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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

Bazi Fasulye Genotiplerinin BCMV (Bean Common Mosaic Virus) Ve BCMNYV (Bean
Common Mosaic Necrosis Virus )’Ye Dayamm Diizeylerinin
Molekiiler Yontemlerle Belirlenmesi

_ Ayse Nur CETIN
Sel¢uk Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Bahce Bitkileri Anabilim Dah

Damisman: Prof. Dr. Onder TURKMEN
II.Damisman: Yard. Dog¢. Dr. Ali Tevfik UNCU

2018, 39 Sayfa

Jiiri

Prof. Dr. Onder TURKMEN
Prof. Dr. Fikret YASAR

Dog. Dr. Ertan Sait KURTAR

Bu calisma i1slah havuzunda var olan ve agronomik Ozellikleri yénu ile Umitvar bulunan 75 adet fasulye
genotipinin BCMV (bean common mosaic virtis) ve BCMNV (bean common mosaic necrosis virus )
dayanim duzeyleri ve genotipler arasindaki genetik cesitlilik diizeylerinin belilenmesi amaciyla yapilmistir.
Genotiplerin BCMV ve BCMNV’ ye dayanim duzeylerinin belirlenmesinde Miklas ve ark.,(2002) ve Miklas
ve ark.,(2003) tarafindan geligtirlen SCAR (Dizi Karakterize Amplifiye Edilmis Bolge) markorleri
kullanilmistir.  Genetik cesitlilik analizi 6élgiminde 58 SSR markért (Mdller ve digerleri 2015) ve her
genotip basina 5 bitkiden bulk edilen DNA ornekleri kullaniimigtir. SSR allelleri, kapiler elektroforez
sistemi(QIAxcel Gelismis Sistem ) kullanilarak yiksek ¢ézunurlikte goéruntilenmigtir. 75 genotipten elde
edilen SSR markér allelleri yok/var seklinde skorlanmis ve cesitlilik veri dosyasi DARWIN programinda
analiz edilmigtir. 75 fasulye genotiplerinden PIC degeri 20.2 olan toplam 123 allel elde edilmistir. Elde
edilen verilere dayal olusturulan NJ dendogrami fasulye genotipleri arasindaki molekiler genetik iligkileri
g6stermis ve bu fasulye genotipleri 3 temel ana grupta toplanmistir. Calismada hastaliga direngli
genotiplerin seciminde 75 genotipten 21’inin her iki patojene kargi direng allelli bulundurdugu belirlenmigtir.
Ayni zamanda cesitlilik analizi sonuglari birden fazla patojen direnci olan 21 genotipin dendrogramda ayni
grupta bir araya toplandigini géstermektedir. Bu nedenle, bu galismanin sonuglari, iki viral hastaliga karsi
allellik olusumu ve dayanim/duyarlilik arasinda gti¢li bir korelasyon oldugunu géstermistir.

Anahtar Kelimeler: Dayanim, Fasulye, SSR, BCMV, BCMNV
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ABSTRACT

MS THESIS

Determination Of BCMYV (Bean Common Mosaic Virus)And BCMNYV (Bean Common
Mosaic Necrosis Virus ) Resistance With Molecular Methods On Some Bean Genotypes

Ayse Nur CETIN
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SELCUK UNIVERSITY
THE DEGREE OF MASTER OF SCIENCE
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Advisor: Prof. Dr. Onder TURKMEN
2018, 39 Pages

Jury
Prof. Dr. Onder TURKMEN
Prof. Dr. Fikret YASAR
Assoc.Prof.Dr. Ertan Sait KURTAR

In this study, 75 bean genotypes in the breeding pond with promising agronomic characteristics
were tested for levels of genetic diversity and resistance against bean common mosaic virus (BCMV) and
bean common mosaic necrosis virus (BCMNV). SCAR (Sequence Characterized Amplified Region)
markers developed by Miklas et al.(2002), Miklas et al.(2003) were used to determine the resistant
genotypes to BCMV and BCMNV. While measuring the genetic diversity analysis DNA samples bulked
from five plants per each genotype and 58 SSR markers (Muller et al. 2015) were used to estimate the
molecular genetic diversity among the sample set. SSR alleles were visualized in high resolution capillary
electrophoresis system (QlAxcel Advanced system). Yielded SSR marker allelles from 75 genotypes were
scored as absence/presence (0-1) format and diversity data was analyzed by DARwin program. A total of
123 alleles with a PIC value of =20.2 were obtained from the 75 bean genotypes. The NJ dendrogram
created on the bases of scoring data and demonstrated the molecular genetic relationships among the
bean genotypes which the 75 bean genotypes are clustered in three main groups. Disease resistant
genotypes selection part of the study displayed that 21 out of 75 genotypes were determined to possess
the resistance alleles against both pathogens. Also the results of the diversity analysis show that 21
genotypes with more than one pathogen resistance are clustered together in the same group in the
dendrogram. Therefore, the results of this study demonstrated a strong correlation between allelic
composition and resistance / susceptibility to the two viral diseases.

Keywords:BCMV, BCMNV, common bean, resistance, SCAR ,SSR
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ONSOZ

Giderek artan diinya niifusu gida gibi Onemli sorunlarida beraberinde
getirmektedir. Bu sorunun ¢6ziimii ise hizla gelisen ve degisen bilimdeki yeni iiretim
teknolojilerini takip ederek uygulamaya aktarilamasiyla miimkiin olacaktir. Insan
beslenmesi i¢in olduk¢a Onemli olan fasulye ile ilgili bu calismada bazi niteliksel
fasulye genotipleri arasindaki genetik c¢esitliligin belirlenmesi ve hem diinya hemde
iilkemiz iizerinde ciddi ekonomik kayiplara neden olan BCMV (bean common mosaic
virtis) ve BCMNV  (bean common mosaic necrosis virus ) viriislerine dayanim
diizeylerinin molekiiler yontemlerle belirlenmesi amaglanmastir.

Yiiksek Lisans tez konumun belirlenmesinde ve bu konuda c¢aligma imkani
sunan ve calismamin gerek ders gerekse tez donemi siliresi boyunca her asamasinda
yardim ve destegini esirgemeyen basta degerli damisman hocam Prof. Dr. Onder
TURKMEN’e tesekkiir ederim.

Ayrica caligmamin laboratuvar asamalarinda bilgi ve deneyimi ile yardim ve
destegini esirgemeyen, Onerileri ile ¢alismama yon veren ve II. Danismanim olarak
gorev alma nezaketini gosteren Yard. Dog¢. Ali Tevfik UNCU hocama da tesekkiir
ederim.

Tez calisjmamin arazi ve labaratuvar asamalarinda yardimci olan caligma
arkadaslarima tesekkiir ederim.

Ayrica tez ¢alismama verdikleri destekten dolayr Selcuk Universitesi Bilimsel
Arastirmalar Koordinatorliigiine (BAP) tesekkiir ederim.

Tezimin yazim asamasinda bana verdikleri maddi ve manevi desteklerle benden
yardimlarin1 esirgemeyen kiymetli ablam Avukat Yulet YAR ve dostum Uzman
Biyolog Ilkyaz YILMAZ’a tesekkiir ederim .

Son olarak, tiim hayatim boyunca yanimda olan ve c¢alismalarimin her
asamasinda imzalar1 olan ve benden maddi manevi her tiirlii desteklerini hi¢cbir zaman
esirgemeyen ve beni attigim her adimda asla yalniz birakmayan basta babam Arif

CETIN, annem Fatma CETIN ve abim Omer CETIN’e sonsuz tesekkiir ederim.

