikro besin elementleri bitkilerin biiyiimesi, farklilagsmasi, dollenmesi ve
sonugta verimi i¢in gerekli olan temel besin maddeleridir. Ancak bunlarin
gereksinim duyulan miktarlar1 makro besin elementlerine gore cok daha diisiik
diizeydedir. Bitkiler genellikle farkli besin elementlerine ihtiya¢ duymakla
birlikte, biitiin yiiksek bitkiler i¢in Fe, ¢inko (Zn), bakir (Cu), Mangan (Mn),
Selenyum (Se), Bor (B), Klor (Cl), Molibden (Mo) ve Nikel (Ni) temel mikro
besin elementleridir. Bitkiler; depolama, hiicre i¢i tasinim, bitki igerisinde besin
elementlerinin alinim1 ve taginimi i¢in toprakta her bir mikro besin elementinden

uygun miktarlarda bulunmasini istemektedir (Yang et al., 2006).

Diinya niifusunun yarisindan fazlasi, giinliik beslenme rejimindeki Fe, Zn,

Se ve iyot (I) gibi mikro besin elementi eksiklikleri nedeniyle bir¢cok saglik



problemi yasamaktadir. Bu besin elementlerinin ek gida olarak temin edilmesi,
gida takviyeleri ve gida cesitliligi, insanlarda meydana gelen besin elementi
eksikliklerinin giderilmesinde tam olarak basarili olamamistir (White and
Broadley, 2005). Bu nedenle, Diinya Gida Bilimcileri tarafindan besin degeri
arttirtlmis gidalar diger adi ile “biyofortifikasyon” onerilmektedir (Combs et al.,
1997; Pfeiffer and McClafferty, 2007). Biyofortifikasyon gibi bazi yeni
yaklagimlar sayesinde bu tiir mikro besin elementlerinin eksikliklerini giderme
yolunda &nemli gelismeler saglanmaktadir. Insanlar tarafindan tiiketilen bitki
kisimlarinda  bulunan mineral elementlerin  konsantrasyonunu ve/veya
biyoyararlanimini arttirmay1 hedefleyen biyofortifikasyon (White and Broadley,
2009), gelismekte olan iilkelerde 6zellikle kirsal niifusun mikro besin elementi
eksikligini hafifletmek ve maliyeti diisiirmek i¢in oldukg¢a etkili bir yol olarak
kabul edilmektedir. Bu strateji, hem siirdiiriilebilir olusu, hem de yaygin etkisi
nedeni ile son yillarda 6nemli destek bulmaktadir. Giinlilk beslenme diyetlerinde
onemli yer tutan mercimek, mikro besin elementlerince zengin bir kaynaktir.
Ayrica besin maddesi icerigi ile ilgili olarak mercimek germplazminda genis bir
genetik varyasyon goriilmektedir (Kumar et al., 2016). Bu kosullar goz Oniine
alindiginda mercimek bitkisi, mikro besin elementlerince yliksek icerige sahip

cesitlerin gelistirilmesine olanak saglamaktadir.

Bitkiler, normal biiyiime ve gelisimlerini siirdiirebilmek i¢in 14 temel
elemente ihtiyag duyarlar ve bunlarin 12 tanesi insan beslenmesinde de temel olan
besin elementleridir (Grusak and DellaPenna, 1999). Insanlar, ihtiya¢ duydugu bu
besin elementlerinin ¢gogunu tahillar ve baklagillerden saglamaktadir (Welch and
Graham, 2004). Bu besin elementlerinin eksiklikleri veya yokluklari insanda bazi
beslenme bozukluklarina ve hastaliklara neden olmaktadir. Bu besin elementleri
arasinda eksiklikleri duyulan elementlerden biri Fe’dir. Fe eksikligi oldukc¢a

yaygindir ve diinyada 3,7 milyar insani1 etkilemektedir (Welch, 2002).

Fe, insan beslenmesinde 6nemli bir mikro besin elementidir. Kanda oksijen
tagtyan pigment olan hemoglobinin énemli bir parcasi olup akcigerlerden biitiin
viicut hiicrelerine oksijen transferinde rol oynamaktadir. Ayrica enerji iiretimi ve
metabolizma i¢in anahtar rol oynayan enzim sistemlerinin bir parcasidir (Moritz

and Hornecker, 2006).



Yetistiriciligi yapilan kiiltiir bitkilerinin danelerindeki Fe konsantrasyonlart;
piring (Oryza sativa L.) (Gregorio et al., 2000), fasulye (Phaseolus vulgaris L.)
(Islam et al., 2002; Mahajan et al., 2017), misir (Zea mays) (Oikeh et al., 2003),
bugday (Triticum aestivum) (Garvin et al., 2006), nohut (Cicer arietinum) (Zia-
Ul-Haq et al., 2007) ve soya fasulyesi (Soja max) (Ramamurthy et al., 2014) gibi
temel gida olarak kullanilan bitkilerde belirlenmistir. Yapilan c¢alismalarda
mercimek danesindeki Fe konsantrasyonu 73-90 mg/kg olarak tespit edilmistir
(Thavarajah et al., 2011).

Danedeki Fe konsantrasyonunu/igerigini kontrol eden genler ile iligkili QTL
(Quantitative Trait Locus; Kantitatif Ozellik Lokusu)’ lere yoénelik ¢alismalar;
Arabidopsis thaliana (fare kulag: teresi) (Vreugdenhil et al., 2004; Waters and
Grusak, 2008), Brassica rapa (salgam) (Wu et al., 2008), Brassica napus (kanola)
(Ding et al., 2010), Oryza sativa (piring) (Stangoulis et al., 2007; Lu et al., 2008;
Garcia-Oliveira et al., 2009; Norton et al., 2010; Anuradha et al., 2012; Du et al.,
2013 ), Lotus japonicus (Klein and Grusak, 2009), Medicago truncatula (sufen)
(Sankaran et al., 2009), Phaseolus vulgaris (fasulye) (Cichy et al., 2009; Blair et
al., 2009; Blair et al., 2010; Blair et al., 2011), Triticum sp. (bugday) (Peleg et
al., 2009; Tiwari et al., 2009; Xu et al., 2012; Pu et al., 2014; Srinivasa et al.,
2014; Tiwari et al., 2016; Krishnappa et al., 2017), Zea mays (misir) (Qin et al.,
2012; Simic et al., 2012; Jin et al., 2013) ve Soja max (soya fasulyesi) (King et al.,
2013; Ramamurthy et al., 2014) gibi bazi bitkilerde rapor edilmistir. Bu
caligmalarda arastiricilar danede Fe birikimini kontrol eden genlerle baglantili

QTL’ leri tanimlamislardir.

SNP (Single Nucleotide Polymorphism; Tek Niikleotid Polimorfizmi)
markdrleri, tim genoma yayilmis ve en ¢ok bulunan genetik markorlerdir
(Agarwal et al., 2008). Son yillarda Genotyping by Sequencing (GBS; Dizileme
ile Genotipleme) olarak adlandirilan yeni bir yaklasim, SNP’ lerin saptanmasinda
ve genotiplendirilmesinde kullanilmaktadir (Deschamps et al., 2012; Kujur et al.,
2015). GBS; popiilasyon ve karakterizasyon g¢aligmalarinda, 1slahta ve cesitli
organizmalara ait Onemli Ozelliklerin haritalanmasinda kullanilmaktadir. Bu
teknoloji; popiilasyondaki her bireye ait genomun, restriksiyon enzimleri ile

kesilmesi sonucu olusan genomik parcalarin yiiksek-ciktili Yeni Nesil



Sekanslanmasina (YNS=NGS (Next Generation Sequencing)) dayanmaktadir
(Elshire et al., 2011; Kumar et al., 2012). Bu teknolojide; segilmis iki ebeveynden
bir haritalama popiilasyonu olusturulmaktadir. NGS teknolojisi kullanilarak
cbeveynlerle Dbirlikte RIL’lar (Recombinant Inbred Line; Rekombinant
Kendilenmis Hat), SNP’leri belirmek i¢in sekanslanmaktadir. Sekanslamadan elde
edilen diziler her bireyde allelik ¢esitliligi ortaya koymak i¢in kullanilmaktadir.
Ebeveynlerden elde edilen verilere dayali olarak genotipler saptanmaktadir. Daha
sonra ise her bir RIL i¢in rekombinasyon haritasi elde edilmektedir (Deschamps et
al., 2012). Baz1 biiyiikk genomlu bitkilerde genetik haritalama igin binlerce SNP
markoriinin - bulunmasi ve kullanilmasi, bu teknoloji sayesinde artik ¢ok
kolaylagsmistir (He et al., 2014). Bu tirlii yiiksek-¢iktili genotiplendirme
teknolojileri, QTL karakterizasyonunda yiiksek-yogunluklu uygulamalarin
gelismesine olanak saglamaktadir (Deschamps et al., 2012). SNP-bazli haritalar
ve/veya QTL haritalari; mercimek (Sharpe et al., 2013; Gujaria-Verma et al.,
2014, Ates et al., 2016; Bhadauria et al., 2017)), muisir (Chen et al., 2014; Li et al.,
2015), musir-arpa (Elshire et al., 2011), bugday-arpa (Poland et al., 2012), arpa
(Mascher et al., 2013; Liu et al., 2014), bugday (Saintenac et al., 2013;Crespo-
Herrera et al., 2016), yulaf (Huang et al., 2014), nohut (Jaganathan et al., 2015;
Upadhyaya et al.,, 2016;Wang, 2016), bezelye (Ma et al., 2017) patates
(Uitdewilligen et al., 2013), piring (Spindel et al., 2013), ahududu (Ward et al.,
2013), soya fasulyesi (Sonah et al., 2013; Bastien et al., 2014), kanola (Raman et
al. 2014), elma (Gardner et al., 2014), manyok (Rabbi et al., 2014) ve pamuk
(Gore et al., 2014) gibi tiirlerde olusturulmustur.

Ug farkli lokasyonda (Izmir, Adana, S.Urfa) ve 2 yil (2012 ve 2013) siire ile
yuriitiillmiis olan bu g¢alisma ile amag : (I) rekombinant kendilenmis mercimek
hattinda danelerdeki Fe konsantrasyonunun fenotipik varyasyonunu belirlemek
(I) GBS teknolojisini kullanarak yiiksek yogunluklu bir baglanti haritas1 elde
etmek ve (111) mercimek danesindeki Fe konsantrasyonunu kontrol eden genlerle

iligkili QTL(ler)” in kromozomal yerlesimlerini belirlemektir.



2. ONCEKIi CALISMALAR
2.1 Mercimek Bitkisi (Lens culinaris Medikus subsp. culinaris.)

Kiltiirii yapilmakta olan mercimek, baklagiller familyasinin (Fabaceac)
Papilionaceae alt-familyasina ait Lens cinsine bagl bir bitkidir. Kiiltiire alinmig
mercimegin yabani atas1 L. orientalis tiriidiir (Cubero et al., 2009). Giiniimiizde
polen- pistil karakterleri ve biyokimyasal karakterler gibi karakterlerin yani sira
tir i¢i ve tiirler arasi melezlemeler sonucunda elde edilen veriler 1s18inda,
taksonomistler mercimek bitkisine ait 6 tir tanimlamustir: L. culinaris Medik.,
L.odemensis, L.tomentosus, L.nigricans L.ervoides ve L.lamottei (Fratini et al.,
2011).

Kiiltiire alinmig mercimegin olasi orijin merkezi Afganistan, Hindistan ve
Tiirkistan bolgesidir (Fratini et al., 2011). Mercimek, “Verimli Hilal” (Fertile
Crescent) olarak adlandirilan Mezapotamya bolgesinde bezelye ve nohutla
beraber kiiltiire alman ilk bitkilerdendir. Suriye’de bu konu ile ilgili yapilan
arkeolojik ¢alismalar sonucundaki bulgular 10.000 yil O6nceye kadar
dayanmaktadir (Mikic, 2011). Kiiltiire alinan mercimek daha sonra Yunanistan’a,
Tuna Nehri boyunca Orta ve Bati Avrupa’ya, Nil Deltasina ve doguda Hindistan’a
yayilmistir (Cubero et al., 2009).

Mercimek bitkisi; yumusak tiiylii bir yapida, agik yesil renkte, ortalama 20-
30 cm uzunlugunda, ¢alimsi ve tek yillik bir bitkidir (Saxena, 2009). Cigekleri,
beyaz, leylak ya da uguk mavi renkte olabilir. Her bir meyve, bir ya da iki tohum
icermektedir. Tohumlari, kiigiik dairesel-disk seklindedir ve sari, kirmizi, siyah,

yesil ve kahverengi gibi birgok renge sahiptir.

Diinya genelinde yillik ortalama mercimek tiretimi 4,9 M tondur ve kisi basi
tiketimi niifus artisindan daha hizli bir sekilde artmaktadir (FAO, 2014b).
Tiirkiye’de mercimek (kirmizi ve yesil) 2016 yilinda 2.522.360 da alanda ekilmis
ve bu alandan 365.000 ton iiriin elde edilmistir (TUIK, 2016).



Mercimek, topragin verimliliginde atmosferik azotu fikse etmesi nedeniyle
de c¢ok onemli bir bitkidir. Hayvansal gida tiiketimi yoniinden yetersizlikler
yasandig1 durumlarda insan igin temel olan biitiin amino asitleri (Grusak, 2009)
icermesinden dolay1 protein kaynagi olarak tiiketilmektedir. Danesinde; yiiksek
miktarda sindirilebilir protein, makro ve mikro besinler (Fe, Zn, Se), vitaminler
(Niacin, VitaminA, Askorbik Asit, Inositol), lif ve karbohidrat bulunmaktadir
(Sarker and Kumar, 2011). Bu nedenle de giinliik gida dengesinde ve global insan
diyetinde 6nemli bir baklagildir (Karakoy et al., 2012). 100 g kuru mercimek
tohumu; 391 g kalori (1638 kj), 28 g protein, 67,1 g karbohidrat, 2,5 g yag, 12,2 g
toplam lif ve 2,2 g kiil icermektedir (USDA/ARS, 2007).

2.2 Mercimekte Fe Elementi Analizi Calismalari

Mikro besin elementleri; hiicre igerisinde primer ve sekonder enerji
metabolizmalarinda, hiicre savunma mekanizmasinda, gen regiilasyonlarinda,
hormonlarin algilanmasinda, sinyal iletiminde ve hiicre ¢ogalmasi gibi metabolik
fonksiyonlarda gorev almaktadir. Bununla birlikte yiiksek konsantrasyonlardaki
mikro besin elementleri hiicre icin olumsuz sonuclar doguracak olan reaktif

oksijen tiirlerinin artisina neden olabilmektedir (Yang et al., 2006).

Fe, Zn, Kalsiyum (Ca), Mn ve Fosfor (P) gibi mikro besin elementleri insan
viicudundaki metabolik yol izleri ve reaksiyonlar i¢in temel elementlerdir. Bu
besin elementlerinin gilinliik yetersiz alinimi, ¢esitli saglik sorunlarina neden
olmaktadir (Garcia- Oliveira et al., 2009). Mikro besin elementleri eksiklikleri en
onemli saglik problemlerinin basinda gelmektedir. Besin elementleri arasinda
eksiklikleri duyulan en 6nemli elementlerden birisi de Fe’dir. Fe eksikligi, i giicii
kayiplarina ve yeni dogan bebeklerde komplikasyonlara yol acan “demir eksikligi
anemisi’ne neden olmaktadir (Blair et al., 2011). Fe eksikligi, ayrica hiicrelere
oksijen tagimiminin azalmasina ve yorgunluga, is performansinda azalmaya,
bagisiklik sisteminin ¢okmesine ve bazen de 6liimlere neden olmaktadir (Haas
and Brownlie, 2001). Diinya Saglik Orgiitii'niin raporuna gore, diinya c¢apinda
gerceklesen dliimlerin ortalama % 1,5’u (0,8 milyon) direkt olarak Fe eksikligi ile
baglantili olarak ger¢eklesmektedir (WHO Health Report, 2002).



Fe, hemoglobin (Hb) ve miyoglobin (mb) gibi demir- ve oksijen-baglayan
proteinlerin ayrilmaz bir parcasidir. Fe, oksijenin akcigerlerden biitiin viicut
hiicrelerine tasinmasinda ve kaslara tasimman oksijenin depolanmasinda rol
oynamaktadir. Ayni zamanda enerji iiretimi ve metabolizma i¢in anahtar rol
oynayan enzim sistemlerinin énemli bir pargasidir (Moritz and Hornecker, 2006).
Fe-enzimleri; elektron tasima ve enerji metabolizmasinda (sitokrom c oksidaz,
sitokromlar, NADH dehidrogenaz ve siiksinat dehidrogenaz), bagisiklik sistemi
fonksiyonlarinda (nitrik oksit sentezi, miyeloperoksidaz, eozinofil peroksidaz ve
laktoperoksidaz), antioksidant fonksiyonunda (peroksidazlar ve katalazlar) ve
noral fonksiyonlarda (tirozin peroksidaz, tirozin hidroksilaz, triptofan hidroksilaz
ve ksantin oksidaz) yer almaktadir (Beard, 2001; Arrendo and Nunez, 2005;
lannotti et al., 2006; Burckhardt-Herold, 2013). Fe-igeren enzimler ve/veya
proteinler, DNA sentezine (riboniikleotid rediiktaz) katilmakta olup ayn1 zamanda
hiicre biiyiimesi ve proliferasyon i¢in temel bilesenlerdir (Cazzola et al., 1990;
Lieu et al., 2001; Adlerova et al., 2008). Biitiin yas gruplarindaki erkekler ve
menopoz sonrast kadinlar i¢in Onerilen giinliik alim miktar1 8 mg/giin iken, bu
sayl menopoz Oncesindeki kadinlar i¢in 18 mg/giin’ diir (Institute of Medicine,

2001).

Bir¢ok uluslararasi arastirma grubu, Fe ve Zn’ nin depolanmasi ve
biyoyararliliginin arttirllmast amaciyla bitkilerdeki genetik potansiyelini
aragtirmaktadirlar. Yapilan arastirmalar, fasulye (White and Broadley, 2005) ve
mercimekte (Sarker, 2007) danedeki besin elementlerinin miktarlari yoniinden
biliylik varyasyon oldugunu gostermistir. Ancak mercimek, tahillar ve soya
fasulyesine gore cabuk ve kolay pisirilmesi nedeniyle tercih edilmektedir.
Mercimek proteince zengindir (% 20-36) ve mikrobesin elementleri yoniinden de
cesitlilik gostermektedir (Wang and Daun, 2006; Thavarajah et al., 2007).

Mikro besin elementlerince zengin olan ve giinliik diyetlerde 6nemli bir
yere sahip mercimekte bu elementlerden en Onemlilerinden biri olan Fe’in
danedeki konsantrasyonunu belirlemeye yonelik bazi g¢alismalar mevcuttur.
Thavarajah et al., (2009) 19 mercimek genotipini, 8 lokasyonda, 2 yil siire ile
denedikleri ¢calismalarinda, danedeki Fe ve Zn konsantrasyonlarini sirasiyla 73-90

mg/kg ve 44-54 mg/kg olarak saptamislar ve mercimekteki bu miktarlarin insanin



giinliik Fe ve Zn ihtiyacina yakin oldugunu, bu nedenle mercimegin mikro besin
elementi eksikligini gidermede iyi bir potansiyelinin bulundugunu bildirmislerdir.
Thavarajah et al., (2011) iyilestirilmis insan beslenmesi i¢in mercimegin Fe ve Zn
biyofortifikasyonundaki potansiyelini arastirdiklar1 calismada, Saskatchewan,
(Kanada)’da yetistirdikleri mercimek genotiplerinde Fe konsantrasyonlariin 73-
90 mg/kg arasinda oldugunu saptamiglardir. 100 g kuru mercimegin; kadinlar igin
onerilen gilinliik Fe alim miktarinin %91-113’{inii ve erkekler i¢in 6nerilen giinliik
Fe miktarmin ise %41-50’sini karsiladigin1 belirtmislerdir. Karakoy et al., (2012)
farkli mercimek ¢esitlerine ait danelerde Fe konsantrasyonunun 49,4 ve 69,9
mg/kg arasinda degistigini gosterirken, Tirk mercimek yerel cesitlerinde bu
araligr 49,0 ve 81,4 mg/kg olarak rapor etmislerdir. Kumar et al., (2014) 41 elit
mercimek hattini Hindistan’ da 3 lokasyonda (New Delhi, Ludhiana and
Pantnagar) yetistirereck danedeki Fe ve Zn konsantrasyonlariin stabilitesini
aragtirdiklar1 ¢alismada, dane Fe konsantrasyonlarinin; Delhi’de 53,73-131,53
mg/kg, Ludhiana 40,13-160,66 mg/kg ve Pantnagar da ise 40,63-141,42 mg/kg
arasinda degistigini belirlemislerdir. Yapilan bu calisma sonucunda dane Fe
konsantrasyonu agisindan Onemli bir varyasyon oldugu ortaya konmustur. Sen
Gupta et al., (2016) yaptiklar1 ¢alismada mercimegin 4 tiir (L. culinaris, L.
lamottei, L. nigricans ve L. ervoides) ve 3 alttiiriinii temsil eden 26 mercimek
genotipinin danelerinde Fe, Zn, Ca, Cu ve Mg (Magnezyum) elementlerinin
konsantrasyonlarin1 belirlemeyi amaglamiglardir. Calisma sonucunda Lens
culinaris genotipleri arasinda Fe konsantrasyonlarmin 26-92 mg/kg arasinda
degisiklik gosterdigini tespit etmislerdir. Diger 3 tiir i¢in bu degerler L. lamottei’
de 64-80 mg/kg, L. nigricans’ da 60-70 mg/kg ve L. ervoides’de 65 mg/kg olarak
bulunmugstur. Bu degerler incelendiginde Fe konsantrasyonlarimin L.culinaris igin

belirlenen araligin iginde oldugu goriilmektedir.
2.3 Mercimekte Baglant1 Haritalama Uzerine Yapilan Calhismalar

Giintimiizde besinsel dneme sahip birgok bitki tiirliniin yan1 sira, mercimek
bitkisi i¢in de yapilmis genetik haritalama calismalar1 mevcuttur (Cizelge 2.1).
Mercimegin ilk genetik baglanti haritasi, Havey and Muehlbauer (1989)
tarafindan RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism; Restriksiyon Parca

Uzunluk Polimorfizmi), morfolojik ve izoenzim markorleri kullanilarak



yapilmistir. Toplam 34 markor 333 cM’lik (Centimorgan; Santimorgan) harita
tizerinde yerini almistir. Sonraki bir diger ¢alismada Eujayl et al., (1998)
interspesifik bir melezlemeden gelistirdikleri 86 bireyden olusan bir mercimek
RIL popiilasyonunda yaptiklari baglanti haritasinda 104 RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA; Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA), 100 AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism; Cogaltilmis Par¢ca Uzunluk
Polimorfizmi), 7 RFLP ve 3 morfolojik markorii genetik baglanti haritast igin
analiz etmislerdir. Sonugta 89 RAPD, 79 AFLP, 6 RFLP ve 3 morfolojik markor
olmak tizere toplam 177 markdr, 7 Baglantt Grubu (BG) tizerinde yer almigtir. Bu
harita, mercimek genomunun 1.073 cM’ lik kismin1 kapsamaktadir. Iki markor
aras1 ortalama uzaklik ise 6,0 cM olarak bulunmustur. Rubeena et al., (2003)
antraknoza dayanikliliklart farkli olan 2 mercimek ¢esidinin (ILL5588 ve
ILL7537) intraspesifik melezlenmesinden gelistirilen 150 bireyden olusan bir F;
popiilasyonu ve 114 markoér (100 RAPD, 11 ISSR (Inter Simple Sequence
Repeats; Basit Dizi Tekrarlar1 Arasi) ve 3 RGA (Resistance Gene Analog; Direng
Geni Analogu) kullanarak mercimegin ilk intraspesifik baglant1 haritalamasini
olusturmuslardir. Haritanin toplam uzunlugu 784,1 cM olarak bulunmustur.
Komsu markérler arasi ortalama uzaklik 6,9 ¢cM’dir. Uzerindeki markor sayis1 6
ile 18 arasinda degisen 9 BG olusturulmustur. Duran et al., (2004) Lens culinaris
ssp. culinaris x L.c. ssp. orientalis’ in tek bir hibritinden elde ettikleri 113 F,
bireyde, morfolojik ve 5 ¢esit molekiiler markoériin ayrilma analizine dayali bir
harita olusturmuslardir. Bu F, popiilasyonunda 71 RAPD, 39 ISSR, 83 AFLP, 2
SSR (Simple Sequence Repeats; Basit Dizi Tekrarlari) ve 5 morfolojik lokus
olmak tiizere toplam 200 markor kullanmiglardir. 161 markor, toplam uzunluklari
2.172,4 cM olan 10 BG iizerinde yer almistir. Komsu markorler arasi ortalama
uzakligi 15,87 cM olarak tespit edilmistir. Hamwieh et al., (2005) ILL 5588 ve L
692-16-1 melezlenmesinden gelistirilen 86 RIL’ da baglanti haritalama
calismasini yiiriitmiislerdir. Sonugta toplam 283 markdr haritalanmistir. Ondort
baglant1 grubunun elde edildigi bu haritada markdr arasi ortalama uzaklik 2,6 cM
ve toplam harita uzunlugu ise 751 cM olarak hesaplanmistir. Tanyolag et al.,
(2010) Precoz ve WAB8949041 ebeveynlerinin melezlenmesinden elde ettikleri 94
bireyden olusan mercimek RIL popiilasyonunda yaptiklar1 genetik baglanti
haritas1 ¢alismasinda 166 markér (RAPD, ISSR ve AFLP) kullanmislardir.
Uzunluklar1 50,9 ile 436,5 cM arasinda degisen 11 BG’ tan olusan haritanin
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toplam uzunlugu 1.396,3 cM olarak belirlenmistir. ki markér arasi ortalama
harita uzaklig1 8,4 cM olarak tespit edilmistir. Gupta et al., (2012) mercimegin
baglant1 haritasini olusturmak amaciyla L830 ve ILWL77 ebeveynleri arasinda
intersubspesifik melezleme yapmis ve sonugta olusan 114 F, bitkisinde toplam
199 markor (28 SSR, 9 ISSR ve 162 RAPD markorii) kullanarak haritayr elde
etmislerdir. Haritanin toplam uzunlugunun 3.843,4 cM ve iki markor arasi
ortalama uzakligin ise 19,3 cM oldugunu bildirmislerdir. Elde ettikleri bu haritada
uzunluklart 17,3 ile 433,8 ¢cM arasinda degisen 11 BG bulunmaktadir. Sharpe et
al., (2013) CDC Robin ve 964a-46 melezlemesinden gelistirdikleri LR-18 RIL
popiilasyonunda gen-bazli SNP ve SSR markorlerine dayali bir genetik baglanti
haritas1 olusturmuslardir. Sonugta, 6 SSR ve 537 SNP’nin 7 BG iizerinde
haritalandigin1  ve haritanin toplam uzunlugunun 834,7 cM oldugunu
saptamiglardir. Bu haritada BG uzunluklarimin 58 cM ile 226 ¢cM arasinda
degistigini bildirmislerdir.

Cizelge 2.1 Yayinlanan Lens baglanti haritalar

Popiilasyon

Popiilasyon Birey Markor Markor Uzunluk Referans
Tipi Sayisi Sayisi Tipi (cM)
Morfolojik, Havey and
F, 66 34 izoenzimler ve 333 Muehlbauer
RFLP (1989)
RAPD, AFLP, Euiavl et al
RIL 86 177 RFLP ve 1.073 1(1298) .
Morfolojik
RAPD, ISSR ve Rubeena et al.,
F, 150 114 RGA 784,1 (2003)
RAPD, AFLP, Duran et al
F, 113 161 ISSR, SSR ve 2.172,4 “83064)3 .
Morfolojik
SSR, RAPD, AFLP, Hamwieh et
RIL 86 283 RFLP ve 751 al., (2005)
Morfolojik B
RAPD, ISSR ve Tanyolag et
RIL 94 166 AFLP 1.396,3 al., (2010)
SSR, ISSR ve Gupta et al.,
F, 114 199 BAPD 3.843.4 (2012)
Sharpe et al.,
RIL 147 543 SSR ve SNP 834,7 (2013)
RIL 94 543 SNP 741 Bhadauria et

al., (2017)
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2.4 Diger Baz Bitkilerde Fe Ahmmm ile Iliskili QTL Saptama

Cahsmalar

Besin elementleri insanlar tarafindan gida yoluyla viicuda alinmaktadir. Bu
nedenle gidalarin besin degeri iceriklerinin yiikseltilmesi, dengeli beslenme ve
giinliik besin elementi ihtiyacinin Onerilen miktarda alinmasi agisindan ¢ok
onemlidir. Bu amagla besin elementi degerleri yiiksek olan gesitlerin eldesi biiyiik
onem kazanmaktadir. Bu problemin istesinden gelebilmek igin, tahillar ve
baklagiller gibi belli bagli {iiriinlerde bu elementlerce zengin {irlinlerin elde
edilebilmesi amaciyla 1slah programlari baglatilmistir. Giiniimiize kadar birgok
arastirmact  bitkilerde farkli besin elementleri yoniinden genetik varyasyonu
calismuglardir (Arnold and Bauman, 1976; Arnold et al., 1977; Gregorio et al.,
2000; Banziger and Long, 2000; Ortiz-Monasterio and Graham, 2000; Cakmak et
al., 2000; Balint et al., 2001; Zhang et al., 2004).