Ayse Nur CETIN
KONYA-2017
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

% :Yiizde

°C :Santigrat derece
Bp : Base pair-Baz ¢ifti
g : Gram

ng : Nanogram

S : Saniye

ul : Mikrolitre

uM  : Mikromolar
Kisaltmalar

AFLP : Amplified Fragment Length Polymorfism
cm : santimetre

DNA : Deoksiriboniikleik Asit

EDTA : Etilendiamin Tetraasetikasit

FAO : Food and Agriculture Organization of the United Nations

g : gram
ha : Hektar

ISSR : Inter Simple Sequence Repeat

kkal : kilo kalori

MAS : Marker Yardimli Seleksiyon

MgCl2 : Magnezyum Klortir

ml : Mililitre

mm : milimetre

mM : Milimolar

PCR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu

RAPD : Randomly Amplified Polymorphic DNA
SCAR : Sequence Characterized Amplified Region
RFLP : Restriction Fragment Length Polymorphism
SRAP : Sequence Related Amplified Polimorphism
SSR : Simple Sequence Repeat

Tag : Thermus Aquaticus
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1. GIRIS

Fasulye (Phaseolus vulgaris)’nin anavatan1 Meksika’nin giineyinden Peru’ya kadar olan
kismmida i¢ine alan Orta ve Giiney Amerika iilkeleridir (Salk ve ark., 2008).
Fasulyenin Phaseolus cinsine ait bugiin 230’a yakin tiirii oldugu bilinmektedir (Giinay,
2005). Phaseolus cinsi igerisinde diinyada yaygin olarak kiltiirii yapilan tiirler ve
bunlarin en 6nemli tiirleri baglica 5 grupta toplanmaktadir. Bunlarin; P. Acutifolius A.
Gray, P. coccineous L., (Ates fasulyesi), P. lunatus L., (Lima fasulyesi) P. polyhantus
Greenman ve P. vulgaris L. (2n=2x=22) oldugu bildirilmistir. Bu tiirler igerisinde
diinyada en yaygm olarak kullanilan ve % 90’dan daha fazla bir oranla tiiketileni P.
vulgaris’dir (Acosta-Gallegos ve ark., 2007). Tiirkiye’de ise genel olarak yetistirilen
tim fasulyelerin P. vulgaris tiiriine ait oldugunu bildirmislerdir (Balkaya ve Yanmaz,
2003).

Saglikli beslenmede de Onemli bir sebze olan fasulye, kalsiyum, demir, fosfor gibi
elementlerle B1 ve B2 gibi vitaminler bakimmdan da ¢ok zengindir. Yiiksek oranda
diyetsel lif icerdigi i¢cin fasulyede kolesterol seviyesi de oldukg¢a diisiiktiir. Bu bakimdan
saglik acisindan bir¢ok diyet programinda yer alarak giinliik diyette alinmasi gereken
pek cok vitamin (A, B, E) ve mineral (kalsiyum ve demir) acisindan zengindir (Peksen
ve Artik, 2012). Ayrica insanlarin protein ihtiyacinin karsilanmasida olgunlagsmamis
tohumlu baklalari, biitiin olarak ve olgunlagsmis tohumlar1 degerlendirilmektedir. Farkli
sekillerde degerlendirilen (taze, konserve, tursu, kurutularak) fasulye genel olarak
iilkemizin her yoresinde kolaylikla yetistirilebilmesi ve insanlarin yas sebze ihtiyacini
karsilamada énemli bir yer tutmaktadir (Madakbas, 2007). Insan beslenmesinde énemli
olan fasulyenin yetistiriciliginde tiretim degerlerini inceledigimizde ise, diinyadaki taze
fasulye iiretimi 86280 hg/ha’dir (Anonim, 2014). Ulkemizde ise toplam taze fasulye
dretimi 2016 yili verilerine bakildiginda 638.532 tondur (Anonim, 2016). Bolgesel
olarak tiretimi ele aldigimizda ise taze fasulyede en fazla tiretim 7851 tonluk {iretimi ile
Ege bolgesidir. Il olarak iiretim siralamasma bakilirsa Mugla 7206 ton iiretimle birinci
sirada yer alirken sirasiyla ikinci olarak 353 ton Aydin, {ig¢iincii olarak ise 248 ton ile
Izmir ilinin takip ettigi goriilmektedir (Anonim, 2016). Bu veriler dogrultusunda taze
fasulyenin iilke ekonomisine biiyiik katkilar sagladig: goriilmektedir.

Fasulye anavatani Amerika olsa da Anadolu’da da pek cok yorede gerek dogal
secilimler gerek yetistiricilerin yaptigiseleksiyonlar ile zaman igerisinde bolgesel

cesitler meydana gelmistir (Ergiin, 2005).



Yerel popiilasyonlarin giderek Onemini kaybetmemesi i¢in sahip oldugumuz gen
havuzlarinim iyi tanimlanmasi gerekmektedir (Ulutas, 2016). Ozellikle yerel yetistiriciligin
gelisimini amaclayan 1slah programlari i¢inde yerel fasulye popiilasyonlarin arasindaki
genetik cesitliligin belirlenmesi biiyiik 6neme sahiptir (Jose ve ark., 2009).

Molekiiler belirtegler tarafindan desteklenen genetik ¢esitlilik ve genetik iligkilerin
arastirilmasi, 1slah programlarinda yeni cesit gelistirme vb. acisindan Onemlidir
(Sanchez-Pérez ve ark., 2005).

Genetik kaynaklarmn belirlenmesi ve bunlarin korunmasmin yaninda verim ve kaliteyi
arttiran ¢alismalarinda yapilmasi elzemdir. Ulkemizde dayanikli ve verimli gesitlerin
kullanilmamasz, treticilerimizin sertifikali tohum yerine kendi tohumlarin1 kullanmasi,
canli ve cansiz hastalik etmenleri ve zararlilarin neden oldugu verim diisiikliigii vb
nedenler tiriinde ciddi verim kayiplarina sebep olmaktadir (Ulutas, 2016).

Fasulyede verim kayiplarina neden olan en dnemli patojen problemleri arasinda, Bean
common mosaic virus (BCMV) ve Bean common mosaic necrosis virus (BCMNV)
neden oldugu viriis problemleri vardir. BCMV ve BCMNV yiiksek oranda tohumla ve
afitlerle taginmasi bu virusiin iilkede yayilmasim1 kolaylastrmistir (Kumar ve ark.,
1994). Bu iki viriis dogada ayn1 bolge hatta ayni bitki tizerinde bulunmalar1 sebebiyle
aralarinda genetik aligveris yaparak rekombinasyon olusturabilirler. Bu sonucunda ise
yeni 1rklar hata yeni patotipler olusabilmektedir (Silbernagel ve ark., 2001). Bu
viriislerle etkili bir miicadele ve hastaligin yayilimini kontrol altmna almak zordur.
Miicadelesinde dayanikli c¢esitlerin ve temiz {retim materyallerinin kullanimi ve
vektorlerle miicadele etmenin 6nemi biiyiiktiir. Bu yontemlerle viriislerin yeterince
kontrol altmma alinamamas1 ve kimyasal bir miicadelenin tam olarak saglanamamas1 bu
hastaliklarin 6nemini gittikge arttirmaktadir (Kili¢ ve ark., 2013).

Bu dogrultuda yapilan bu calisma elimizde var olan ¢ekirdek koleksiyonun SCAR
molekiiler belirtegler ile BCMV (bean common mosaic viriis) ve BCMNV  (bean
common mosaic necrosis virus ) virlislerine dayanim diizeylerinin molekiiler
yontemlerle belirlenmesi amaclanmistir. Boylece ileride BCMV ve BCMNYV 1rklarma
kars1 dayaniklilik saglayan I ve bc-3 geninin tiiketici isteklerine uygun taze fasulye

genotiplerine aktarimi saglanabilecektir.



2. KAYNAK ARASTIRMA

Leguminosae familyasina ait bir baklagil bitkisi olup fasulye (Phaseolus vulgaris L.)
Phaseolus’un en yaygm yetisen tiiriidiir. Insan diyetlerinde proteinin ana kaynagi olan
fasulye diinya ¢apinda tiiketilen baklagiller yarisini olusturmaktadir (Broughton ve ark.,
2003). Taze olarak tiiketilmesinin yani sira farkli sekillerde tiiketimi hem iilkemizde
hem de biitiin diinyada yayginken insan beslenmesinde besleyici degeri yiiksek oldugu
icin onemli bir yeri vardir. 100 g taze fasulyede 93.0 g su, 6.0 g karbonhidrat, 2.5g
protein, 0.2 g yag ayrica 500 IB A vitamini, 0.01 mg B ve 0.5 mg B¢ vitamini ve de 15
mg C vitamin igermektedir (Giinay, 2005).

Anavataninin Giliney Amerika oldugu bildirilmekte olan fasulye(P. vulgaris)’nin ilk kez
gilinlimiizden yaklasik 7 bin y1l 6nce Orta Amerika’da kiiltiire alinarak buradaki sicak
bolgelerden subtropikal ve iliman bdlgelere yayilim gostermistir (Balkaya ve ark.,
1999). Ulkemize ise tahmini 250-300 yil dncesi girdigi bildirilmektedir (Salk ve ark.,
2008) . Glinlimiiz itibariyle Tiirkiye, fasulyede ti¢iincii biiyiik tiretici iilke konumunda
olup diger sebze tiirlerinin de hemen hemen tiimiinde ilk on iilke igerisinde yer
almaktadir (Abak ve ark., 2010). Bu veriler fasulyenin 6nemli tarim potansiyeline sahip
bir bitki oldugunu gostermektedir.