Mercimekte mikro besin elementlerinin alinimini kontrol eden genler ile
iligkili QTL’ lerin haritalanmasina yonelik genetik calismalar yok denecek kadar
azdir. Fe alinimin1 ve danede depolanmasini kontrol eden genler ile iligkili DNA
bolgelerinin  saptanmasina yonelik c¢alismalar, mercimek haricindeki bir¢ok
bitkide mevcuttur. Diger bitkilerde Fe alimimmi ile iligkili QTL’ leri saptama

calismalar1 agagida 6zetlenmistir.

Waters and Grusak (2008), 2 farkli Arabidopsis thaliana RIL popiilasyonu
(CL ve CVL) kullanarak gergeklestirdikleri ¢alismada; Ca, Cu, Fe, potasyum (K),
Mg, Mn, P, Zn, siilfiir (S) elementlerinin danedeki konsantrasyonunu etkileyen
100> den fazla QTL saptamiglardir. Yapilan c¢alisma sonucunda Fe
konsantrasyonu ile iliskili olarak; CL popiilasyonunda 3 yillik deneme (2003,
2005 ve 2007) sonucunda 7 ve CVL popiilasyonunda ise 2 yillik deneme (2003 ve
2006) sonucunda 4 QTL belirlenmistir. Lu et al., (2008) 2 piring ¢esidinin
(Zhenshan 97 ve Minghui 63) melezlenmesinden tek tohum ydntemiyle
gelistirmis 241 RIL’ dan olusan bir popiilasyonda Fe, Cu, Ca, Zn ve Mn olmak
tizere 5 mikro besin elementinin danedeki igerigi ile iliskili QTL’ leri
saptamiglardir. Piring tanesinde 5 mineral igerigi ile ilgili olarak 2., 4., 5., 7., 9. ve

11. kromozomlarda lokalize olmus toplam 10 QTL tanimlamislardir. Fe igerigi ile
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iliskili 2 QTL’in (qFE-1 ve qFE-9) fenotipik varyasyonun % 36,92 sini
acikladigini tespit etmiglerdir. Wu et al. (2008) 183 double haploid (DH;
Katlanmis Haploid) Brassica rapa L. ssp. pekinensis hattinda Mg, P, Fe, Mn, Zn
ve diger baz1 mikro besin elementlerinin konsantrasyonlar1 ile iligkili QTL’ler1
Interval Mapping (IM; Aralik Haritalama) ve Multiple-QTL Mapping (MQM,;
Coklu-QTL Haritalama) analizleri ile saptamislardir. Fe konsantrasyon
varyansinin %10,5’ ini agiklayan bir QTL’1 RO8 BG iizerinde tanimlamislardir.
Blair et al. (2009) DOR364 ve G19833 ebeveynlerinin melezlenmesinden
gelistirilen ve 87 bireyden olusan bir fasulye RIL popiilasyonu kullanarak
yaptiklart ¢alismada, danede Fe ve Zn alinmmu ile iligkili toplam 26 QTL’i
Composite Interval Mapping (CIM; Bilesik Aralik Haritalama) analizi ile
saptamuglardir. Fe ile ilgili 13 QTL’in fasulye genomunda B4, B6, B7, B8 ve B11
BG iizerinde lokalize oldugunu belirlemislerdir. Garcia-Oliveira et al. (2009), 85
piring IL’n1 (Introgression Lines; Introgresyon Hatlar1) igeren calismalarinda Fe,
Zn, Mn, Cu, Ca, Mg, P ve K elementlerinin igerigi ile ilgili olarak toplam 31
putatif QTL saptamisladir. Fe igerigi icin 2005 ve 2006 yillarinda fenotipik
varyasyonun %5-7 sini agiklayan ve 2. kromozom iizerinde lokalize olmus 1
QTL (gFe2-1) belirlemislerdir. Ayn1 zamanda, 2006 yilinda 9. kromozomdaki
RM296 markoériiniin yakininda bir minér QTL (qFe9-1) haritalamislardir. Klein
and Grusak (2009), 2 Lotus japonicus (Miyakojima MG-20 (Miyakojima) ve Gifu
B-129 (Gifu)) gesidinden gelistirdikleri 114 RIL’1 2006 yilinda, 106 RIL’ 1 ise
2007 yilinda yetistirerek bir calisma gerceklestirmislerdir. Bu calisma kapsaminda
yaptiklar1 QTL analizi sonucunda danede Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, P, S ve Zn
konsantrasyonu igin 34 QTL (2006’da 18 QTL ve 2007°de 16 QTL) ve igerigi i¢in
ise 48 QTL (2006’da 22QTL ve 2007°de 26 QTL) olmak iizere toplam 82 QTL
saptamiglardir. Danede Fe ile ilgili 1., 4. ve 6. kromozomlarda lokalize olmus
toplam 5 QTL belirlemislerdir. Bunlardan 3’°niin Fe konsantrasyonu ile iligkili
olup 1. ve 4. kromozomlarda yer aldigin1 ve 2006-2007 yilinda goriilen fenotipik
varyasyonun sirastyla %16,2 ve 24,8’ini agikladigin1 saptamislardir. Fe icerigi ile
ilgili olan diger 2 QTL’in ise 1. ve 6. kromozomlarda yer aldigin1 ve sadece 2006
yilinda goriilen varyasyonun % 23,8’ini agikladigini belirtmislerdir. Peleg et al.,
(2009) durum bugdayr (Langdon) ve yabani gernik bugdaymin (G18-16)
melezlenmesinden elde ettikleri Fg kademesindeki 152 bugday RIL hattin

kapsayan calismlarinda 10 mineral i¢in LOD (Logarithm of the Odds; Goéreceli
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Risk Oranlar1 Logaritmasi) degerleri 3,2 ile 16,7 arasinda degisen toplam 82
QTL’i haritalamislardir. Fe konsantrasyonu ile ilgili olarak; LOD degerleri 4,6-
16,7 olan ve varyasyonun %2-18’ ini agiklayan toplam 11 QTL saptamislardir.
Sankaran et al., (2009) bir Medicago truncatula RIL popiilasyonu (Jemalong-6 x
DZA 315.16) kullanarak 2 yillik (2004 ve 2006) bir calisma gerceklestirmislerdir.
2004 yilinda 93 RIL ve 2006 yilinda 169 RIL hattinin tohumunu kullanmiglardir.
Danede Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, P ve Zn konsantrasyonu ve igerigi ile iligkili
QTL’ leri CIM analizi ile saptamislardir. Yapilan analiz sonucunda dane mineral
konsantrasyonu i¢in 46 QTL ve dane mineral igerigi i¢in ise 26 QTL
tanimlamiglardir. Fe ile iligkili olarak; 2004 yilinda fenotipik varyasyonun %35,5
ni aciklayan ve BG 7 lizerinde yer alan 1 QTL belirlerken, 2006 yilinda BG 7 ve
BG 8 iizerinde lokalize olmus 2 QTL belirlemislerdir. Ding et al., (2010)
fosfordan yararlanma miktarlar1 yoniinden farklilik gdsteren 2 Brassica napus
ebeveyninin (B104-2 ve Eyou Changjia) melezlenmesinden olusmus 124 RIL
kullandiklar1 c¢alismalarinda danedeki P, Ca, Mg, Fe, Zn, Cu ve Mn
konsantrasyonu ile ilgili olan QTL’ leri CIM analizi ile saptamislardir. Toplam 78
adet putatif QTL’in 17 baglanti grubuna dagildigini, elde edilen bu QTL’lerin
fenotipik  varyasyonun %7,84-18,1’ini  acikladigin1  belirlemislerdir.  Fe
konsantrasyonu ile iliskili 9 QTL’in 7 kromozom (A3, A5, A6, A9, Al10, C6 ve
C7) tizerinde lokalize oldugunu tespit etmislerdir. Norton et al., (2010) Bala ve
Azucena ebeveynlerinin melezlenmesinden olusturduklart 79 piring Fg RIL
popiilasyonunu kullanarak gerceklestirdikleri ¢alismada, Fe ve Se gibi bazi
elementler ile ilgili olarak; yapraktaki konsantrasyonlarini kontrol eden toplam 36
QTL ve danedeki konsantrasyonlarini kontrol eden toplam 41 QTL
belirlemislerdir. Yapraktaki Fe konsantrasyonunu etkileyen 3 QTL saptamislardir.
Bu QTL’ lerin 1., 3. ve 6.1 kromozomlar fizerinde lokalize oldugunu
bildirmislerdir. Bunun yani sira danedeki Fe konsantrasyonunu kontrol eden 4
QTL tanmimlamiglardir. Bu QTL’ lerden birinin 1. kromozom {izerinde oldugunu
ve varyasyonun %16,2° ini agikladigini, kalan 3 QTL’in ise 3., 4. ve 7.
kromozomlar {izerinde yer aldigin1 ve varyasyonun sirasiyla % 21,4, % 9,7 ve
%15,5’ni agikladigini rapor etmislerdir. Blair et al., (2011) 100 bireyden olusan
fasulye RIL popiilasyonunu 3 farkli lokasyonda yetistirerek yaptiklar ¢aligmada
danedeki Fe ve Zn konsantrasyonu ile iligkili QTL’ leri saptamak i¢in CIM

analizini kullanmislardir. Analiz sonucunda 6 tanesi Fe ve 3 tanesi Zn ile iligkili, 5
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BG iizerinde yer alan toplam 9 adet QTL tespit etmislerdir. Anuradha et al.,
(2012) piringte Fe ve Zn alinm ile iligkili QTL’leri saptamak igin
gerceklestirdikleri ¢alismada Madhukar<xSwarna melezlemesinden tek tohum
metodu ile gelistirdikleri 168 RIL hatt1 kullanmislardir. Single Marker Analysis
(SMA; Tek Markor Analizi), IM, CIM ve Multiple Interval Mapping (MIM,;
Coklu Aralik Haritalama) analizleri ile 1., 3., 5., 7. ve 12. kromozomlar iizerinde
lokalize olmus toplam 5 adet QTL saptamislardir. Fe ile iliskili QTL’lerin 7. ve
12. kromozom {izerinde ve Zn ile iliskili QTL’ler ile beraber bulundugunu tespit
etmiglerdir. Qin et al., (2012) misirda Fe ve Zn konsantrasyonunu arttirmaya
yonelik olarak yaptiklart ve biyofortifikasyona teorik ve uygulamali referans
olmasi igin yiiriittiikkleri ¢alismalarinda Mu6 x SDM (MuS) ve Mol7 x SDM
(MoS) melezlemelerinden olusturulmus 2 farkli F,.3 popiilasyonunu 2 farkl
lokasyonda (CQ ve YN) denemeye almiglardir. Burada dane ve kogandaki Fe ve
Zn konsantrasyonlarini etkileyen gen bolgeleri saptanmigtir. Buna gore her iki
popiilasyonda oldukc¢a korunmus ve kromozom 2, 7 ve 9’ da lokalize olmus
QTL’ler ( 16 QTL CQ ve 17 QTL YN lokasyonunda) tek ¢cevre analizi ile tespit
edilmistir. Dane ve koganda Fe igerigi ile ilgili olan QTL’ler 2. ve 7.
kromozomlarda haritalanmigtir. Xu et al., (2012) bugday danesinde Zn, Fe ve
protein konsantrasyonu ile iligkili QTL’leri saptamak igin yaptiklar1 ¢aligmada 2
farkli ¢evre kosulunda yetistirdikleri 182 bireyden olusan bir RIL popiilasyonu
kullanmiglardir. Sonucta kromozom 2A, 2B, 4A, 4D, 5A ve 6A tizerinde lokalize
olmus 9 adet aditif ve 4 adet epistatik QTL belirlemislerdir. Bu QTL’ lerden 2’si
aditif ve 1’i epistatik QTL olmak iizere toplam 3 QTL’in Fe konsantrasyonu ile
iligkili oldugunu gostermiglerdir. Du et al., (2013) kahverengi piring danesinde
mineral birikimi {izerinde ¢evrenin etkisini goérmek icin gerceklestirdikleri
caligmalarini, 2 farkli lokasyonda (Lingshui ve Hangzhou,Cin) bir DH piring
popiilasyonu  (Chunjiang 06 ve TNI melezlemesinden olusmus) ile
gergeklestirmislerdir. Arastirilan 7 mineral (Fe, Ca, K, Mg, Mn, P ve Zn) igin
toplamda 32 QTL (Lingshui i¢in 23 ve Hangzhou i¢in 9 QTL) saptamislardir. Fe
ile ilgili QTL’leri, K, Mg, Mn, P ve Zn birikiminden sorumlu QTL’lerle birlikte
kromozom 8 ve 9 iizerinde haritalamiglardir. Jin et al., (2013) danedeki Fe ve Zn
icerigi acisindan oldukga farkli olan 2 ebevenynin melezlenmesinden (178 ve
P53) olusan F,.3 misir popiilasyonunda (218 birey) Zn igerigi i¢in 4 ve Fe igerigi
icin ise 1 adet QTL olmak iizere toplam 5 QTL saptamislardir. Fe ile iligkili
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QTL’in (qFe5) 5. kromozom iizerinde lokalize oldugunu ve fenotipik
varyasyonun % 16,89’ unu agikladigini bildirmiglerdir. King et al., (2013) soya
fasulyesinin dane ve yapraklarindaki Fe ve Zn akiimiilasyonu ile ilgili olan QTL’
leri belirlemek amaciyla ylriittiikleri bu ¢alismalarinda baglanti haritasini
olusturmak icin SSR, RFLP ve BARCSOYSSR markérlerini kullanmislardir.
Yapilan analiz sonucunda varyasyonun %21,5 ini agiklayan ve 20. kromozom
tizerinde lokalize olmus bir major QTL’in Fe akiimiilasyonu ile ilgili oldugunu
saptamiglardir. Pu et al., (2014) iki farkli bugday RIL popiilasyonu (SC ve CC
popiilasyonlar1) kullanarak gerceklestirdikleri ¢alismada Fe, Zn, Cu, Mn ve Se
konsantrasyonu ile iliskili toplam 39 adet QTL’i CIM analizi ile saptamiglardir.
Yirmi alti adet QTL’in SC popiilasyonunda ve kalan 13 adet QTL’in ise CC
popiilasyonunda  bulundugunu  bildirmislerdir. SC  popiilasyonunda Fe
konsantrasyonu ile iligkili olarak varyasyonun % 5,4- 9,5’ni aciklayan 4 QTL; CC
popiilasyonunda ise varyasyonun %9,2-19,1° ni agiklayan ve 4A, 4D, 5A ve 5B
kromozomlar1 tlizerinde lokalize olmus 4 QTL tespit etmislerdir. Ramamurthy et
al., (2014) soya fasulyesinde danede mineral, sistein ve metionin konsantrasyonu
ile iligkili yeni QTL’lerin tanimlanmasina yonelik gergeklestirdikleri ¢alismada 3
RIL popiilasyonu kullanmiglardir. Danede mineral konsantrasyonu ile iligkili olan
28 QTL belirlemislerdir. 1 QTL’in hem Ca hem de kadmiyum (Cd) igin
haritalandigin1 bunun yani sira 2 QTL’in de Fe, Mg, Mn, Ni ve Se i¢in ortak
oldugunu rapor etmiglerdir. Tiwari et al., (2016) bugday danesindeki mikro
element konsantrasyonunun genetik temellerini anlamak i¢in ‘Berkut’ ve
‘Krichauff’ cesitlerinden gelistirdikleri 138 DH hat iceren bir popiilasyonu
kullanarak 2 y1l ve 2 lokasyonu igeren bir calisma gerceklestirmislerdir. Yapilan
CIM analizi sonucunda Fe ile ilgili olan 1 major QTL’ i (QFe.bhu-2B) 2B
kromozomu iizerinde saptamiglardir. Bu QTL’in fenotipik varyasyonun %14,7-
37,7 sini agikladigini belirtmislerdir. Krishnappa et al., (2017) 286 RIL bugday
popiilasyonunda dane protein igerigi, 1000 tane agirlifi ve danede Fe ve Zn
konsantrasyonu ile iligkili olan genomik bolgeleri baglanti harita iizerinde tespit
etmiglerdir. Polimorfik 136 SSR markorii kullanarak olusturduklari bu harita,
toplam uzunluklar1 2.155,3 cM olan 21 kromozomdan meydana gelmistir. Yapilan
QTL analizi sonucunda Fe konsantrasyonu ile ilgili olarak LOD degerleri 2,5-4,1
ve fenotipik varyasyonu % 2,3-6,8 arasinda degisen 4 QTL (QGFe.iari-2A,
QGFe.iari-7B, QGFe.iari-7A ve QGFe.iari-5A) haritalanmistir.
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2.5 Dizileme ile Genotipleme (GBS)

Son yillarda GBS olarak adlandirilan yeni bir yaklasim SNP’ lerin
saptanmasinda ve degerlendirilmesinde kullanilmaya baslanmistir (Deschamps et

al., 2012) (Sekil 2.1).

M* x *BB

]/mm

MNGS Kiitliphanlerini Olusturma MNGS Kiitiiphanlerini Olugturma
- Tiim Genom Kiitiiphanesi - Tiim Genom Kiitiiphanesi
-RAD Kiitiiphanesi - RAD Kiitiiphanesi
- GBS Kiitiiphanesi - GBS Kiitliphanesi
-cDNA Kiitiiphanesi -cDMNA Kiitiiphanesi

Sekanslamave SNP tespiti Coklu Sekanslama ve SNP belirleme

,qg_:__‘g_

BB G —— Skorlamave DeZerlendirme

l RIL haplotipler olusturma

Relkombi Haritas: — ——
imasyen * —

Sekil 2.1. GBS prosediiriiniin temsili sematik bir diyagrami.

GBS; popiilasyon calismalarinda, karakterizasyonda, 1slahta ve c¢esitli
organizmalarda Ozellik haritalamada kullanilmakta ve bir popiilasyondaki her
bireye ait genomun Restriksiyon Enzimleri (RE) ile kesilmesi sonucu olusan
genomik parcalarin yeni nesil sekanslama teknolojisi ile dizileme analizine
dayanmaktadir (Elshire et al., 2011; Kumar et al., 2012). Bu tiir yiiksek- ¢iktili
genotiplendirme teknolojileri, QTL karakterizasyonunda yliksek-yogunluktaki
uygulamalarin gelistirilmesine olanak saglamaktadir (Deschamps et al., 2012).
Uygun maliyetinden dolayr GBS, yiiksek yogunlukta SNP markorii iceren
haritalama popiilasyonlarinin baglant1 haritalarinin olusturulmasinda tercih edilen

bir yaklagim haline gelmistir (He et al., 2014).

Elshire et al., (2011) 276 musir RIL popiilasyonunu ve 43 DH arpa hattini
kullanarak genotiplendirme ve haritalama c¢alismasi gerceklestirmiglerdir. Bu
calisma sonucunda musir igin 25.185 bi-allelik SNP belirlenmistir. Arpa igin ise
toplamda 24.186 sekans, arpa genetik haritasinda yer almistir. Mascher et al.,
(2013) “Morex” ve “Barke” ebeveynlerinin melezlenmesinden gelistirdikleri ve
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94 bireyden olusan arpa RIL popiilasyonu kullanarak yiiriittiikleri calismada
haritalama i¢in toplamda 1.817 markor kullanmiglardir. Biitiin markérler, arpanin
7 kromozomuna karsilik gelen 7 BG’ dan biri iizerinde lokalize olmustur.
Saintenac et al., (2013) W7984 (Syn) x OpataM85 (Op) ebeveynlerinin
melezlenmesinden olusan SynOpDH bugday popiilasyonundan 182 hat kullanarak
sekans-bazli  haritalama ¢alismasi  gergeklestirmislerdir. Referans harita
olusturmak igin 2.740 gen-baglantili SNP, 118 SSR/STS (Sequence-Tagged Sites;
Dizisi Etiketlenmis Bolgeler), 1351 DArT (The Diversity Arrays Technology;
Cesitlilik  Dizi  Teknolojisi) ve 416.856 GBS markorii  kullanmiglardir.
Uitdewilligen et al., (2013) 83 tetraploid patates cesidinde gercgeklestirdikleri
calismada autotetraploid patates cesitlerinde GBS teknolojisinin kesinligini
gostermiglerdir. 12,4 gigabaz yiiksek-kalite dizi verisi ve 129.156 dizi varyanti
tanimlamiglardir. Bu sayede patates referans genomunun 2,1 Mb’lik kismini
haritalamiglardir. Gardner et al., (2014) Golden Delicious x Scarlet Spur
popiilasyonuna ait 89 elma hatti (87 F; birey ve 2 ebeveyn) kullanarak
olusturduklar1 haritanin toplam uzunlugunu 1.272 cM olarak agiklamislardir. Bin
dokuz yiiz doksan dort SNP markdrii, uzunluklari 56 ¢cM ve 96 c¢cM arasinda
degisen 17 BG tizerinde haritalanmistir. Elma kabuk rengi ile iligkili ve oldukga
onemli bir QTL, 9. BG’ un u¢ kisminda tespit edilmistir. Gore et al., (2014)
tarafindan 98 Fs; RIL ve 2 ebeveynden olusan TM-1xNM24016 RI
(Recombinant  Inbred; Rekombinant Kendilenmis) pamuk haritalama
popiilasyonunda bir baglant1 haritas1 olusturulmustur. Ayni zamanda agronomi ve
lif kalitesiyle ilgili 10 6zellik i¢in QTL analizi yapilmistir. Baglant1 haritasi, 429
SSR ve 412 GBS-bazli SNP markorden meydana gelmistir. Yapilan QTL analizi
sonucunda 10 ozellikle iligkili toplam 28 QTL tamimlanmistir. Bastien et al.,
(2014) 130 soya fasulyesi hattinda Sclerotinia Kok- Govde Ciiriikliigiine (SSR;
Sclerotinia Stem Rot) dayanikliligi kontrol eden QTL’ lerin tanimlanmasina
yonelik olarak GBS yaklagimini kullanmiglardir. 7.864 SNP markdriinii, 20 soya
fasulyesi kromozomu iizerinde haritalamislardir. En fazla sayida SNP markdriinii
18. (626 SNP) ve 15. (516 SNP) kromozomda saptarken en az sayida SNP’i 11.
(173 SNP) ve 12. (248 SNP) kromozomlarda belirlemislerdir. Huang et al., (2014)
7 tane bi-parental yulaf haritalama popiilasyonu ve ¢esitli kendilenmis hatlar
kullanarak gergeklestirdikleri ¢aligmalarinda toplam 45.117 GBS markori
saptamiglardir. Toplam uzunlugu 1.713 cM olan ve 35 BG’ tan olusan bir harita
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elde etmislerdir. Li et al., (2015) toplam 538 bireyden olusan 3 musir RIL
popiilasyonunu (HUOBAI, WEIFENG322 ve LV28) 6 farkli lokasyonda
yetistirerek gerceklestirdikleri c¢alismada yaprakla iliskili 6zelliklerin genetik
mekanizmasini saptamaya yonelik olarak GBS metodu ile genotiplendirme
yapmuslardir. Ug popiilasyona ait haritalarin uzunluklar1 1.746,61 cM (HUOBALI),
1.960,57 cM (WEIFENG322) ve 1.761,19 cM (LV28) olarak tespit edilmistir.
Komsu 2 markor arasi ortalama uzakliklar sirasiyla 1,10, 0,99 ve 0,84 ¢cM olarak
saptanmustir. Ug popiilasyona ait birlestirilmis haritada ise toplam uzunluk 1.700,4
cM ve komsu iki markor arasi ortalama mesafe 0,34 ¢cM’ dir. Yapilan QTL analizi
sonucunda yaprakla iligkili 6zellikleri belirleyen 45 QTL tespit edilmistir. Ates et
al., (2016) 2 yil siireyle (2012 ve 2013) yiiriittiikleri bir caligmada “PI 320937 x
“Eston” ebeveynlerinin melezlenmesinden gelistirilen 96 mercimek RIL’ dan
olusan bir popiilasyonda danede Se alinimu ile iligkili toplam 4 QTL bolgesi ve 36
putatif QTL markorii saptamiglardir. Baglanti haritalama i¢in 1.784 markor (4
SSR, ve 1.780 GBS) kullanarak yaptiklar1 ¢alismada toplam harita uzunlugunu
4.060,6 cM olarak hesaplamislardir. Toplamda 7 BG elde etmisler ve BG’ lerin
uzunluklarmin 111,7 ile 1.783,4 ¢cM arasinda degistini bildirmislerdir. Crespo-
Herrera et al., (2016) Seri M82 ve SHW CWI76364 ebeveynlerinin
melezlenmesinden olusturduklar1 140 Fg bugday RIL popiilasyonunda danedeki
Fe ve Zn konsantrasyonu ile baglantili genomik bdlgelerin lokalizasyonunu tespit
etmislerdir. Bin ii¢ yiiz dokuz GBS markdri kullanilarak elde edilen haritada 4BS,
5BS, 6AL ve 7DS kromozomlari iizerinde lokalize olmus ve toplam fenotipik
varyasyonun %9,6- %14,5’ini aciklayan 4 major etkili QTL saptamiglardir. Tlave
olarak 2BL, 2DS, 5BL, 6BL ve 6DS kromozomlar1 {izerinde yer alan ve fenotipik
varyasyonun %?7,2 ve %09,1’ ini ifade eden 6 mindr etkili QTL de belirlemislerdir.
Upadhyaya et al.,, (2016) 277 RIL’ dan olusan bir nohut haritalama
poptilasyonunda (ICC 4958 x ICC 8261) 533 GBS- bazli SNP’i kullanarak yiiksek
yogunluklu tiir-i¢i genetik baglanti haritasi1 elde etmislerdir. SNP’ler, toplam
uzunluklar: 831,2 ¢cM olan ve markorler arasi ortalama uzakliklar: 1,56 ¢cM olan 8
BG {izerinde haritalanmigtir. Bunun yaninda 277 bireye ait fenotiplendirme
verilerini de (danede Fe ve Zn konsantrasyonlar1) saptamislardir. Fenotipik ve
genotipik verilerin 1518inda olusturulan QTL haritasinda nohutta dane Fe ve Zn
konsantrasyonu ile iligkili 8 QTL (LOD 6,0-8,8) altinda bulunan 8 ana genomik
bolge tespit etmislerdir. Fe konsantrasyonu ile iligkili olarak LOD degerleri 8,0-
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8,8 ve beklenen fenotipik varyasyon degerleri %21,1-23,4 arasinda degisen ve 1.,
3. ve 4. kromozomlar lizerinde lokalize olmus 3 QTL (CagFel.1l, CagFe3.1 ve
CagFe4.1) tammmlamiglardir. Ma et al., (2017) 158 hat ve 2 ebeveynden (Aragorn
ve Kiflica) olusan bir bezelye RIL popiilasyonunda GBS teknolojisini kullanarak
hem yiiksek ¢o6ziinlirliklii harita elde etmek hem de 100 tane agirligi, mineral
icerigi ve konsantrasyonu ile iligkili QTL’ leri tanimlamak ic¢in bu caligmay1
gerceklestirmislerdir. 1.609 GBS bazli SNP, 114 SSR ve 254 SNP kullanarak
olusturduklar1 haritada; 1.683 markdr, (1608 SNP ve daha 6nce haritalanmig 75
markor) toplam uzunluklart 1.310,1 ¢cM olan 7 BG’ na dagilmistir. Komsu
markorler arasi uzaklik 10 cM’den az olarak bulunmustur. Yapilan QTL analizi
sonucunda danede mineral konsantrasyonu icin 46, mineral igerigi icin 37 ve 100
tane agirli@ icin 6 QTL tespit edilmistir. Fe konsantrasyonu ([Fe]-Ps2.1, [Fe]-
Ps2.2, [Fe]-Ps5.1, [Fe]-Ps5.2 ve [Fe]-Ps7.1) ve Fe igerigi (Fe-Ps2.1, Fe-Ps2.2, Fe-
Ps3.1, Fe-Ps5.1 ve Fe-Ps6.1) igin 5” er QTL saptanmustir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1 Materyal

Calismada genetik materyal olarak kullanilan LR-11 mercimek RIL
popiilasyonu, Saskatchewan Universitesi Bitki Bilimleri Boliimii/Uriin Gelistirme
Merkezinden (CDC; Crop Development Centre, Saskatoon, Kanada) temin
edilmistir. 118 RIL ve 2 ebeveynden olusan bu popiilasyon, “ILL 8006 x “CDC
Milestone” ebeveynlerinin melezlenmesi sonucu elde edilen ve F, den F;’ye
homozigotlagincaya kadar tek tohum yontemiyle olusturulan bir popiilasyondur.
“ILL 8006, Barimasur-4 olarak bilinen ve Banglades’te piyasaya siiriilmiis bir
mercimek ¢esitidir (Sarker et al., 1999) “CDC Milestone” ise CDC’ de
gelistirilmistir (Vandenberg et al. 2001). Iki ebeveyn Fe yoniinden polimorfizm
gostermektedir. Ebeveynler ve melezlenmeleri sonucu olusan hatlar kodlama

sirastyla birlikte Cizelge 3.1°de yer almaktadir.