Ulkemiz sahip oldugu iklim kosullar1 nedeniyle her bolgede kolayca yetistirilebilmesi
hem iiretimin yayilmasint hem de iilkemizi fasulye cesitleri yoniinden genis bir
varyasyona sahip oldugunu gdstermektedir. Van Gevas ilgesinde fasulye iiretimi ve
pazarlamasindaki etken faktorlerin belirlenmesi iizerine yapilan bir arastirmada,
ciftcilerin tiretimde tercih sebeblerinin arasinda ilgenin iklim ve 6zel konumu sebebiyle
dogal kosullarinin iiretime uygun oldugunu bildirmislerdir (Cift¢i ve ark., 2012 ).
Ulkemiz fasulyede onemli bir iiretici konumundayken bu bitkinin neredeyse tiim
bolgelerimizde yetistirilmesi ve yerel genotiplerin bulunduklar1 bdlge ekolojisine
kolaylikla adapte olmasiyla beraberinde getirdigi  zengin genetik cesitlilik goz
oniindedir (Erding, 2012).

Bu zengin genetik cesitlilik g6z onilinde bulunduruldugunda iilkemizde gen kaynagi
toplama c¢aligmalar1 yapilmakta ama derlenen materyallerin morfolojik, biyolojik ve
genetik yapilarina iliskin bilgilerin yetersiz diizeyde oldugu bilinmektedir. Bu nedenle
toplanan materyallerin bitki 6zelliklerinin belirlenmesi, hem 1slah ¢aligmalar1 hem de

gen bankalar1 agisindan bliyiik 6nem tasimaktadir (Balkaya ve Yanmaz, 2003).



Van-Gevas il¢esinde yetistiriciligi yaygin olarak yapilan fakat saflik derecesi
kaybolmus olan yalanci dermason fasulye popiilasyonlarinda erkencilik, verim, kalite
ve hastaliklara dayanikli tiplerin seleksiyonu amaciyla yapilan arastirmanin sonucunda
iistiin niteliklere sahip timitvar 23 tip belirlenerek bu tiplerin ilerdeki 1slah caligmalari
icin 1y1 bir kaynak olusturmasi agisindan 6nemli oldugunu bildirmislerdir (Cift¢i ve ark.,
2012).

Burdur’da yetistirilen biri standart ¢esit olmak iizere toplam 12 fasulye genotipinin
morfolojik ve fenolojik 6zellikleri acisindan karakterizasyonlarmni belirlemek amaciyla
yapilan bir calismada c¢esitler arasinda bazi karakterler bakimindan Onemli bir
varyasyon oldugu ve bu yilizden 1slah ¢alismalar1 i¢in bunlarin kaynak materyal olarak
kullanilma potansiyeline sahip oldugunu bildirmislerdir (Akbulut ve ark., 2014).
Carsamba Ovasi1 veyoresinden 45 mahalli isimle anilan 155 bodur taze fasulye
populasyonu toplanmistir. UPOV kriterlerine gore bitkisel ve bakla o6zellikleri,
erkencilik, kalite, verimlilik, yatma Ozelliklerine bakilarak 11 hattin amaclarma uygun
bulundugunu bildirmislerdir (Madakbas ve ark., 2007).

Schnabel ve ark.,(2005)’dan bildirdigine gore tiim diinyada molekiiler biyoloji ve
genetik konusundaki ¢alismalar populasyonlarin genetik yapisini belirlemek, ortaya
cikarilan genetik yapi tizerindeki genlerin tespiti, fonksiyonlarinin anlasilmasi amaciyla
yapilan ¢aligmalar hizla devam etmektedir (Kahraman, 2008).

Van’da yapilan bir ¢calismada 96 adet fasulye genotipi arasindaki, 72 fenotipik karakter
ile ISSR ve RAPD molekiiler markorleri vasitasiyla genetik iligkileri incelenmistir.
Molekiiler caligmalarda 21 ISSR ve 8 RAPD markori kullanilmig ve sonucunda
sirasiyla 358 ve 116 polimorfik bant elde edilmistir. Calisma sonucunda fasulye
genotiplerinin %52’si Orta Amerika orjinli, %48’1 Giiney Amerika orjinli olarak
siniflandirilmistir. Ek olarak fasulye genotipleri arasindaki genetik varyasyon degeri
oldukea degisken gozlemlenmistir (Erdinc ve ark., 2017).

S5 kademesindeki 33 yerel fasulye genotipinin verim ve bazi kalite unsurlarinin
belirlenmesi ve genotipler arasindaki genetik iliskileri morfolojik ve molekiiler
belirtecler (27 ISSR primeri kullanilarak) yardimiyla incelenmistir. PCR amplifikasyon
sonucunda toplam 169 DNA bandinin 129°u polimorfik bant olarak elde edilmistir.
Yapilan kiimeleme analizi sonucunda SK-222 ile SK-131 genotipleri arasinda J

katsayisina gore %70 benzerlik tespit edilmistir (Isik, 2012).



Van golii ve cevresinden derlenen 95 adet fasulye genotipinin genetik akrabalik
iligkilerini hem fenotipik hemde molekiiler belirteglerle incelenmistir. Fenotipik olarak
incelenen genotiplerin %69.5’nin Gliney Amerika (Andean) ve % 30.5’nin Orta
Amerika (Mesoamerican) orijinli oldugu ve genotipler arasinda genetik ¢esitliligin
yiiksek oldugu tespit edilirken, molekiiler yontemde ise 28 ISSR primeri ve 10 adet
RAPD primeri kullanilmistir. Molekiiler karekterizasyon i¢in kullanilan ISSR ve RAPD
belirtegleri arasinda orta seviyede (r > 0.54)bir korelasyon (P<0.001) tespit edilmistir.
Hem fenotipik hem de molekiiler karekterizasyonun sonucunda ise; Van Golii havzasi
fasulye genotipleri arasinda yiliksek bir genetik ¢esitliligin yanisira yoreler bazinda da
ozellikle Van-Gevas, Van-Ercis ve Bitlis-Tatvan orijinli genotipler arasinda nispeten
yiiksek bir genetik ¢esitlilik belirlenmistir (Ekincialp, 2011).

Diinyadaki fasulye iiretiminin % 60'mdan fazlasi, Orta Amerika kokenli cesitlerden
saglanmakta oldugunu bildiren bu g¢alismada, Orta Amerika gen havuzuna ait 269
fasulye genotipi arasindaki genetik varyasyonu RAPD belirtegleri ile belirleyerek bu
calisma sonucunda bu gen havuzunun 6nceki bilinene gore daha karmasik oldugunu ve
yiiksek bir genetik ¢esitlilige sahip oldugunu bildirmislerdir (Beebe ve ark., 2000).
Karayip adalarindan derlenen 54 adet kirmizi-alacali tohumlu fasulyeler ile 11 adet
farkli bolgelerden toplanan Giiney Amerika genotiplerini morfolojik, molekiiler ve
protein belirtegleri ile incelemeye tabi tutulmustur. Yapilan tam kiimeleme analizi
sonucu morfolojik karekterizasyonda iki ayr1 kiimeye ayrildig1 goézlemlenirken,
molekiiler (RAPD yontemi kullanilmistir) ve protein belirtecler ile yapilan analizler
sonucunda 3 ayr1 grup olusturmustur. Birinci grup Orta Amerika, ikincisi Gliney
Amerika, liclinclisii ise gen havuzlar1 arasindaki gen kombinasyonlar1 nedeniyle Orta
Amerika’ ya yakin olan ancak Gliney Amerika gen havuzunda yer alan grup olarak
bildirilmistir (Duran ve ark., 2005).

ISSR molekiiler tekniginin kullanildig1 34 ¢esit aday ile ii¢ ticari ¢esitten olusan toplam
37 genotip arasindaki genetik c¢esitlili§i inceleyen ¢alismada; 27 adet ISSR primeri
kullanilmis ve 108 adet polimorfik bant elde edilmistir. Iki grubun arasindaki
benzerligin bir 6l¢iisii olarak kabul edilen "r" degeri 0.87916 olarak ifade edilmistir

(Ulutas, 2016).



Orta Amerika ve Giliney Amerika orijinli i¢ginde yabanilerin de bulundugu 349 fasulye
genotipleri  arasindaki  genetik  varyasyonu 26 SSR  primeri  kullanarak
karsilagtirmiglardir. Genotipler arasindaki genetik cesitlilik katsayis1 0.66 bulunurken,
Orta Amerika genotiplerinin genetik c¢esitliliginin daha yiiksek oldugunu tespit
etmiglerdir (Kwak ve Gepts, 2009)

Yeni c¢esitler gelistirmede 1slah caligmalar1 i¢in gen kaynaklarinin korunmasi
onemliyken fasulyenin iiretiminde; iireticinin tohumunu kendi alarak sertifikali
tohumlar1 kullanmamasi, yine hastaliklar ve zararlilar nedeniyle iirin kayiplar1 ¢ok
fazladir. Bitki tohumlarinda viral, fungal, bakteriyel gibi kdkenli yaklasik 2400 adet
hastalik etmeni bulunmaktadir. Bu hastalik etmenlerinin toplam 57 adeti fasulye
tohumlarinda var oldugu tespit edilmistir. Bunlarda ise 14’ten fazla viriisiin tohum ile
tagindig1 bildirilmektedir (Erkan, 1998).

Yetistiricilikte onemli bir cogaltim materyali olan tohum, tohumculuk endiistrisinin de
gelismesiyle bir ¢ok hastalik etmenin hizla yayilmasinda 6nemli bir etken olmustur.
Bitki virlislerinin generasyonlar boyunca yaklasik %:20’sinin tohumla tasinmasi
epidemide dnemli bir rol oynamistir. Tohumlarda viriisler; tohum kabugu, endosperm
ve embryo’da tasinabilmektedir. Bean common mosaic virus ise tohumun embriyo
kisminda tagmabilmektedir (Sevik 2012).

Diinyada fasulye alanlarinda enfeksiyona neden olan viriislerden bazilart AMV (4lfalfa
mosaic virus), BCMV (Bean common mosaic virus ), BCMNV (Bean common mosaic
necrosis virus), BGMV(Bean golden mosaic virus), BYMV (Bean yellow mosaic virus),
CMV (Cucumber mosaic virus), SBMV (Southern beanmosaic virus), TSV (Tobacco
streak virus), TAV (Tomato aspermy virus)’diir (Kumar ve ark., 1994). Burada BCMV
ve BCMNYV diinyadaki tiim fasulye alanlarinda en yaygin ve en tahripkar viriisler olarak
karsimiza ¢ikmaktadir (Flores-Estévez ve ark., 2003).

BCMV diinya ¢apinda tiim ekili bakliyat alanlarinda dagilim gosterirken (McKern ve
ark., 1992), BCMNV Afrika, Avrupa, Kuzey ve Giliney Amerika ile smirhidir (Worrall
ve ark., 2015). BCMV ve BCMNV'ye bagl olarak verim kayiplar1 enfeksiyon ¢esidine
ve stiresine bagli olarak% 6 ila 98 arasinda degisir (Drijthout, 1978).



Bu iki viriisiin 7 patojenik grubu ve 10 tane izolat1 vardwr. BCMV ve BCMNV’ de
patojenik gruplar serolojik ve molekiiler diizeyde farklilasabilir ancak tiim suslar,
dayanim genleri bulunmayan fasulye genotiplerinde benzer semptomlara neden olur.
Virlis enfeksiyonlarina karsi farkli reaksiyonlarm gelisimi, virlis susuna, fasulye
cesidine ve sicakliga bagli oldugunu bildirmistir (Mavric ve Vozlic, 2004).

Tohumla tasinimi yiiksek olan fasulye mozaik viriisii ve fasulye mozaik nekroz viriisleri
hasat sirasindada verim ve kaliteyi 6nemli diizeyde diisiirdiigli bildirilmistir (Mavric ve
Vozlic, 2004).Fasulye mozaik viriisiiniin Amerika’ da onemli iirlin kayiplarina yol
actigini1 ve bu hastalik sebebiyle pek ¢ok tohum partisinin ekimine izin verilmedigini
bildirmislerdir (Halbert, 1994).

Uganda’da yapilan bir ¢alismada BCMNV izolatlarmin ekonomik Onemi, sadece
Uganda'da degil, ayn1 zamanda tiim dogu, orta ve giiney Afrika'da biliyiikk 6nem
tasidigini bildirmislerdir (Sengooba ve ark., 1997).

Iran’in &nemli fasulye iiretimi yapilan eyaleti Guilan’dan toplam 248 enfekteli yaprak
ornekleri toplanmistir. Toplanan Orneklerde sekiz viriis, DAS-ELISA yOntemi
kullanilarak tespit edilmistir. Sonucunda Fasulye mozaik viriisiit (BCMV) % 1, Fasulye
yaprak rulo viriisii (BLRV) % 9, Boriilce hafif motilite virlisii (CpMMV) % 6, Giiney
fasulyesi mozaik viriisii (SBMV) % 3, Hiyar mozaik viriisii (CMV) % 15, Fasulye altin
mozaik viriisii (BGMV) % 2, Fasulye mozaik nekroz viriisii (BCMNV) % 1 ve Fasulye
sar1 mozaik viriis — (BYMV) % 1 tespit edilmistir (Ghorbani ve ark., 2010).

Ege Bolgesi’nde tohum iireten ve pazarlayan kuruluslardan alinan fasulye orneklerini
DAS-ELISA ile test etmisler ve tohumlarin % 23.52’sinin BCMYV ile bulasik oldugunu
belirlemislerdir (Giimiis ve ark., 2001).

Tokat ve yoresinden toplanan 88 adet fasulye tohumu materyallerinde fasulye mozaik
viriisiiniin  bulunma durumunun incelendigi ¢alismada bu viriisiin tespit edildigi
materyal sayis1 54°diir. Bu degerse alinan orneklerin % 61.4inii kapsamaktadir
(Ydmaz ve ark., 2002)

Samsun ilinde yapilan ¢alismada derlenen 83 yaprak 6rneginin 25’1 (% 30,1) fasulye
mozaik viriisii ile, 3’1 (% 3,6) fasulye mozaik nekroz viriisii ile, 7” si (% 8,4) ise karisik

olarak (BCMV+BCMNYV) enfekteli olarak tanilanmistir (Deligoz, 2007).



Fethiye’nin koylerindeki yapilan ¢alismada viriis belirtileri tasiyan bitkilerden alinan
toplam 112 yaprak orneginde hastalik etmenleri tanilanmistir. Orneklerin hastalik
testlenmesinde Fasulye adi mozaik viriisii (Bean common mosaic virus; BCMV), Yonca
mozaik virlisii (4lfalfa mosaic virus; AMV) ve Hiyar mozaik viriisii (Cucumber mosaic
virus; CMV)’ne 6zel antiserumlar kullanilmigtir. DAS-ELISA testi sonucunda 112
ornekten %25’inde (28 Ornek) viriis enfeksiyonu tespit edilmistir. Testlenen yaprak
orneklerinde tek basma ve karisik enfeksiyonlar seklinde saptanan bu viriislerin
enfeksiyon oranlar1 ise 20 ornekte (%17.85) fasulye mozaik viriisii, 4 6rnekte (%3.57)
yonca mozaik viriisli ve 2 ornekte (%1.78) ise hiyar mozaik viriisii tanilanmistir. Karigik
enfeksiyonlarda ise 1 Ornekte (%0.89) AMV+CMV ve 1 oOrnekte (%0.89) ise
BCMV+CMYV olarak tespit edilmistir (Kili¢ ve ark., 2013)



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

BCMV ve BCMNV’ye dayanim diizeylerinin ve genotipler arasindaki molekiiler
karekterizasyonun DNA markorleri ile belirlenmesi i¢in kullanilan bitkisel materyaller
sirasiyla Miklas ve ark. tarafindan gelistirilen SCAR (Dizi Karakterize Amplifiye
Edilmis Bolge) ve SSR  molekiiler yontemleri ile tanimlamaya tabi tutulmustur.
Denemede bitki yetistiriciligi Antalya’da 6zel bir serada calisilmistir. Bu baglamda
elimizde var olan 113 adet taze fasulye genotipi arazi gozlemleri ile 75 adete
indirgenmis ve molekiiler calismalar bu materyallerle yapilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1.Tohum EKkimi

Tohum ekimi i¢in Antalya’da ki serada toprak islenmis, damla sulama hatlar1 ¢ekilerek
sera tohum ekimine hazir hale getirilmistir. 15.10.2016 tarihinde tohum ekimi

gergeklestirilmistir.