Cizelge 3.1 Calismada kullanilan LR-11 poptilasyonu mercimek genotipleri

Genotip No.  Genotip Adi  Genotip No.  Genotip Ad1  Genotip No.  Genotip Ad

ANNE ILL 8006 39 LR11-58 79 LR 11-127
BABA CDC Milestone 40 LR11-60 80 LR 11-128
1 LR11-2 41 LR11-61 81 LR 11-131
2 LR11-3 42 LR11-62 82 LR 11-132
3 LR11-4 43 LR11-68 83 LR 11-133
4 LR11-5 44 LR11-71 84 LR 11-134
5 LR11-6 45 LR11-72 85 LR 11-136
6 LR11-8 46 LR11-73 86 LR 11-137
7 LR11-9 47 LR11-74 87 LR 11-139
8 LR11-13 48 LR11-78 88 LR 11-140
9 LR11-14 49 LR11-81 89 LR 11-142
10 LR11-15 50 LR11-84 90 LR 11-144
11 LR11-16 51 LR11-86 91 LR 11-145
12 LR11-17 52 LR11-87 92 LR 11-146
13 LR11-18 53 LR11-88 93 LR 11-147
14 LR11-19 54 LR11-89 94 LR 11-148
15 LR11-20 55 LR11-90 95 LR 11-149
16 LR11-22 56 LR11-92 96 LR 11-150
17 LR11-23 57 LR11-93 97 LR 11-152
18 LR11-24 58 LR11-94 98 LR 11-153
19 LR11-25 59 LR11-95 99 LR11-154
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Cizelge 3.1 (devami)

Genotip No.  Genotip Ad1  Genotip No.  Genotip Adi  Genotip No.  Genotip Ad1

20 LR11-27 60 LR11-97 100 LR11-156
21 LR11-28 61 LR11-100 101 LR11-159
22 LR11-29 62 LR11-102 102 LR11-160
23 LR11-30 63 LR11-103 103 LR11-161
24 LR11-31 64 LR11-105 104 LR11-162
25 LR11-32 65 LR11-106 105 LR11-163
26 LR11-33 66 LR11-108 106 LR11-164
27 LR11-34 67 LR11-110 107 LR11-165
28 LR11-37 68 LR11-111 108 LR11-167
29 LR11-38 69 LR11-113 109 LR11-168
30 LR11-40 70 LR11-114 110 LR11-169
31 LR11-43 71 LR11-115 111 LR11-170
32 LR11-46 72 LR11-117 112 LR11-171
33 LR11-47 73 LR11-118 113 LR11-173
34 LR11-48 74 LR11-119 114 LR11-175
35 LR11-49 75 LR11-122 115 LR11-178
36 LR11-53 76 LR11-123 116 LR11-179
37 LR11-55 77 LR11-124 117 LR11-180
38 LR11-56 78 LR 11-126 118 LR11-182
3.2 Metod

3.2.1 Tarla uygulamalar

Popiilasyon ait bireyler (118 RIL ve 2 ebeveyn), 2012 ve 2013 biiylime
sezonlarinda 3 lokasyonda 3 tekerriirlii olarak ekilmistir (Ege Universitesi /Izmir
(27°09' E, 38°25' N), Cukurova Universitesi /Adana (35°18' E, 37°01' N) ve
Harran Universitesi /Sanli Urfa (38°46' E, 37°08' N)) (Bkz. Sekil 3.1). Tarla
denemeleri, tesadif bloklar1 deneme deseninde 3 tekerriirli olarak
gergeklestirilmistir. Parsel alan1 1,2 X 2,0 m’ dir ve suni giibre kullanilmamustir.
Biitiin lokasyonlarda ilk yil her bir RIL’ dan gelen tohumlar cogaltilmis;
cogaltilan bu tohum kaynagi 2012’ de ekilmis ve 2012” den elde edilen tohumlar
ise 2013’ de ekilmistir. Tarlada her bir siraya ekim sirasinda etiketleme

yapilmistir.
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Bitkiler 15-20 cm wuzunluga ulastiktan sonra, bitkilerin en geng
yapraklarindan aliiminyum folyo igerisine yaprak Ornegi alinarak ve hat
numaralar1 yazilarak tekrar etiketlenmistir (Bkz. Sekil 3.2 ve Sekil 3.3). Bu
ornekler kuru buz icerisinde laboratuvara tasinmustir. Ornekler DNA izolasyonu

yapilincaya kadar -86 °C derin dondurucuda bekletilmistir.

Sekil 3.1. LR-11’¢ ait baz1 hatlarin tarlada ekilmis goriintiisii.

Sekil 3.2. Hatlarin 15-20 cm uzunluga ulasmis goriintiileri.
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Sekil 3.3. Popiilasyona ait hatlardan DNA izolasyonu amaciyla yaprak rneklerinin toplanmast.

3.2.2 Besin elementi analizleri

3.2.2.1 Toprakta besin elementi analizleri

Denemelerin kuruldugu (izmir, Adana ve S. Urfa) tarlalardan 0-30 cm
derinliklerden, deneme alanini temsil edecek sekilde karma yiizey toprak 6rnekleri
alinmistir. Alinan karma yiizey toprak ornegi Ege Universitesi, Ziraat Fakiiltesi,
Toprak Bilimi ve Bitki Besleme Boliimii kapali serasinda oda sicakliginda
kurutulup (havada kuru), 2 mm’lik elekten elenerek analize hazir hale getirilmistir
(Jackson, 1967). Topraklarin fiziksel ve kimyasal &zelliklerini belirlemek igin

uygulanan yontemler asagida verilmistir.

1.pH:Saf su ile sature edilmis toprak macununda cam elektrotlu Beckman
pH metresi ile elektrometrik olarak 6l¢iilmiistiir (Black, 1965).

2.Eriyebilir_toplam tuz:Saf su ile sature edilmis toprak macununda EC-

metre ile Ol¢iilerek belirlenmistir (Richards, 1954).

3.CaCOs:Scheibler kalsimetresi ile volumetrik olarak tayin edilmistir
(Schlichting ve Blume, 1966).
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4.Biinye:Toprak orneklerinin biinye o6zelliklerini belirlemek amaciyla
icerdikleri %kum, %mil, %kil fraksiyonlar1 hidrometre metodu ile analiz edilmis
(Bouyoucos, 1955), elde edilen degerler biinye analiz iiggenine uygulanarak

orneklerin biinyeleri saptanmustir (Black, 1965).

5.0rganik madde:Toprak o&rneklerinin  organik madde yiizdesinin

belirlenmesinde; Reuterberg ve Kremkus yontemine gore saptanan organik karbon
kapsamlarindan yararlanilarak bulunan karbon degerleri 1.724 sabiti ile ¢arpilmis

ve Orneklerin % organik madde miktarlar1 hesaplanmistir (Black, 1965).

6.Toplam azot (%N):Toprak 6rneklerinin toplam azot miktarlar1 Bremner

ve Schaw’in modifiye makro kjeldahl metodu (Bremner,1965) uygulanarak

belirlenmistir.

7.Aliabilir fosfor:Toprak 6rneklerinin alinabilir fosfor miktarlar1 Bingham

(1949) metoduna gore kolorimetrik olarak tayin edilmistir.

8.Alimabilir K, Ca, Mg, Na:Topraklarin alinabilir K, Ca, Mg ve Na

degerleri IN Amonyum Asetat (NH,OAC) yontemine gore elde edilen ekstraktta;
K, Ca ve Na degerleri Flame Fotometrede ve Mg degerleri ise Atomik

Absorbsiyon Spektrofotometresinde okunarak tayin edilmistir (Pratt, 1965).

9. Mikro elementler:Topraklarin alinabilir Fe, Cu, Zn ve Mn miktarlari

DTPA metoduna gore elde edilen ekstraktlarin Atomik Absorbsiyon

Spektrofotometrede okunmasi sonucu tayin edilmistir (Linsday ve Norvell, 1978).

3.2.2.2 Danede besin elementi analizleri

Danede besin elementi analizleri, Ege Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Toprak
Boliimiiniin  Bitki Besleme laboratuvarlarinda yapilmistir. 2012 ve 2013
yillarinda her bir lokasyondaki popiilasyona ait bitkiler hasat edilmis ve daha
sonra harmanlama makinasinda daneler bitkilerden ayrimlanarak ayri ayri kese
kagitlarina yerlestirilmis ve etiketlenmistir. Elde edilen daneler (her bir 6rnekten 3

tekerriirlii olmak iizere) dnce gesme suyu, daha sonra saf su ile yikanip 65 “Cedeki
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firmda kurutulduktan sonra analitik bir 6giitiiciide (IKA, All, Staufen, Almanya)
ogiitiiliip analize hazir hale getirilmistir (Kacar, 1972). Ogiitiilmiis tohum
orneginden alman 1 g, 150 mL erlenmaye konulmustur. Uzerine asit ilave
edilerek (Her 1 gr ornek i¢in 12 mL nitrik:perklorik asit (4:1)) yas yakma islemi
gerceklestirilmistir. Yas yakma isleminden sonra 6rnekler filtrelenerek saf su ile
seyreltilmistir. Analize hazir hale getirilen ekstraktlarda toplam Fe miktarlari,
Atomik Absorbsiyon Spektrofotometre (AAS) (Varian,SpectrAA 220/ FS, CA,
USA) cihazinda okunarak saptanmustir (Kacar, 1972; Kagar ve Inal, 2008). Dane
Fe konsantrasyonlar1 mg/kg seklinde rapor edilmistir. Farkli konsantrasyonlarda
Fe soliisyonlar1 hazirlanmis (1, 2, 4, 6, 8 ve 10 ppm) ve bir kalibrasyon egrisi
olusturmak (linear; r’=0,999) icin AAS’ de dlciilmiistiir. Kalittm derecesi ise,

Visscher et al., (2008) tarafindan gelistirilen protokol kullanilarak hesaplanmustir.
3.2.3 DNA izolasyonu

Bitkiler 4-6 haftalik olgunluga ulastiktan sonra, en gen¢ yapraklarindan
aliminyum folyo igerisine yaprak ornegi alinmis ve hat numaralar1 yazilarak
tekrar etiketlenmistir. Bu oOrnekler kuru buz icerisinde laboratuara tasimmuistir.
Omekler DNA izolasyonu yapilincaya kadar -86 °C derin dondurucuda
bekletilmigstir.Her bir yaprak ornegi doku parcalayict kullanilarak parcalanmistir

(Technogen Co., Izmir, Tiirkiye).

Ebeveynlerin ve RIL’ larin toplam genomik DNA izolasyonu Fermentas
(Thermo Scientific, Inc, Katalog No: #KO0792) bitki DNA izolasyon Kiti
protokolleri izlenerek yapilmistir. DNA safligin1 belirleyebilmek amaciyla
ornekler %]1°lik agaroz jel ve 1X TAE tamponunda yiiriitilmiis ve jel
goriintlileme sisteminde (G-box, SYNGENE) goriintiilenmistir. DNA’larin
miktarin1 ve kalitesini belirleyebilmek amaciyla Nanodrop 1000 (ND-1000,
Thermo Co.) kullanilarak 6lgiim yapilmustir. Olgiimlenen DNA 6rnekleri GBS
analizinde kullanilmak {izere istenen konsantrasyonlarda seyreltilerek, analizler

yapilincaya kadar -86 "C derin dondurucuda bekletilmistir.
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3.2.4 Dizileme ile Genotipleme (GBS)

GBS analizi, DArT PLT (Diversity Arrays Technology Pty. Ltd., Canberra,
Avustralya)’ de Raman et al., (2014) tarafindan uygulanan protokole gore
gerceklestirilmistir.  DArTseq™ metodu, DArT metodlarini ve yeni nesil
sekanslama platformlarinin bir kombinasyonunu i¢ermektedir (Kilian et al., 2012;
Courtois et al., 2013; Cruz et al., 2013; Ward et al., 2013). Bununla beraber,
DArTseq™; dizilemedeki karmasikligi azaltan (Altshuler et al., 2000) ve yeni
nesil dizileme platformlarinda kullanilan bu konsepteki yeni uygulamalarindan
biridir (Elshire et al., 2011). DArT metodlarina benzer sekilde bu metod da sirali
hibridizasyona dayanmaktadir. Bu teknoloji; en uygun karmasiklik azaltma
metodunun segilmesi ile her organizma ve uygulama i¢in optimize edilmistir. Bu
caligmada, karmasikligin indirgenmesi icin Pstl-Msel metodu se¢ilmistir. DNA
ornekleri, esasen Kilian et al., (2012) tarafindan belirtilen sekilde parcalama/
baglama reaksiyonlari ile hazirlanmistir. Yalniz burada; tek bir Pstl-uyumlu
adaptor yerine iki farkli adaptor iki farkli RE cikintisi igin tercih edilmistir.
Elshire et al. (2011) tarafindan daha 6nce rapor edilen diziye paralel olarak, ilk
adaptor Pstl- uyumlu adaptor seklinde dizayn edilmistir. Bu adaptor; primer
dizisini, [llumina akis hiicresine baglanma dizisini ve ¢esitli uzunluklarda olabilen
barkod bélgesini igermektedir. ikinci adaptdr igin ise bir akis hiicresi baglanma

Adaptor baglanmis olan fragmentler 30 dongiiliik bir PCR ile ¢ogaltilmistir.