Jy;’
&

Sekil 3.2.1. : Tohum ekimi yapilacak olan seranin hazirlamsi ve fide ¢ikisi



3.2.2. Yaprak Orneklerinin Alinmasi

15.10.2016 tarihinde ekimi tamamlanan 113 adet taze fasulye genotipinin arazi
gozlemleri neticesinde seleksiyon yapilarak bu sayr 75 adet genotipe indirgenmistir.
Ekim sonrasini takip eden siire igerisinde yeterli biiylikliige erismis bitkilerden
yapilacak olan molekiiler caligmalar i¢in steril bir bistiiri vasitasi ile bitkinin geng ve
sagliklt yapraklarindan (yaklasik 0,25g ) DNA izolasyonlar1 i¢in yaprak Ornekleri
almarak -80 C’deki derin dondurucuda DNA izolasyonu yapilincaya kadar muhafaza
edilmistir.
3.2.3. Molekiiler Genetik Calismalar
Molekiiler calismalar; Necmettin Erbakan Universitesi Fen Fakiiltesi Molekiiler Genetik
Laboratuvarinda yiirtitilmiistiir.
3.2.3.1 DNA izolasyonu
DNA izolasyonlar1 EURX (Gene Metrix Plant- Fungi DNA) kitinin prosediiriine gore
gergeklestirilmistir (Anonim, 2017).
Izolasyon i¢in kullanilan kitde izlenilen asamalar1 asagida sirastyla verilmistir.

1. Baslangigta kitlerdeki filtrelerin tizerine 40 pL. Buffer P eklenmistir.

2. 2ml’lik eppendorf tiiplerinin icerisine 4 mm c¢apinda celik bilyeler
konulup 200 mg doku 6rnegi tizerine 1000 pL Lyse P tampon ¢ozeltisi
(%2 CTAB, 100 mM Tris-HCI (pH 8.0), 20 mM EDTA (pH 8.0), 1.4 M
NaCl, %1 PVP-40 ) eklenmistir.

3. Ornekler Tissuelyser II’nin raklarina yerlestirilmis ve par¢alamanm daha
homojen olmasi i¢in toplamda 20 dakika olan 10’ar dakikalik iki periyot
olmak tizere parcalayicinin raklar1 ters gevrilerek yapilmistir.

4. Mini Spin( 1 dk’dan daha az) yapilmustir.

5. Karigima iizerine 10 pL proteinaz K ve 3 uL. RNA-az eklenerek, vortex
cthazi yardimai ile karigimin homojenizasyonu saglanmistir.

6. Hiicre duvarlarinin yikilmasi amaci ile 65°C” de 45 dk siireyle inkiibe
edilmistir.

7. Inkiibasyon sonrasinda karistma 130 pL AC Buffer eklenerek,
santifiriijde 12000 rpm 10 dakika santrifiijlenmistir.

8. Ust fazdan 400 pL ¢ekerek temiz 1,5 ml’lik eppendorf deney tiiplerine
aktarilmistir.

9. Aktarilan faza 350 pL Buffer (Sol P) ve 250 puL Ethanol (%96’lik )
eklenerek 12000 rpm’de 2 dakika santrifiijlenmistir.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

Ust fazdan 500-600 pL ¢ekilerek kolonlara ( filtrelere) aktarilimis ve 1
dakika filtreleri tutarak mini spin yapilmstir.

Mini spin yapilan filtreler, iizerlerine yikamak i¢cim 500 uL. Wash Px
eklenerek 1 dakika Mini spin yapilmistir.

Filtrelerin altina gegen siviyr dokerek, filtreler tekrar Wash Px ile
yikanmis ve 1 dakika mini spin yapilmustir.

Filtreleri yeni 1,5 pL eppendorf tiiplere aktarilarak iizerlerine 150 pL
Elution buffer eklenmistir.

Oda sicakliginda 10 dakika bekletildikten sonra 1 dakika mini spin
yapilmistir.

Ekstrakte edilmis olan DNA Orneklerinin konsantrasyonu ve safligi,
Nanodrop spektrofotometre cihazi ile Olclilmiistiir. Elde edilen DNA
ornekleri, ileriki analizlerde kullanilmak iizere -20°C’de muhafaza

edilmistir.
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Sekil 3.2.3.1: DNA izolasyonlarimin yapim
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3.2.3.2 SSR Analizleri

Taze Fasulye cesitlerinde cesitliligin belirlenmesinde Kullanilan SSR Primerleri

Bu calismada 58 adet SSR markoriinii (Miiller ve ark., 2015) ve her genotipte
bes bitkiden alinarak bulk edilen DNA oOrnekleri kullanilmistir. Taze fasulye DNA

orneklerinden SSR isaretleyicilerinin cogaltilmasi icin gerceklestirilecek olan PCR

reaksiyonlari, BioRad PCR cihazinda gerceklestirilmistir.

Cizelge 3.2.3.2.1 Calismada kullamlan SSR markorleri

Lokus ileri Primer Geri Primer

PV25 GAGCTTCTCCGTCCTGTGT CGAACTGAATCAGAAAGGAA
BMI114 AGCCTGGTGAAAGCTCATAG CAGCTTGTTGCCTACTCTCT

PV35 TCTACGCGTTCCCTCTGTCT AGTGGATGTGGGGAAAAGC

BM202 AGCGAAAGAGGAACATCG CTTTACCCACACGCCTTC

PV272 CAGAACAGAAGAAGAAACAGAAAATG GCGTGTTCCTCTGTGTGTGT

BM154 TCTTGCGACCGAGCTTCTCC CTGAATCTGAGGAACGATGACCAG
PV13 TGAGAAAGTTGATGGGATTG ACGCTGTTGAAGGCTCTAC

BM183 CTCAAATCTATTCACTGGTCAGC TCTTACAGCCTTGCAGACATC
PV163 TGAGAGTGGAGAAGGAGAGAGA TGACAACACTGCAAACACCA
BM143 GGGAAATGAACAGAGGAAA ATGTTGGGAACTTTTAGTGTG
PV169 TGGAAAGTCGGAGGAGAAGA AAAAGGGTCCCAACCAAAAC

PV5* ATTAGACGCTGATGACAGAG AGCAGAATCCTTTGAGTGTG
BM155* GTTCATGTTTGTTTGACAGTTCA CAGAAGTTAGTGTTGGTTTGATACA
BM187 TTTCTCCAACTCACTCCTTTCC TGTGTTTGTGTTCCGAATTATGA
PV11* AAACTCAAAGTCGTTGTTCC CCACTGACTCTAGCTCCTCC
PV251* TGAAGTTGCAGCTAGGTTGG GGTTGTGCTTGTGTTGTTGG
BM164* CCACCACAAGGAGAAGCAAC ACCATTCAGGCCGATACTCC
BM138 TGTCCCTAAGAACGAATATGGAATC GAATCAAGCAACCTTGGATCATAAC
BM189 CTCCCACTCTCACCCTCACT GCGCCAAGTGAAACTAAGTAGA
BM210* ACCACTGCAATCCTCATCTTTG CCCTCATCCTCCATTCTTATCG
PV113 TGCATTCTTCCTCCCATCTT TTGATTTGATTTGATCAGTGGTG
PV87 CTCATTGCGTCTACCAGTGC CCTAGGTTCCGCAGCATGT
BM181* ATGCTGCGAGTTAATGATCG TGAGGAGCAAACAGATGAGG
BM201* TGGTGCTACAGACTTGATGG TGTCACCTCTCTCCTCCAAT
PvComp4 TCTTCACCACTTTGAAAACACG TCAGATAAATGTTGGTATTGGCA
PvPenta4 AGCAACTTTCGGTCTGGTAAGT TGAATCATTGCTCCTAACCCTT
PvPenta5 AACTGTTCCTTGTGGGTTCAAT GCCCAAGGAGTAATTAACAATAAAA
PvComp9 TGAATGCAACATCTAATACTAACTCAC TGTTCTAGGTCTAAAGGCCACA
PvPenta8 AAGAGCATGTTTACTTCACTCATTTT TGGGGATGGTGTTTGTTTT
PvTetrad47* TGGAATGGAGAAGAGACATCCT CAAACCATGTTTCCAGCATCTA
PvPental4* GAAACTATTCACGGAACAAGCC AGGAGTGGTGGAGGCAGTATAA
PvTetra65* TCTGAATCAAACATGTCCTCAGA GGCCAAACTTGTTTAAGGTGAG
PvComp2 CTCCGAATCAGAAACCCTATTG GTGGATGAAGAGAAAGGCAAAG
PvTetra25 CACTTTCCTTATGCCTTCACAG TAATTTGACCAATGCCAAACAC
PvTri6* CGAATGGGAGAAGAAGGTTATG GACATTCTTGTGTCGTTTCCAA
PvHexa20* GTGTCTTCTATAGGTGTCCCCG GAGTATTTCAAAGCTTGGCCTT
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PvTri5
PvPental(
PvTetra50
PvComp21*
PvHexa39
PvPental9
PvHexalO
PvTri8
PvTetra32
PvComp10
PvTetra49
PvHexa36
PvPental6
PvComp27*
PvHexal2
PvHexal5
PvHexal9
PvComp8
PvPental3*
PvTetra57
PvTetra73
PvTetra76