1. 94°C’ de 1 dakika
2. 30 dongti;
94°C’de 20 saniye,
58°C’ de 30 saniye,
72°C’ de 45 saniye
3.72°C’ de 7 dakika

PCR’ dan sonra her bir drnekten esit miktarlarda amplikonlar alinarak bir
96’ lik mikrotitre platede bir araya getirilmis ve koprii PCR (bridge PCR; bPCR)
icin Illumina C-Bot’a yiiklenmistir. Biitin amplifikasyon {iriinleri, HiSeq2500
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(Illumina, San Diego, USA) cihazinda tek bir akis hiicresi {iizerinde
sekanslanmigtir. Tek bir okuma 77 dongiide gergeklestirilmistir. Elde edilen her
bir dizi tavsiye edildigi sekilde DArT analitik sistemleri kullanilarak islenmistir.
[k sistem, zayif kalitedeki sonuglar1 elemine etmek icin fastq dosyalari iizerinde
kullanilmistir. Bu sekilde, “barkot bdliinme” basamagi daha siki kritelerin
eklenmesi ile daha giivenilir hale gelmistir. Markor cagirmada, her bir barkot/
ornek i¢in, yaklagik 2.000.000 (+/- 7%) dizi kullanilmistir. Son basamakta ise ayni
(6zdes) diziler kullanilarak “fastqcall dosyalar1’” olusturulmus ve bu dosyalar
DATrT PL patentli SNP and SilicoDArT (gosterimde boliinmiis pargalarin varligl/

yoklugu) i¢in ikinci sisteme uygulanmistir.
3.2.5 Baglanti haritas1 ve QTL analizi

Baglant1 haritasi, genotip verilerinden JoinMap 4.0 yazilimi (Van Ooijen,
2006) kullanilarak gergeklestirilmistir. Programda minimum LOD degeri 3,0-10,0
ve rekombinasyon fraksiyonu 30 cM olarak secilmistir. Rekombinasyon
frekanslari, Kosambi haritalama fonksiyonu (Kosambi, 1943) kullanilarak harita
uzunluguna dontstirilmistir. QTL analizleri igin MapQTL6 programi (Van
Ooijen, 2009) kullanilmistir. Bu amagla, QTL analizi i¢in segeneklerden (option)
Simple Interval Mapping (SIM; Basit Aralik Haritalama) (Lander and Botstein,
1989) secilmistir. QTL tespiti igin LOD esik (threshold) olasilik degeri,
permiitasyon testi kullanilarak saptanmistir (P degeri 0,01 ve 0,05) (Churchill ve
Doerge, 1994). Bunun sonucunda bir QTL’ in varhigmi géstermek i¢in LOD
skoru 3 olarak ayarlanmistir. Her bir lokusun yada lokuslarin kombinasyonunun
agikladig1 varyasyon miktari, r? degerinin (fenotipik determinasyon katsayisinin)

100 ile ¢arpimindan hesaplanmustir.
3.2.6 Varyans analizi

LR-11 popiilasyonunu olusturan (2 yi1l ve 3 lokasyonda yetistirilen)
bireylere ait dane Fe konsantrasyonlari arasindaki varyasyonu belirlemek igin
TOTEMSTAT istatistik paket programi (A¢ikgoz vd., 2004) kullanilarak varyans
analizi (ANOVA) yapilmistir. Y1l (Y) x Lokasyon (L), Y x Genotip (G), G, Lx G
ve Y X L X G etkilesimlerinin varyasyonlar1 hesaplanmistir. Istatistiki yénden
farkliliklarin tespit edilmesi i¢in P < 0,01 ve P < 0,05 seviyelerinde olasiliklar

kabul edilmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1 Toprak Analizi Sonuglari

Izmir, Adana ve S. Urfa lokasyonlarindan alinan toprak drneklerinin analiz

sonuclari agagida verilmistir. (Cizelge 4.1)

Cizelge 4.1 Deneme tarlalarindan alinan toprak orneklerinin kimyasal ve yapisal

ozellikleri

Toprak Ozellikleri Izmir Adana Sanh Urfa
pH 7,8 7,7 7,7
Toplam Tuz (%) 0,040 0,031 0,043
Kireg (%) 29,4 48,0 34,5
Organik Madde (%) 1,8 1,2 1,9
Kum (%) 50,2 44,2 44,2
Mil (%) 28,0 26,0 32,0
Kil (%) 21,7 29,7 23,7
Biinye Tmn Killi tin T
Toplam Azot (%) 0,062 0,056 0,050
Alinabilir P (mg/kg) 3,2 2,6 1,8
Alinabilir K (mg/kg) 417 116 485
Alinabilir Ca (mg/kg) 6.272 6.762 7.252
Alinabilir Mg (mg/kg) 554 170 430
Alinabilir Na (mg/kg) 220 307 20
Alinabilir Fe (mg/kg) 4,9 50 6,5
Alinabilir Zn (mg/kg) 0,7 0,4 1,0
Alinabilir Cu (mg/kg) 1,1 0,1 0,6
Alinabilir Mn (mg/kg) 5,3 4,6 8,0

Her 3 lokasyondan elde edilen analiz sonuglarina gore, tiim lokasyonlarda Ki
toprak orneklerinin hafif alkali oldugu, tuzluluk yoniinden herhangi bir sorun
bulunmadig1 ve ¢ok fazla kiregli oldugu saptanmigtir. Organik madde igeriginin
yine tiim lokasyonlara ait drneklerde yetersiz oldugu belirlenmistir. Topraktaki
Mn  konsantrasyonu  tim  lokasyonlarda  yetersiz  bulunurken, Fe
konsantrasyonunun yeterli (4,5 mg/kg<) miktarda oldugu saptanmistir. Zn
konsantrasyonu ise S.Urfa’daki toprak orneklerinde yeterli bulunurken, izmir ve

Adana’daki toprak drneklerinde yetersiz konsantrasyonlarda saptanmuistir.
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4.2 Danede Besin Elementi Analiz Sonuclari

ILL 8006 x CDC Milestone popiilasyonu igin Izmir, Adana ve S. Urfa
lokasyonlarindan 2012 yilinda elde edilen RIL bireylerinde, danede Fe besin
elementi miktarlarmin  Izmir lokasyonunda 37,2-238,5 mg/kg, Adana
lokasyonunda 37,5-144,0 mg/kg, S. Urfa lokasyonunda ise 35,5-149,0 mg/kg
arasinda varyasyon gosterdigi saptanmustir. 2013 yilinda ise bu rakamlar; Izmir
lokasyonunda 37,1-146,8 mg/kg, Adana lokasyonunda 39,2-151,9 mg/kg, S. Urfa
lokasyonunda ise 36,9-223,8 mg/kg araliginda belirlenmistir. 2012 yilinda 3
lokasyonda RIL’lara ait ortalama Fe konsantrasyonu sirasiyla 66,4, 62,5 ve 64,5
mg/kg olarak belirlenirken 2013 yilinda ki ortalamalar 62,9 mg/kg, 66,3 mg/kg ve
66,3 mg/kg olarak saptanmistir. 2 yil ve 3 lokasyona ait wveriler
degerlendirildiginde ebeveynlerin dane Fe konsantrasyon degerlerinin sirasiyla
40,5 mg/kg ve 114,3 mg/kg arasinda degistigi belirlenmistir. 2012 ve 2013
yillarina ait kaliim dereceleri sirastyla 0,95 ve 0,96 olarak tespit edilmistir

(Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2 2012 ve 2013 yillarinda Izmir, Adana ve S.Urfa lokasyonlarinda
g y Yy
yetistirilen ebeveynler ve RIL’ lara ait dane Fe konsantrasyonlarinin

(mg/kg) minimum, maksimum ve ortalama degerleri ve kalitim

derecesi

Lokasyon Izmir Adana Sanh Urfa Ortalama
Yillar 2012 2013 2012 2013 2012 2013

CDC Milestone 39,0 42,9 38,0 44,1 41,0 38,2 40,5
ILL 8006 1125 1238 1005 1261 1165 106,5 114,3
Minimum 37,2 37,1 37,5 39,2 35,5 36,9 37,2
Maksimum 2385 146,83 1440 1519 1490 2238 175,7
Ortalama 66,4 62,9 62,5 66,3 64,5 66,3 64,8

2012 2013

Kalitim Derecesi

0,95 0,96

Popiilasyona ait 2 bireyin (LR11-17 ve LR11-133) Fe igerigi yiiksek ILL
8006 ebeveynine (114,3 mg/kg) nazaran daha yiiksek Fe konsantrasyonuna sahip
oldugu (> 200 mg/kg) saptanmistir. Bu spesifik RIL’ lardaki yiiksek Fe
konsantrasyonunu gosteren bu verileri dogrulamak igin, izmir’de yetistirilen bu

bireylerin ayn1 miktardaki daneleri yeniden analiz edilmistir. Yas yakma islemi
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yeniden yapilmis ve dane Fe konsantrasyonu ilave olarak 2 kez daha ol¢lilmiistiir.
Toplam 9 tekrardan sonra (3 ekstraksiyon x 3 tekrar), benzer degerler elde
edilmistir. Bu sonuglar g6z oniine alindiginda popiilasyonda transgresif agilma

oldugu belirlenmistir.

Wu et al.,, 2008 her 2 ebeveyndeki farkli QTL allelleri nedeniyle bir
popiilasyonda transgresif agilma goriilmesinin yaygin bir durum oldugunu
belirtmislerdir. Klein and Grusak (2009), bir Lotus japonicus RIL
popiilasyonunda gergeklestirdikleri ¢alismalarinda benzer bir sonug¢ elde
etmislerdir. Ebeveynlere ait danelerde Fe konsantrasyonu sirasiyla 67 ve 87
mg/kg arasinda bulunurken RIL’ lara ait danelerdeki Fe konsantrasyonu 2006
yilinda 27 mg/kg ve 191 mg/kg arasinda, 2007 yilinda ise 51 mg/kg ve 152 mg/kg
arasinda saptanmistir. Yine benzer bir sekilde Tiwari et al., (2009) tarafindan
bugday RIL popiilasyonunda dane Fe konsantrasyonu ile iligkili transgresif agilma
gosterilmistir. Iki ebeveyn icin ortalama dane Fe konsantrasyonu sirasiyla 23,8 ve
40,1 mg/kg olarak belirlenirken bu deger RIL’lar arasinda 17,8 ve 69,7 mg/kg
olarak degismektedir.

LR-11 popiilasyonunun 2 yil ve 3 lokasyon i¢in Olgiilen dane Fe
konsantrasyonu 37,2 ile 175,7 mg/kg arasinda degismektedir. Konsantrasyondaki
bu araligin Thavarajah et al., (2011) (73-90 mg/kg), Karakdy et al., (2012) (49,4-
69,9 mg/kg), Alghamdi et al., (2014) (65,7-85,7 mg/kg) ve Sen Gupta et al.,
(2016) (26-92 mg/kg) tarafindan gerceklestirilen c¢alismalarda belirtilen
araliklardan daha biiyiik oldugu goriilmekle beraber Kumar et al., (2014)
tarafindan belirlenen aralik ile (50,85 -136,91 mg/kg) uyumlu oldugu

sOylenebilmektedir.

Danede Fe konsantrasyonunun belirlenmesine yonelik birgcok bitkide
yapilan ¢alismalar sonucunda rapor edilen araliklar su sekildedir; piringte 6-24
mg/kg (Gregorio et al., 2000), fasulyede 35-92 mg/kg (Islam et al,. 2002), 48- 74
mg/kg (Ariza-Nieto et al., 2007), 5,9-72,2 mg/kg (Mahajan et al., 2017), misirda
17-24 mg/kg (Oikeh et al., 2003), bezelyede 23-105 mg/kg (Grusak and Cakmak
2005), bugdayda 24-43 mg/kg (Garvin et al., 2006), 20-45 mg/kg (Oury et al.,
2006) ve 25-56 mg/kg (Morgounov et al., 2007) ve nohutta 24-41 mg/kg (Zia-Ul-
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Haq et al., 2007). Bu galismalarda elde edilen Fe konsantrasyonlari g6z Oniine
alindiginda mercimek danesindeki Fe elementi igeriginin diger bazi bitkilere gore

daha yiiksek oldugu goriilmektedir.

Bu tez ¢alismasinda, LR-11 popiilasyonuna ait 2 RIL’ da (LR 11-17 ve LR
11-133) en yiiksek Fe konsantrasyonlari saptanmistir. Bu hatlar gerek yiiksek
verim Ozelligi ile kombine edilip yeni ¢esit olarak gelistirilebilirler ya da

melezlemede ebeveyn olarak kullanilabilirler.

Bu ¢alisma, mercimek RIL’ larinda dane Fe konsantrasyonu ile iligkili QTL'
leri belirlemesinin yani sira, mercimek danesindeki Fe konsantrasyonu igin
transgesif agilmanin oldugunu gosteren bir ¢alisma olmasi agisindan da énemlidir.
Mercimek 3 ana adaptasyon havuzuna sahiptir: kuzey iliman (CDC Milestone
benzeri), sup-tropikal savana (ILL 8006 benzeri) ve Akdeniz. Mercimek uzun ve
kisa giin fotoperiyodu ile sicaklik- ¢evre kosullarina hizli reaksiyon gosterebilen
bir bitkidir. Calismada kullanilan LR-11 popiilasyonunun her iki ebeveyninde bu
caligmanin  yiritildigi  Akdeniz  iklim  kosullarina adapte olmadigi
diisiiniilmektedir. Bu nedenle, adaptasyon genleri dane Fe konsantrasyonunda
onemli bir rol oynamis olabilir. Bu durum; LR-11 popiilasyonunun dane dolumu
sirasinda fenolojilerini ve Fe alimlarini belirlemek amaciyla diger iki ¢evrede
(kuzey 1liman ve sup-tropikal savana) yetistirilip karsilagtirilmasi ile arastirilabilir.
Yapilacak olan ¢aligmalarda Kuzey 1liman ve sup-tropikal savana bolgelerinde de
dane Fe konsantrasyonu 150 mg/kg’in lstiinde tespit edilmesi durumunda, Fe
konsantrasyonu ile ilgili olarak danede yiiksek Fe igeren genotiplerin seleksiyonu
yapilabilir. Boylelikle mercimekte “danede Fe elementi” ile zenginlestirilmis

cesitlerin gelistirilmesine olanak saglanabilir.

4.3 DNA Saflik ve Miktar Analizi Sonuglari

Izolasyon sonucunda izole edilen DNA’larin safligim belirlemek amaciyla
agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilmistiir. Agaroz jel elektroforezi sonucu elde
edilen DNA saflik goriintiileri Sekil 4.1’de yer almaktadir. DNA’larin miktarini
ve kalitesini belirleyebilmek amaciyla Nanodrop 1000 (ND-1000, Thermo Co.)

kullanilarak yapilan 6l¢lim miktarlar1 Cizelge 4.3” de gosterilmistir
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Sekil 4.1. ILL 8006 x CDC Milestone RIL popiilasyonu bireylerinden izole edilen DNA’larin
agaroz jel goriintiisii; M:Markor, 1-35, 36-70, 71-105, 106-118: RIL birey etiket

numarasi.