AGAAAATCATGCAGGTTGAGGT
GTTCTTCTATTTTCCATCTATC
TAACATGGTTAGGCCTTTTGAA
ACGAGTTATTGTTCCAGATGGG
TTAATGCCTCCACTTGTTGTTG
TTAGGTCTTCAAAGAGATTTGG
AACTTGTTTATCGCATCCAGAA
CAATGTGGAACAAACTGAGGTG
ATTCCTGCCACTAACGAAGTGT
AAATTCTATGATCAACCCGTGG
TGGGTAGAGCTTGGTCTTCATT
TCACTTTGGCACCTCCTTATTT
ACATTTGGTTTTGGTTTTGGTC
CAAGATGAACATCACCATTCCT
TGCTAAATAGCCAAAGCAACAA
CCAAACGAACCGACTATTTCTC
TGCTTCTCTGTCGTACTTGGAA
TCACTATGTGAAATTGAACCCA

ACTGAAGAAAGTACTAGAAACCTTACA

ATCAACTATGGCGGATTGACTT
TGGTATCGAAGCATTAGGTTCA
TACTCAAGCTTCTTCTGCAC

TCCAGCTAAATAGATGATACGTAATTG
AATATACATAAGAGTCACTTCCT
TCGTACGGATCCAAGTATTAATTT
TTATCCTTCTTATGCGGAGACC
CATGAGGCCCAAGTCAAAA
TGTGGTAGTAGATGTTAAAGTCATTT
ATGCAATCAAGGAATGCTCATA
AAGCAAAGTGTCTGAATTGCTG
CTAAAGGCCTAGCAGATTGCAT
TGATCCCTTGTAGAGGAATCTCA
AGTTTGTGAGTGATGTGATGGG
AGGATTGTTTGCCTAAACCAGA
TCTAAAATGGTCTCGAATTTATTCAC
AAAAGAACATTTGTCACGTCCA
CATCACCACAGCACCAAGTATT
TTTGCACCTCCCTTTATGTTCT
AATTACAAGCCTGAAGCTGCTC
TTCCTACCTAACTTACTTGTACCACTT
CCCCTTTTAATCAGAGAATTTTA
GAAAACAAATCCTTTTGACCCA
GTACTGGGTAACGGGTGTGAAT
TGAAATATATGTTGCGGAAT

3.2.3.3. PCR Reaksiyon Kosullar

Kayak (2017)’nin kullandig1 PCR protokoliinii fasulyeye modifiye ederek, PCR
karisimlar1 icin 1x AmplitagGold® PCR Tamponu, 2.5 mM MgCl,, 200uM her bir

dNTP (Promega), 300 nM her bir primer, 0.5 iinite AmplitaqgGold® polimeraz enzimi

(Applied Biosystems Foster City CA), 1.0uL Taze fasulye yaprak DNA’s1 ve niikleaz

icermeyen H,O. iceren bir protokol hazirlanmistir (Kayak, 2017).

Cizelge 3.2.3.3.1 :SSR analizleri i¢cin PCR reaksiyon kosullari

Reaksiyon karisimi: 1 6rnek (tiip) icin kullanilan miktarlar

I1x AmplitaqGold® PCR Tamponu 2uL
MgCl12 1,5uL
dNTP (Promega) 0.5uL
Primer(F) ve Primer (R) IuL

0.5 tinite AmplitaqgGold® polimeraz enzimi 0,25uL
DNA 1uL
Distile deionize su 12,75uL
Toplam Hacim 20uL
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Cizelge 3.2.3.3.2: PCR dongii program

PCR D6ngli Programi
1.95°C

2.95°C
3.60°C
4.72°C
5.72°C
6.4°C

10 dk 1
dongli

30sn 35

30sn dongli

30sn

10dk

Sekil 3.2.3.3.1 :

PCR karisimlarinin dagitim ve cihazin ¢alistirilmasi
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3.3.4.3. Kapiler Elektroforezin Uygulanmasi

Yillardir biyoteknoloji alaninda kullanilan elektroforez protein, hormonlar, niikleik
asitler (DNA, RNA) ve enzimler i¢in bir ayirma yontemi olarak kullanilmaktadir.
Elektroforezde  analiz siliresinin uzun olmasi, diisiik verimlilik ve otomasyon
problemleri bulunmaktadir (Tokat, 2011). Bu sebeble elektroforetik ayrilmanin
gerceklesebilmesi icin jel tabaka sistemine alternatif bir sistem olarak kapiler
kullanilmaktadir. Kapiler elektroforez, yiiksek aymrim giicii ve verimlilik, analizlerde
orneklerin daha az miktarda kullanilabilmesi, analizin ucuz olmasi1 ve yiiksek kararlilik
gibi 6zelliklere sahiptir (Tokat, 2011).

Fasulye genotiplerine ait DNA Orneklerinden c¢ogaltilmis olan SSR isaretleyicileri,
Qiaxcel Fragment Analyzer (Qiagen Sample&Assay Technologies) kapiler elektroforez

sistemi ile goriintiilenmistir.
3.4. Genetik Cesitlilik Analizlerinde Kullanilan Verilerin Elde Edilmesi

Her bir SSR markérii i¢in, polimorfizm bilgi icerigi (PIC- Polymorphism information

content) degeri Saal ve Wricke (1999) tarafindan tanitilan formiile gore hesaplanmistir:

k
PIC=1-).p’

i=1

pi‘inci allel’in sikhigmi (frequency) ve k ise her lokus i¢in farkli allel’lerin toplam
sayisin1 vermektedir(Saal ve Wricke, 1999).

Biitiin genotiplerin 6zgilin bir lokus i¢in her bir mikrosatellite degerleri; var (present)
icin 1, yok (absent) i¢cin O ve heterozigot bireyler icinde 0.5 gibi degerlerle
skorlanmistir. Bu veriler Nei’nin genetik benzerlik indeksinin (The Nei index of genetic
similarity) hesaplanmasinda kullanilmistir (Nei ve Li, 1979). SSR markoér verileri
kullanilarak fasulye genetik cesitliliginin belirlenmesi, DARwin 6 (Perrier ve
Jacquemoud-Collet, 2006) yazilimi kullanilarak gerceklestirilmistir. Popiilasyon yapisi,
SSR verileri kullanilarak Structure (Pritchard ve ark., 2000) veri isleme programi ile

belirlenmistir.
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3.3. BCMV ve BCMNYV Dayanimh Taze Fasulye Cesitlerinin DNA Markorleri
Kullanilarak Belirlenmesi

BCMV ve BCMNV dayanimi saglayan epistatik I ve be-1%bc-3 genlerine ait
dayaniklilik alellerinin belirlenmesi i¢in sirasiyla SW13 markori (Miklas, 2002), SBDS
markorii (Vandemark ve Miklas, 2002), ROC11 markori (Kelly ve ark., 2003)olmak

iizere li¢c adet markdr kullanilmistir ve bu markorlere ait detayli bilgi asagida verilmistir.

Cizelge 3.3.1: BCMV ve BCMNV dayanimi saglayan epistatik I ve be-17 (be-3) allellerine ait

dayanimlarmnin belirlenmesi i¢in kullanilan markdrler

Gen Markir Tleri Primer (5'>3") Geri Primeri (5'>3") Alel
Ad1 Uzunlugu
I SW13 CACAGCGACTAATTTTCCTTTC CACAGCGACAGGAGGAGTTTA 690

bp

be-1> SBDS GTGCGGAGAGGCCATCCATTGGTG GTGCGGAGAGTTTCAGTGTTGACA 1300 bp

be-3 ROC11 CCAATTCTCTTTCACTTGTAACC GCATGTTCCAGCAAACC 420 bp

Tabloda verilen markérler yukarida verilen PCR kosullarinda gergeklestirilmis olup,
markor bantlar1 Qiaxcel Fragment Analyzer (Qiagen Sample&Assay Technologies)
kapiler elektroforez sistemi ile goriintiilenmistir.