Cizelge 4.3 ILL 8006 x CDC Milestone popiilasyonunda Nanodrop 1000

kullanilarak 6l¢iilen DNA miktarlari

Ebeveynler ve

DNA

Ebeveynler ve

DNA

Sg”ek RIL miktar1 ’22268‘;’ X‘;‘:’ f?omek RIL miktar: ’22;%/ ’22263‘;/
popiilasyonu (ng/ul) popiilasyonu (ng/nl)
1 ILL 8006 221,79 184 228 61 LR11-95 119,36 1,79 216
2 CDC Milestone 263,47 1,77 226 62 LR11-97 179,58 183 224
3 LR11-2 202,89 183 227 63 LR11-100 159,95 181 228
4 LR11-3 237,38 181 228 64 LR11-102 179,04 181 232
5 LR11-4 188,76 182 235 65 LR11-103 137,14 182 223
6 LR11-5 265,09 181 229 66 LR11-105 167,22 182 220
7 LR11-6 244,79 182 230 67 LR11-106 150,32 1,80 220
8 LR11-8 225,79 184 228 68 LR11-108 115,66 181 2,09
9 LR11-9 210,41 181 238 69 LR11-110 151,51 180 212
10 LR11-13 181,51 183 226 70 LR11-111 82,00 184 217
11 LR11-14 221,05 181 232 71 LR11-113 220,15 181 224
12 LR11-15 200,22 181 226 72 LR11-114 222,35 182 229
13 LR11-16 221,12 181 227 73 LR11-115 142,93 181 231
14 LR11-17 169,33 180 216 74 LR11-117 148,91 1,73 151
15 LR11-18 221,77 1,77 191 75 LR11-118 104,65 1,80 210
16 LR11-19 194,13 181 204 76 LR11-119 161,45 181 222
17 LR11-20 177,28 181 225 77 LR11-122 228,71 184 237
18 LR11-22 156,84 183 236 78 LR11-123 160,47 1,83 227
19 LR11-23 197,21 181 225 79 LR11-124 185,07 180 220
20 LR11-24 194,32 1,71 176 80 LR 11-126 138,40 1,74 2,07
21 LR11-25 263,47 1,77 176 81 LR 11-127 189,24 183 223
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Cizelge 4.3 (devami)

Ormek Ebeveynler ve D_NA A26  A26 Ornek Ebeveynler ve D_NA A26  A26
no RIL miktari 0/A 0/A no RIL miktari 0/A 0/A

popiilasyonu (ng/ul) 280 230 popiilasyonu (ng/pl) 280 230
22 LR11-27 205,32 183 220 82 LR 11-128 146,21 183 1,69
23 LR11-28 182,76 180 212 83 LR 11-131 158,26 183 220
24 LR11-29 174,84 1,76 192 84 LR 11-132 186,70 182 230
25 LR11-30 191,36 182 232 85 LR 11-133 194,83 184 239
26 LR11-31 208,92 183 233 86 LR 11-134 225,91 181 2,23
27 LR11-32 152,14 181 221 87 LR 11-136 141,00 1,78 225
28 LR11-33 174,33 184 239 88 LR 11-137 219,59 184 226
29 LR11-34 168,66 1,76 183 89 LR 11-139 184,04 181 221
30 LR11-37 185,26 1,80 213 90 LR 11-140 165,26 180 218
31 LR11-38 151,15 180 219 91 LR 11-142 167,25 181 221
32 LR11-40 176,56 182 245 92 LR 11-144 207,93 184 226
33 LR11-43 173,71 1,79 199 93 LR 11-145 225,60 1,78 198
34 LR11-46 210,75 182 219 94 LR 11-146 98,94 181 216
35 LR11-47 201,58 180 228 95 LR 11-147 127,67 183 234
36 LR11-48 154,03 181 218 96 LR 11-148 110,76 188 235
37 LR11-49 166,31 183 213 97 LR 11-149 129,24 1,79 193
38 LR11-53 116,3 182 235 98 LR 11-150 215,80 184 231
39 LR11-55 157,61 1,77 196 99 LR 11-152 132,61 1,79 2,27
40 LR11-56 189,27 182 1,89 100 LR 11-153 218,50 185 237
41 LR11-58 179,49 1,78 219 101 LR11-154 171,56 1,77 225
42 LR11-60 171,29 182 225 102 LR11-156 171,35 1,77 218
43 LR11-61 165,02 182 216 103 LR11-159 167,23 1,77 216
44 LR11-62 216,93 181 228 104 LR11-160 158,60 181 238
45 LR11-68 201,31 181 228 105 LR11-161 132,28 1,82 222
46 LR11-71 166,33 1,80 222 106 LR11-162 246,99 1,76 2,27
47 LR11-72 150,20 1,80 2,15 107 LR11-163 152,75 1,75 227
48 LR11-73 173,51 1,75 1,72 108 LR11-164 113,05 1,78 218
49 LR11-74 152,37 182 219 109 LR11-165 131,79 1,78 214
50 LR11-78 213,39 183 228 110 LR11-167 195,24 181 228
51 LR11-81 96,67 182 254 111 LR11-168 123,96 1,79 224
52 LR11-84 237,74 182 226 112 LR11-169 164,27 1,79 217
53 LR11-86 146,85 183 220 113 LR11-170 153,87 1,78 227
54 LR11-87 166,35 1,78 195 114 LR11-171 158,42 1,79 223
55 LR11-88 149,58 181 224 115 LR11-173 195,11 181 230
56 LR11-89 159,43 181 221 116 LR11-175 161,40 181 228
57 LR11-90 183,53 1,80 214 117 LR11-178 112,51 1,77 2,16
58 LR11-92 165,74 1,79 217 118 LR11-179 200,75 1,80 224
59 LR11-93 152,14 182 216 119 LR11-180 190,03 1,80 2,29
60 LR11-94 229,17 183 237 120 LR11-182 129,68 1,79 213
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4.4 ILL 8006 x CDC Milestone Popiilasyonu Baglanti Haritasi

Sonuclari

LR-11 RIL popiilasyonunun baglant1 haritasi; toplam 4.177 SNP markori
kullanilarak olusturulmustur. Bu markorler 7 BG iizerinde haritalanmistir.
Haritanin toplam uzunlugu 497,1 ¢cM olup komsu markorler arasindaki ortalama
uzaklik ise 0,12 c¢cM olarak saptanmustir (Cizelge 4.4). BG’ lerin uzunluklar1 29,0
cM (BG3) ve 161,5 cM (BG4) arasinda degismektedir. BG basina diisen ortalama
markor sayist 596° dir. BG4 en fazla markore (1.224 markor) sahip gruptur ve bu
grupta markor arasi ortalama uzaklik 0,13 cM’dir. En az markore (258 SNP
markor) sahip grup ise BG3’ dir ve bu grup iizerinde markorler arasi ortalama
uzaklik 0,11 cM olarak belirlenmistir. Biitin BG’ ler géz Oniine alindiginda
markorler arasi ortalama uzaklik 0,08 cM (BG1,5 ve 6) ile 0,17 cM (BG2)
arasinda degismektedir. (Cizelge 4.5)

Cizelge 4.4 ILL 8006 x CDC Milestone popiilasyonu i¢in baglanti haritalama

sonucunda elde edilen veriler

Harita Toplam Ortalama Max Min Markorler
. par Toplam  Markor - - Arasi Ort.
Popiilasyon Uzun. Markér Markor/ Markor/
(cM) (No.) BG (No.)/ BG BG Uzakhk
' BG (cM)
ILL 8006 x 1.224 258
CDC 497,1 4.177 7 596 Markdr/  Markor/ 0,12
Milestone BG4 BG3

Cizelge 4.5 Baglant1 haritas1 lizerinde yer alan SNP markorlerinin sayilart ve

karakteristikleri

SNP Uzunluk Markorler arasi

Baglanti Grubu SNP (%) (cM) ortalama uzakhk
(cM)

BG1 516 12,4 38,9 0,08

BG2 724 17,3 126,5 0,17

BG3 258 6,2 29,0 0,11

BG4 1.224 293 161,5 0,13

BG5 593 14,2 48,9 0,08

BG6 523 12,5 42,5 0,08

BG7 339 8,1 49,8 0,15

Toplam 4.177 497,1 0,12
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NGS; binlerce SNP’ nin saptanmasinda, genetik baglanti haritalariin
olusturulmasinda ve GWAS (Genome Wide Association Study; Genom
Capinda Iliskilendirme Calismasi) calismalarinda kullanilmaktadir (Metzker,
2010). Bu tiir metodolojiler, kisa zamanda ¢ok sayida markorii saptadigr gibi, SNP
gelistirme maliyetini de diisirmekte ve sonugta arastirmacilar GBS gibi
teknolojileri genom haritalama g¢aligsmalari i¢in tercih edebilmektedir (Poland et
al., 2012 (arpa ve bugday) ve Ward et al., 2013 (Rubus idaeus)).

Toplam 4.177 SNP markoérti, 7 BG (uzunluklar1 29,0 cM ve 161,5 cM
arasinda degismekte) lizerinde haritalanmistir. Bulunan bu BG sayis1 mercimegin
haploid kromozom sayisina (n=7) esittir. Benzer sonug; Eujayl et al., (1998),
Sharpe et al., (2013), Gujaria-Verma et al., (2014) ve Ates et al., (2016) tarafindan
da rapor edilmistir. Calismada elde edilen haritanin toplam uzunlugu 497.1 cM
olarak bulunmustur. Daha Once mercimek haritalama calismalari sonucu elde
edilen harita uzunluklar1 741 cM ile 4,060.6 cM arasinda degismektedir. (Eujayl
et al.,, 1998; Rubeena et al., 2003; Duran et al., 2004; Hamwieh et al., 2005;
Tanyolag et al., 2010; Gupta et al., 2012; Sharpe et al., 2013; De la Puente et al.,
2013; Gujaria-Verma et al., 2014; Ates et al., 2016; Bhadauria et al., 2017). Bu
calismada elde edilen harita uzunlugu, daha o6nce mercimekte haritalama
calismalar1 sonucu elde edilen harita uzunluklarindan kisadir. Fakat Bhadauria et
al., (2017) tarafindan yapilan ¢alismada elde edilen uzunluga neredeyse yakindir
(741 cM). Yapilan baglanti haritasinda markdrler arasi ortalama uzaklik (0,12
cM), diger ¢alismalarda elde edilen ortalama uzakliklardan daha kisadir (1,36 cM-
19,3 cM). SNP-bazli teknolojilerin kullanimi her baglanti grup basina diisen
markor sikhigimi arttirmaktadir (Deschamps et al., 2012). Mercimek baglanti
haritalarindaki markor yogunlugunda gozlenen bu farkliliklar; yetersiz sayida
ve/veya farkli tipte genetik markor sistemlerinin kullanimina, zayif ve/veya eksik
kalitede veriye, mercimek genomundaki markér dagilimlarina, haritalama
poplilasyonu olusturmak i¢in kullanilan ebeveynlerin birbirlerine olan genetik
uzakligina ve bu ebeveynler kullanilarak olusturulan popiilasyonlardaki bireylerin
sayisina ve farkli baglanti haritalama metodlarinin tercih edilmesine bagl

olabilmektedir (Liu, 1998; Satovic et al., 2013).
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Mercimek bitkisine ait pek cok baglanti haritast RFLP, RAPD, SSR, ISSR
ve AFLP markorleri kullanilarak olusturulmustur. Bu markorler disinda bu
calismada oldugu gibi sadece GBS bazli SNP markérlerinin kullanildigr baska
calismalar da vardir. Sharpe et al., (2013), Bhadauria et al., (2017) ve Ates et al.,
(2016) tarafindan olusturulan baglanti haritalarindaki SNP markorii sayilar
(swrastyla 537, 543 ve 1.780 SNP markorii) bu calismada haritalanmig SNP
markor sayisindan daha azdir (4.177 SNP). Bu ¢alismada haritalanan markorlerin
sayis1 daha once yapilmis caligmalarda saptanan baglanti haritalarindaki markor
sayilarindan oldukca yiiksektir (Orn; 114 Rubeena et al., 2003 ve 283 (Hamwieh
et al., 2005)).

45 ILL 8006 x CDC Milestone Popiilasyonu QTL Analizi

Sonuclari

SIM analizi sonucunda danede Fe konsantrasyonu ile iliskili toplam 21 QTL
(BG1,BG2 ve BG7’de 3 QTL, BG4’ de 6 QTL, BG5’ de 4 QTL ve BG6’ da 2
QTL) 6 baglant1 grubu (BG1, 2, 4-7) tizerinde haritalanmistir (Sekil 4.2).

Belirlenen bu 21 QTL bolgesi fenotipik varyasyonunun %5,9-14,0° ni
aciklamaktadir. QTL’ lerin LOD degerleri 3,00 ile 4,45 arasinda degismektedir.
En fazla sayida QTL (6 QTL) igeren baglanti grubu, BG4’ diir (FeQTL4.1,
FeQTL4.2, FeQTLA4.3, FeQTL4.4, FeQTL4.5 ve FeQTL4.6). Bu bolgedeki QTL’
lerin LOD degerleri ve % fenotipik varyasyon degerleri sirasiyla 3,01-4,45 ve 6,0-
14,0 arasinda degismektedir. BG6 ise LOD ve % Fenotipik varyasyon degerleri
sirastyla 3,14 -4,12 ve 6,7- 12,2 arasinda degisen 2 QTL bolgesi (FeQTL6.1 ve
FeQTL6.2) ile en az QTL igeren baglant1 grubudur.

FeQTL5.2 en fazla SNP markorii (239) igeren QTL bolgesidir. Bu bolgenin
LOD ve % Fenotipik varyasyon degerleri sirasiyla 3,03-4,07 ve 6,1-12,0° dir. En
az SNP markoriine sahip QTL bolgesi ise FeQTL4.3” diir. 2 SNP markorii
bulunmaktadir. LOD ve % Fenotipik varyasyon degerleri sirasiyla 3,07-3,38 ve
6,4-8,1 arasinda degismektedir. FeQTLI1.1 ve FeQTL4.1 disindaki biitiin
QTL’ler 2012 ve 2013 yillarinda saptanmistir. QTL bolgelerinin eklemeli etkisine
iliskin detaylar Cizelge 4.6’ da verilmistir.
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Sekil 4.2. RIL’ larin SNP’ lere dayali baglanti haritasi. Baglant1 gruplarinin sol tarafinda cM
cinsinden uzunluklar, sag tarafinda ise marker isimleri bulunmaktadir. Kutucuklar ve
dikey harfler Fe konsantrasyonu ile iliskili QTL bolgelerini; 2[1] gibi parantez igindeki

sayilar ise belirli baglant1 gruplarmin devam ettigini gostermektedir.