Datalarin degerlendirilmesi manuel olarak elle yapilmistir. Degerlendirmeler her
genotip i¢in kullanilan markorlerin elektroferogram goriiniimlerinde verdikleri allel

uzunluklarmin PIC degerlerine gore yapilmistir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

Bu c¢aligmada 1slah havuzunda var olan ve agronomik 0&zellikleri yoni ile
imitvar bulunan 75 adet fasulye genotipi molekiiler calismaya alinmistir. Genotiplerin
BCMYV (bean common mosaic viriis) ve BCMNV (bean common mosaic necrosis
virus ) dayanim diizeyleri ve genotipler arasindaki genetik c¢esitlilik diizeyleri
belirlenmistir. Elde edilen sonuglar iki baslik halinde incelenmis verilen literatiir

bildirileri dogrultusunda tartigilmstir.

4.1. SSR Yontemi ile Molekiiler Karakterizasyon

Fasulyede gen temelli belirtecler, genotiplerin sahip oldugu gen havuzlarini ayirmada
oldukca etkili ve bu nedenle ¢esitlilik analizleri ve taze fasulyedeki karsilastirmali ve
transkript haritalamasi i¢in yararli olacag bildirilmistir (Blair ve ark., 2006).

SSR markorleri polimorfizm oranlarmin yiiksek olmasi, genom igerisinde tekrar eden
bolgeler halinde bulunmasi1 ve bu bolgelerin genotiplere 6zgili sayida olmasi sebebiyle
bitki tiirleri arasindaki genetik cesitlilik ve akrabalik iliskilerinin incelenmesinde
basarili bir sekilde kullanilmakta oldugunu bildirmislerdir (Sanchez-Pérez ve ark.,
2005).

Calismada 75 adet taze fasulye genotiplerinden PIC degeri >0.2 olan toplam 123 adet
SSR alleli elde edilmistir. Sarikamis ve ark. (2009), Van“in Ercis ve Gevas ilgelerinden
topladiklar1 28 taze fasulye genotipleri arasindaki genetik iliskilerini incelemek
amaciyla yapmis olduklar1 calismada 12 SSR primeri arasindan 10 tanesinden 45
polimorfik bant elde etmislerdir (Sarikamis ve ark., 2009). Polimorfik SSR makirlar
icin hesaplanan en yiiksek PIC degeri pv25 ve pv13 markorleri ve degeri: 0.5 iken en
disik deger bml81 ve bm 201 degeri: 0.254 olarak hesaplanmigtir. SSR markir
sonuclari allelleri yok/var seklinde skorlanmis olup veri dosyast DARwin programinda
analiz edilmistir. Elde edilen verilere gore fasulye genotipleri arasindaki molekiiler
genetik  iliskileri  gosteren = UnweightedNeigbor-joining  (NJ)  dendogrami

olusturulmustur. Olusturulan dendogram asagida gosterilmistir.
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Sekil 4.1.1. Cesitlilik analizi sonucu cizilen Unweighted NJ (Neigbor-joining) dendrogramu.

SSR allel verileri ile gerceklestirilen cesitlilik analizi sonucunda fasulye genotipleri
arasindaki molekiiler genetik iliskileri gosteren UnweightedNeigbor-joining (NJ)
dendrograminda, fasulye genotipleri 3 temel ana dala ayrilarak 5 biiylik grupta
toplandigini1 gorilmektedir (Sekil 4.2.1). Genotiplerin biiylik bolimii B grubunda
toplanmig olup A grubunda 20 genotip , B Grubu 25, C grubu 16 , D grubu 8 , E
grubunda ise 5 genotipten olugsmaktadir. Yapilan mantel testlemesi sonucunda ‘r’ degeri
0.9773 bulunmustur. Buda bize analiz edilen genotipler arasinda yiiksek diizeyde
benzerlik oldugunu gdstermistir.

Yapilan bir baska calismada bir c¢alismada 44 fasulye genotipi arasindaki genetik
cesitliligi belirlemek i¢in 129 SSR primeri kullanilmistir. Sonug olarak Giiney Amerika

genotipleri arasindaki karsilagtirmalarda, polimorfizm (% 53.0) ¢ikarken,
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Orta Amerika genotipleri arasinda (% 33.4) oraninda polimorfizm oldugu
gozlemlenmistir (Blair ve ark., 2006).

SSR markir verileri DARWIN 6 programu kullanilarak genetik ¢esitlilik analizine
dayanan temel bilesen analizi (PCA) grafigi Sekil 4.1.2°de verilmistir.

Factorial analysis: Axes 1/2

2 K

Sekil 4.1.2. SSR alel verileri kullanilarak olusturulan Temel Bilesen Analizi (PCA) grafigi.

SSR markir analizleri sonucu alinan verilerle hatlar arasindaki genetik ¢esitliligi ve
genotiplerin aralarimdaki molekiiler genetik yakinlik durumlarmi ortaya ¢ikarmak igin

temel bilesenler analizi (PCA) yapilmistir.

Yapilan bu analizde genotiplerin her bir koordinat diizleminde ayni grupta veyahut

birbirine yakin yerlerde bulunmalar1 hatlar aralarindaki genetik farkliligin az oldugunu
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gostermektedir. Toplamda alti grubun olustugu analizde C grubunda olusan
kiimelenmede 98 ve 21 nolu genotiplerin kendi aralarinda bir grup olusturarak
digerlerinden uzak bir yerde konumlanmasi iki genotip arasindaki genetik farkliligin az,
bu ikili grubun digerleri ile arasindaki genetik farkliligin fazla oldugunu gostermektedir.
Yine A ve B grubu arasinda bulunan 25 nolu genotipin her iki gruptanda uzak bir yerde
konumlanmas1 bu genotipin genetik farkhiliginin fazla oldugunu goéstermektedir. D
grubu i¢inde olusan biiyiik kiimelenmede ise 19, 8, 3 ve 59 nolu genotiplerin bu gruptan
ayrilarak genetik farkliligin hem kendi aralarinda hemde biiyiik gruptan fazla oldugunu
gostermektedir. Burada A grubunda olusan kiimelenmede 38 nolu genotip farkli bir
sekilde konumlanmasi bu genotipin olusan kiimelenmedeki genotiplerle arasinda
genetik farkliigin  fazla oldugunu gostermektedir. Ulukapt (2009),’nin  yaptigi
calismada SSR ve SCAR primer ¢iftlerini kullandig1 molekiiler karekterizasyon sonucu
elde edilen PCO grafiginde Cornell (36) ve Widusa (37) cesitleri diger hat ve
cesitlerden tamamen ayrilarak bu iki genotipin kendi aralarinda benzerlik indeksi
verileri sirasiyla; 0.76 ve 0.77 oldugunu bu iki geneotipin digerleri ile arasindaki

genetik farkliligin fazla oldugunu bildirmistir (Ulukap1, 2009).

4.2. Molekiiler Belirteclerle BCMV ve BCMNV Hastalhklarina Dayanimin

Belirlenmesi

Calismada fasulye genotiplerin BCMV (bean common mosaic viriis) ve BCMNV
(bean common mosaic necrosis virus ) dayanim diizeylerinin belirlenmesinde Miklas ve
ark. tarafindan gelistirilen SCAR (Dizi Karakterize Amplifiye Edilmis Bdlge)
markorleri kullanilmistir. Taze fasulye genotiplerinin her birinde epistatik I ve be-17,
bc-3 allellerinin var olup olmadigi bu allellere 6zel SCAR markorleri (sirasiyla SW-13
ve SBD-5,ROCI11) kullanilarak PCR kosullarinda arastirilmaistir.

Sonuglar kapiler elektroforez sistemi ile goriintiilenerek kullanilan markorleri
elektroforegram goriintimlerindeki pik yaptiklar1 allel uzunlugu degerlerine gore

genotiplerin dayanim/duyarlilik durumlari tespit edilmistir.

Dayanim gosteren genotiplerin elektroforegram goriintiilerinde allel uzunluklarmimn pik

noktalarmi goriirken duyarli genotipler bu noktalar1 gérmiiyoruz. Asagida sirasiyla
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ROCIT (sekil 4.2.1. ve sekil 4.2.2) ve SBDS5 (sekil 4.2.3. ve sekil 4.2.4.) markorlerine

ait dayanim ve duyarlilik gésteren genotiplerin elekroforegram goriintimleri verilmistir.

420 bp

600 bp

Sekil 4.2.1. ROC11 markdriine ait dayanim gosteren genotipin elektroforegram goriiniimii

nnnnn

15 bp

EET 600 bp

Sekil 4.2.4. Duyarlilik gésteren genotipin elektroforegram goriiniimii
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BCMYV (bean common mosaic viriis) ve BCMNV (bean common mosaic necrosis
virus)’ye dayanim diizeylerinin belirlenmesinde genotiplerin epistatik I ve be-1% (be-3)
allelerini tasiylp tasimadigmni gosteren testlemeye ait sonucglar Cizelge 4.2.5. de

gosterilmistir.

Cizelge 4.2.5. : Fasulye genotiplerinde ( R: Dayamkh S:Duyarh ) epistatik I geni / be-1% be-3

allelerinin var olup olmadig: gosteren sonuclar

Genotip BCMV Genotip BCMV Genotip BCMV Genotip BCMV Genotip BCMV
NO BCMNV NO BCMNV NO BCMNV NO BCMNV NO BCMNV
1 S 16 S 34 S 51 R 85 R
2 S 17 R 35 S 52 S 86 S
3 S 18 R 36 S 53 S 87 S
4 S 20 R 38 R 58 S 88 S
5 S 21 R 39 R 60 S 89 S
6 S 22 S 40 S 65 S 91 R
7 S 23 R 41 S 66 S 92 S
8 S 24 S 42 R 67 S 95 S
9 S 25 S 43 R 68 S 97 S
10 S 26 R 44 R 69 S 99 S
11 S 27 R 45 R 70 S 100 S
12 S 30 R 46 S 75 S 104 S
13 R 31 S 48 S 81 S 108 S
14 S 32 R 49 S 82 R 110 S
15 R 33 S 50 S 84 S 111 S

Yapilan bu caliyma sonucunda kullanilan genotiplerin 21°1 her iki patojene karsi
dayanim gosterdigi tespit edilmistir.

Tirkiye’de 2007 yilima kadar fasulyede enfeksiyona sebeb olan bu iki patojene ait
irklarin tespit edilmesine dair ¢calisma yapilmadigini belirten Deligoz (2007), dolasiyla

bugiine kadar bu iki viriise dayanikli ¢esidimizinde bulunmadigini belirtmistir.
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Samsun ilinin yetistiricilik yapilan fasulye alanlarinda enfeksiyona sebeb olan bu iki
patojene ait wrklarin tespiti amaciyla yapilan bir arastirma sonucunda; Ziilbiye, Ozeren
Seker ¢esitleri ve 4F-3260 1slah hatlarinin dominant / genine sahip oldugunu belirlemis
ve bu gen BCMV’nin NL-1, US-7, US-5, US-2 ve NL-4 1klarina karsi tiim
sicakliklarda, NL-6, NL-2 ve RU-1 wklarma karsi ise 30 °C’nin dayamklihig:
saglamaktadir. Dominant / genini tasiyan cesitler BCMNV’ nin tiim iwrklarma (NL-3,
NL-5, NL-8) kars: hassastir. Calismada kullanilan Akdag cesidinin resesif bc-2’
genine sahip oldugunu tespit ederek bu c¢esidin BCMNV’nin biitiin rklarina ve
BCMV’nin ise NL-4 ki1 haricinde diger bilinen tiim wrklarmna dayaniklilik sagladigini
belirterek Akdag cesidinin su an i¢in bu iki virlisiin sorun oldugu boélgelerde
yetistirilmesini tavsiye edebilecegini bildirmistir (Deligdéz, 2007).Yaptigimiz bu
calismada dayanim gosteren genotipler onerilen Akdag ¢esidi gibi ileride bu dogrultuda
yapilacak olan 1slah caligmalarinda genetik materyal olarak kullanilabilecegi
diistiniilmektedir.

P. Vulgaris’in gelistirilen i¢ ( TARS-VR-1s, TARS-VR-7s ve TARS-VR-8s ) F8
hatlarinin  dominant / ve resesif bc3 genlerini tasidigini ve bu hatlarm BCMV ve
BCMNV’ye dayanikli olduklarmni bildirmislerdir (Miklas ve ark., 1997).

Larsen ve ark. (2005), BCMNV’nin NL-K3(Kimberly irk1) ve NL-3D(Drijthout 1rk1)
wkalrin1 I+ bc-3 + i- be3 genlerine sahip cesitli fasulye bitkilerine inokiile ederek
bitkileri lizerindeki etkilerini gozlemlemislerdir.Calisma sonucunda NL-3D irkinin

I + bc-3 geni tastyan cesitlerde higbir belirti gostermedigini, NL-3K irkiin ise USWK-
6, USCR-7, USCR-9 cesitlerinde belirti olusturmadigimi yine ayni genotipe sahip
USLK-1, USLK-2, USLK-3, USDK- 4 cesitlerinde nekrotik lezyon, sistemik damar

nekrozu ve kloroz belirtilerinin bulundugunu bildirmislerdir (Larsen ve ark., 2005).
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1. Sonuclar

Molekiiler ¢alismalar 75 genotip lizerinden gergeklestirilmistir. Her genotipteki 5
bitkiden alinan bitki 6rnekleri bulk edilerek 75 adet DNA izalasyonu yapilmistir.

SSR ¢alismalarinda toplam 58 adet primer kullanilmis ve PIC degeri >0.2 olan toplam
123 adet SSR alleli elde edilmistir.

Polimorfik SSR makirlart i¢in hesaplanan en yiliksek PIC degeri pv25 ve pvl3
markorlerinde ve degerleri: 0.5’tir.

Polimorfik SSR makirlar1 i¢in hesaplanan en diisiik PIC degeri ise bm181 ve bm 201
markorlerinde ve degerleri: 0.254 olarak hesaplanmustir.

Elde edilen markor allelleri yok/var seklinde skorlanarak DARwin programinda analiz
edilmistir.

Yapilan c¢esitlilik analizi sonucunda molekiiler genetik iligkileri gosteren NJ
dendrograminda, fasulye genotiplerinin 3 temel ana dala ayrilarak 5 biiyiikk grupta
toplandig1 goriilmektedir.

Bu calismada Oncelikle molekiiler belirtecler ile yapilan dayanim testlemesinin
yapilmasi hem is giicli hem zaman yoniinden bize biiyiik avantaj saglamistir.

BCMYV (bean common mosaic viriis) ve BCMNV  (bean common mosaic necrosis
virus ) dayamm diizeyleri belirlenmesinde genotiplerde epistatik I ve be-17 (be-3)
allellerinin var olup olmadigmi gosteren testlemenin sonucunda 21 genotipin her iki
patojenede direnci tespit edilmistir.

Dayanim gosteren bu 21 genotipin ¢esitlilik analizinin sonuglarmmi gosteren
dendrogramda ayni grupta bir araya toplandig1 goriilmektedir.

Bu nedenle, bu calismanin sonuglari, test edilen iki viral hastaliga kars1 allellik olusumu
ve dayanim/duyarlilik arasinda bir korelasyon oldugunu gostermistir.

Ulkemizde fasulyede bu iki patojene kars1 dayanim konusunda yapilan ¢alismalar sinirli
sayida olup oOncelik olarak fasulye yetistiriciligi yapilan  alanlarin taranmasi
gerekmektedir.

Boylece yapilan bu ¢alismalar sonucu dayanim gdsteren gen kaynaklar1 belirlenebilir.
Bizim yaptigimiz bu calismada da elde ettigimiz dayanikli genotipler bu dogrultuda

1slah materyali olabilir.
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5.2 Oneriler

Sonug olarak taze fasulye genotiplerinin BCMV (bean common mosaic viriis)
ve BCMNV (bean common mosaic necrosis virus ) dayanim diizeyleri ve genotipler
arasindaki genetik c¢esitlilik diizeylerinin belirlenmis olup tmitvar diizeyde olan
genotiplerden elde edilen veriler ilerde devam edecek olan taze fasulye ¢alismalarinda
bu iki viriisiin wklarma dayanimi saglayan 1 ve bc-3 genlerinin tiiketici isteklerine
uygun taze fasulye genotiplerine aktariminda ve genetik cesitlilik konusunda yapilacak

calismalara 6nemli bir kaynak olup, yol gosterecektir.
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