Cizelge 4.6 2012 ve 2013 yillarinda izmir, Adana ve $.Urfa lokasyonlarinda yetlistirilen 118 LR-11 mercimek RIL genotipinde danede Fe

konsantrasyonu i¢in belirlenen QTL’ler

QTL BG Pozisyon (cM) leﬁnl;ﬁslge;::ie“ % Fenotipik Varyasyon LOD Ekéirlzeli Yil/Lokasyon

FeQTL1.1 1 2,36 5 6,3 3,06 - 2012/Adana

FeQTL1.2 1 14,16 15 6,7-9,9 3,14-3,70 - 2012/1zmir, Adana and Sanli Urfa; 2013/1zmir, Adana and Sanli Urfa
FeQTL1.3 1 21,15 25 6,1-7,1 3,02-3,20 - 2012/1zmir, Adana and Sanli Urfa; 2013/1zmir and Sanli Urfa
FeQTL2.1 2 0 18 7,6-10,4 3,28-3,79 + 2012/1zmir, Adana and Sanli Urfa; 2013/1zmir, Adana and Sanli Urfa
FeQTL2.2 2 43,52-53,05 81 6,1-13,5 3,02-4,36 + 2012/1zmir, Adana and Sanli Urfa; 2013/1zmir, Adana and Sanli Urfa
FeQTL2.3 2 72,39 20 6,0-7,7 3,00-3,31 - 2012/1zmir, Adana and Sanli Urfa; 2013/1zmir, Adana and Sanli Urfa
FeQTL4.1 4 15,61 10 6,0 3,01 - 2013/Adana

FeQTL4.2 4 28,21 40 11,9-14,0 4,07-4,45 + 2012/1zmir, Adana and Sanli Urfa; 2013/1zmir, Adana and Sanli Urfa
FeQTL4.3 4 98,26 2 6,4-8,1 3,07-3,38 - 2012/1zmir and Adana; 2013/Izmir, Adana and Sanli Urfa

FeQTL4.4 4 106,44 5 6,4 3,07-3,09 - 2012/ Adana; 2013/1zmir

FeQTL4.5 4 129,69 18 6,1-7,5 3,03-3,27 - 2012/1zmir, Adana and Sanli Urfa; 2013/1zmir, Adana and Sanli Urfa
FeQTLA4.6 4 139,72 70 7,5-9,7 3,28-3,66 - 2012/1zmir, Adana and Sanli Urfa; 2013/1zmir, Adana and Sanli Urfa
FeQTL5.1 5 13,06 9 6-7,3 3,01-3,23 - 2012/1zmir, Adana and Sanli Urfa; 2013/1zmir, Adana and Sanli Urfa
FeQTL5.2 5 23,26-26,75 239 6,1-12 3,03-4,07 + 2012/1zmir, Adana and Sanli Urfa; 2013/1zmir, Adana and Sanli Urfa
FeQTL5.3 5 38,97 11 5,9-9.4 3,00-3,62 + 2012/1zmir, Adana and Sanli Urfa; 2013/1zmir, Adana and Sanli Urfa
FeQTL5.4 5 47,64 6 6,0-6,2 3,00-3,03 - 2012/ Sanli Urfa; 2013/1zmir and Sanli Urfa

FeQTL6.1 6 9,55-11,35 34 6,7-9,9 3,14-3,70 - 2012/1zmir, Adana and Sanli Urfa; 2013/1zmir, Adana and Sanli Urfa
FeQTL6.2 6 15,51 4 10,4-12,2 3,78-4,12 + 2012/1zmir, Adana and Sanli Urfa; 2013/1zmir, Adana and Sanli Urfa
FeQTL7.1 7 0 12 8,2-10,7 3,40-3,84 - 2012/1zmir, Adana and Sanli Urfa; 2013/1zmir, Adana and Sanli Urfa
FeQTL7.2 7 3,60 9 7,1-8,9 3,19-3,52 - 2012/1zmir, Adana and Sanli Urfa; 2013/1zmir, Adana and Sanli Urfa
FeQTL7.3 7 13,43 101 6,3-9,1 3,05-3,56 - 2012/1zmir, Adana and Sanli Urfa; 2013/l1zmir, Adana and Sanli Urfa

8¢
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Bu c¢aligma; GBS yaklagimi kullanilarak mercimek danesinde Fe
konsantrasyonunu kontrol eden genlerle iligkili QTL boélgelerini belirlemek igin
yapilmis ilk caligmadir. Sonugta mercimekte Fe konsantrasyonu ile iliskili 6 BG
tizerine dagilmis 21 QTL tespit edilmistir. Bu sonuca yaklasik bir sonug (danede
Fe konsantrasyonu i¢in 13 QTL) Blair et al., (2009) tarafindan rapor edilmistir.

Klein and Grusak (2009) Lotus japonicus RIL popiilasyonu kullanarak
yaptiklar1 bir calismada BGI1, 4 ve 6 iizerinde lokalize olmus danede Fe
konsantrasyonu ile iligkili 5 QTL tamimlamuslardir. Willems et al., (2010)
kadmiyum-kontamineli topraklarda biiyliyen Arabidopsis halleri x Arabidopsis
lyrata petraea F, popiilasyonunda Fe akiimiilasyonu ile iliskili olarak 1., 2., 3. ve
8. BG gruplar iizerinde yer alan toplam 4 QTL belirlemislerdir. Tahillarda
yapilan QTL haritalama ¢alismalari sonucunda danede Fe konsantrasyonu igin
benzer sayilarda QTL(ler) tespit edilmistir. Stangoulis et al., (2007) piring
danesindeki Fe konsantrasyonunu etkileyen 3 QTL’i, BG2, 8 ve 12 lizerinde tespit
etmislerdir. Ayni sekilde, Xu et al., (2012) bugdayda Fe konsantrasyonunu kontrol
eden QTL’ leri belirlemek i¢in yaptiklar1 ¢caligmada 2’ si aditif ve 1’ 1 epistatik
olmak {izere toplam 3 QTL saptamislardir. Simic et al., (2012) da misir danesinde
P, Fe, Zn ve Mg konsantrasyonu ile iliskili olan QTL’ leri genomda haritalamaya
yonelik yaptiklari ¢alismada sadece Fe konsantrasyonu kontrol eden 3 QTL
belirlemiglerdir. Jin et al., (2013) yaptiklar1 calismada misir danesindeki Fe
konsantrasyonunu kontrol eden 1 QTL’ i BG5 iizerinde saptamigladir. Srinivasa et
al., (2014) bugday RIL popiilasyonu kullanarak gerceklestirdikleri c¢aligmada
BG1A, 2A ve 3B iizerinde lokalize olan ve Fe konsantrasyonu ile baglantili 5

QTL’1 tespit etmislerdir.

Bu c¢alismada, dane mineral konsantrasyonunu etkileyen QTL’lerin
haritalanmas1 ic¢in diger bitkilerde yapilan caligmalara kiyasla genom iizerinde
daha fazla QTL (LG1, 2, 4, 5, 6 ve 7 iizerinde lokalize olmus 21 QTL)
haritalanmistir. Bunun nedeni; yiiksek yogunluklu haritanin olusturulmasinda
GBS teknolojisi tarafindan {iretilmis SNP’ lerin kullanilmis olmasidir. Bu
teknoloji, QTL’ lerin kesin bir sekilde tespit edilmesi igin gerekli olan markor
yogunlugunu arttirmada kullanilabilmektedir. (Bandillo et al., 2013; Chen et al.,
2014; Raman et al., 2014).
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Yu et al, (2011) yiiksek markér yogunlugunun genetik haritalarin
¢cOziiniirliglinli  arttirabilecegini gostermiglerdir. Bu sekilde elde edilen yiiksek
yogunluklu haritalar, rekombinasyon olaylarinin goériinmedigi bir kromozom
bolgesinde lokalize olmus bir markoriin  bulunma olasihigin1t ve QTL
lokalizasyonlarinin dogrulugunu arttirabilmektedir (Liu et al., 2013; Stange et al.,

2013).

Haritalanan 21 QTL bolgesi, Fe konsantrasyon varyasyonunun %5,9-14,0°
nii agiklamaktadir. QTL’ lerin LOD degerleri 3,00 ile 4,45 arasinda
degismektedir. Elde edilen bu varyasyon degerleri daha 6nce lahana (%10,5) (Wu
et al., 2008), piring (%13,8-18.3) (Stangoulis et al., 2007), bugday (%11,7-12,6;
%5,4-19,1) (Tiwari et al., 2009; Pu et al., 2014) ve musir (%16,9) (Jin et al., 2013)

ile yapilan caligmalarda elde edilen varyasyonlara ¢ok yakindir.

4.6 Varyans Analizi Sonug¢lari

Varyans analizi; Genotip (G), YilxLokasyon (YxL), LokasyonxGenotip
(L*xG), ve YilxLokasyonxGenotip (Y*LxQG) arasindaki etkilesimi énemli olarak
gosterirken Y11xGenotip (Y *GQG) arasindaki etkilesimi 6nemsiz olarak gostermistir
(Cizelge 4.7). 2012 ve 2013 yillarma ait Izmir, Adana ve S. Urfa lokasyonlarindan
elde edilen ortalama dane Fe konsantrasyonunu gosteren histogramda normale
yakin bir dagilim goriilmiistiir. LR 11 popiilasyonunda danede Fe konsantrasyonu

yoniinden transgresif a¢ilma gézlemlenmistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. ILL 8006 x CDC Milestone LR-11 mercimek RIL popiilasyonunda 2 yil (2012 ve 2013)
ve 3 lokasyonda o6lgiilen dane Fe konsantrasyonunun dagilimi. Oklar; CDC Milestone

(sol) ve ILL 8006 (sag) ebeveynlerinin Fe konsantrasyonunu gostermektedir.

Cizelge 4.7 LR-11 mercimek RIL popiilasyonunda dane Fe konsantrasyonu igin

yapilan varyans analizi sonuglari

Serbestlik Ortalama

Varyasyon Kaynag derecesi Kareler F
Blok 2 56,3 0,17 ns
Yil 1 49,0 0,13 ns
Lokasyon 2 343,2 0,95 ns
Genotip 117 13.274,6 36,92**
YilxLokasyon 2 1.865,6 5,19**
YilxGenotip 117 352,3 0,98 ns
LokasyonxGenotip 234 480,3 1,33*
Yilx LokasyonxGenotip 234 7244 2,01**
Hata 1.404 359,5

ns:6nemsiz

*: P<0,05seviyesinde 6nemli
**. P<0,01 seviyesinde dnemli
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5. GENEL SONUCLAR

Insan beslenmesindeki mikro besin elementi eksikliginin insan sagligina
dogrudan ya da dolayl etkisinin oldugu bir¢cok arastirmaci tarafindan rapor
edilmistir. Ulkemizde genel beslenme aliskanligmin tahila dayali olmasi ve
kullanilan tahil iriinlerinin mikro besin elementlerince zengin olmamasi,
iilkemizdeki insanlarin saglik problemleri ile karsilasmasina neden olmaktadir.
Ulkemizde yasanan bu ciddi saglik problemlerinin éniine gegilebilmesi i¢in mikro
besin elementlerince zenginlestirilmis tahil ve kuru baklagil c¢esitlerinin
gelistirilmesi gerekmektedir. Ozellikle kuru baklagiller ve kuru baklagiller i¢inde
de mercimek bu potansiyele sahip bir kiiltiir bitkisidir. Yapilan bu tezde mercimek
danesinde Fe igeriginin 37,2-175,7 mg/kg arasinda degistigi goriilmiistiir. Bu
degerlerin tahillarla, 6zellikle de bugdayla karsilastirildiginda oldukga yiiksek
oldugu gorilmektedir. Bu nedenle, mercimek genomunda mikro besin
elementlerini kontrol eden gen bolgelerinin belirlenmesi ve bunlarin 1slahta amaca
uygun kullanilmasi 6nem arz etmektedir. Zn, Mn, Fe ve Se gibi mikro
elementlerce zengin olan ve giinliikk diyetlerde onemli yere sahip mercimek
bitkisinde mikro besin elementlerinin alinimini kontrol eden genlerle ilgili genetik
caligmalar yok denecek kadar azdir. Bu calisma mercimek danesindeki Fe
konsantrasyonunu kontrol eden QTL’ leri belirlemek amaciyla GBS teknolojisinin
kullanildigi ilk ¢aligmadir. Yapilan QTL analizi; birgcok QTL’ in her iki yilda ve 3
lokasyonda da anlamli ve stabil oldugunu gostermistir. Farkli lokasyonlarda ayni
QTL’lerin saptanmasi ise Fe aliniminin ¢evrenin etkisinden daha ¢ok genotipik bir
ozellik oldugunu ifade etmektedir. Saptanan Fe konsantrasyonlari, LR-11
popiilasyondaki RIL’lar arasinda genis bir fenotipik varyasyon oldugunu
gostermistir. Bu sonuclar, mercimek danesinde Fe konsantrasyonunun kantitatif

olarak kalitildigini ortaya ¢ikarmistir.
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6. ONERILER

Bu calisgma ile tespit edilen stabil QTL’ler, danede yiiksek Fe
konsantrasyonuna sahip genotiplerin saptanmasi i¢in markore dayali seleksiyonda
(MAS; Marker Assisted Selection-Markor Destekli Seleksiyon) kullanilabilir. Bu
markdrler, mercimek danesinde Fe konsantrasyonunu arttiran ve stabilize eden
biyofortifikasyon stratejilerine yardimci olabilir. Bu sayede gelecekte yiiksek Fe
konsantrasyonuna sahip yeni mercimek ¢esitleri gelistirilebilecektir. Danede Fe
oraninin arttirilmasi, uzun vadeli olarak Fe elementi eksikliginden ortaya g¢ikan
saglik problemlerinin ¢6ziilmesine veya en aza inmesine yardimci olacaktir. GBS
teknolojisi ile elde edilen SNP markdrleri kullanilarak olusturulan yiiksek
yogunluktaki bu baglanti haritasi, daha ileri yapilacak g¢aligmalarda referans
genom haritast olarak kullanilabilir ve ayrica diger besin elementlerince zengin

mercimek hatlarinin gelistirilmesinde kullanilabilir.
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