E. U. FEN BILIMLERI ENSTITUSU

EGE UNIVERSITESI

DOKTORA TEZI

FASULYE (Phaseolus vulgaris L.)’DE
EKONOMIK ONEME SAHIP BAZI
AGRONOMIK KARAKTERLERI KONTROL
EDEN DNA MARKIRLARININ ILiSKI
HARITALAMASI iLE SAPTANMASI

Seda NEMLI

Tez Damismam : Prof. Dr. M. Bahattin TANYOLAGC

Biyotekonoloji Anabilim Dal

Bilim Dah Kodu : 614.02.07
Sunus Tarihi : 04.06.2013

Bornova-iZMiR
2013







EGE UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU

(DOKTORA TEZi)

FASULYE (Phaseolus vulgaris L.)’DE EKONOMIK
ONEME SAHIiP BAZI AGRONOMIiK KARAKTERLERI
KONTROL EDEN DNA MARKIRLARININ ILISKi
HARITALAMASI iLE SAPTANMASI

Seda NEMLI

Tez Damismam : Prof. Dr. M. Bahattin TANYOLAC

Biyoteknoloji Anabilim Dah

Bilim Dah Kodu : 614.02.07
Sunus Tarihi : 04.06.2013

Bornova-iZMiR
2013






Seda NEMLI tarafindan Doktora tezi olarak sunulan “F asulye (Phaseolus vulgaris
L.)’ de Ekonomik Oneme Sahip Baz1 Agronomik Karakterleri Kontrol Eden DNA
Markirlarinin  Iliski Haritalamasi fle Saptanmas1” baglikli bu calisma E.U.
Lisaniistii Egitim ve Ogretim Yonetmeligi ile E.U. Fen Bilimleri Enstitiisii Egitim
ve  Ogretim Yénergesi'nin  ilgili  hiikiimleri uyarinca  tarafimizdan
degerlendirilerek savunmaya deger bulunmus ve 04.06.2013 tarihinde yapilan tez
savunma sinavinda aday oybirligi/oygoklugu ile basarili bulunmustur.

Jiiri Uyeleri:

Jiiri Baskani : Prof. Dr. M. Bahattin TANYOLAC

Raportor Uye : Prof. Dr. Muzaffer TOSUN

Uye : Prof. Dr. Aynur GUREL

Uye : Prof. Dr. Dursun ESIYOK

/
/ /
Uye : Yrd. Dog. Dr. Abdullah KAHRAMAN %W






OZET

FASULYE (Phaseolus vulgaris L.)’DE EKONOMIiK ONEME SAHIP
BAZI AGRONOMIiK KARAKTERLERI KONTROL EDEN DNA
MARKIRLARININ iLISKi HARITALAMASI ILE SAPTANMASI

NEMLI, Seda

Doktora Tezi, Biyoteknoloji Anabilim Dali
Tez Danigsmant: Prof. Dr. M. Bahattin TANYOLAC
Haziran 2013, 109 sayfa

Baglanti dengesizligine (Linkage Disequilibrum, LD) dayanan iligki
haritalari, kantitatif 0zellik lokusu (Quantitative Trait Locus, QTL) haritalarina
alternatif ve 6nemli Ozellikleri kontrol eden genlerin belirlenmesinde etkili bir
metotdur. Bu calismada 66 fasulye genotipi kullanilmis ve 233 Amplified
Fragment Lenght Polymorphism (AFLP), 105 Single Nucleotide Polymorphism
(SNP) ve 80 Simple Sequence Repeat (SSR) markirt analiz edilmistir. Bu
populasyonda LD ve populasyon yapisi belirlenmistir. TUm genomu kapsayacak
sekilde yiiksek LD degeri saptanmistir (r>>0.1, p<0.01). STRUCTURE
programinda populasyon yapisi belirlenmistir ve 66 fasulye genotipi kendi arasinda
7 (K=7) ana gruba ayrilmigtir. TASSEL (Trait Analysis by aSSociation,
Evolutionand Linkage) programinda Genel Lineer Model (General Linear Model,
GLM) metodu kullanilarak markir ve 5 fenotipik 6zellik (liflilik 6zelligi, tohum
taslag1 sayisi, bitki tipi, bitki biiylime sekli ve ¢iceklenme zamani) arasinda iliski
saptanmistir. Bes fenotipik ozellik ile iliskili toplamda 62 markir énemli olarak
belirlenmistir (r>>0.1, p<0.01). Bu ¢alisma ile ilk kez 66 fasulye genotipi arasinda
iligki haritas1 yapilmistir. Fasulyede yapilan bu iligki haritalama c¢aligmasi QTL

haritalama metodlarina alternatif olacaktir.

Anahtar sozcikler: fasulye, iliski haritalama, populasyon yapisi, baglanti
dengesizligi
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ABSTRACT

DETECTION OF DNA MARKERS CONTROLLING SOME
ECONOMICALLY IMPORTANT AGRONOMIC CHARACTERS
BY ASSOCIATION MAPPING IN COMMON BEAN
(Phaseolus vulgaris L.)

NEMLI, Seda

PhD Thesis, Department of Biotechnology
Supervisor: Prof. Dr. M. Bahattin TANYOLAC
June 2013, 109 pages

Association mapping (AM), based on linkage disequillibrum (LD), is an
alternative method for quantative trait locus (QTL) mapping and is a powerful
tool for detection of genes controlling important traits. In this study, 66 common
bean accessions were used and genotyped using 233 Amplified Fragment Lenght
Polymorphism (AFLP), 105 Single Nucleotide Polymorphism (SNP) and 80
Simple Sequence Repeat (SSR) markers. LD of pairwise loci and population
structure were analyzed. High level of LD (r*>>0.1, p<0.01) was found in the
accessions at the whole genome level. Population structure was determined using
STRUCTURE software and mainly seven groups (K=7) were identified among 66
common bean genotypes. The association analysis between markers and five
agronomical traits (pod fiber, seed per pod, plant type, growth habit and days to
flowering) was performed using a General Linear Model (GLM) in TASSEL
(Trait Analysis by aSSociation, Evolution and Linkage). Marker and quantitative
trait associations were identified and 62 markers were found to be associated with
five traits (r>>0.1, p<0.01). The results of this study were determined first time of
the significant potential and of association mapping of quantitative traits in 66
common bean accessions. Also, these results suggest that association mapping in
common bean could be a useful alternative to QTL mapping.

Keywords:common bean, association mapping, population structure,
linkage disequillibrum
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1. GIRIS

Fasulye Leguminosae (Baklagiller) familyasinin Papilionoideae alt
familyasindan, Phaseolea oymagimin Phaseolus cinsine bagl bir tiirdiir.
Baklagiller familyas1 400 cins ve 10.000 dolayinda tiir icerir. Fasulye, bakla,
nohut, soya, mercimek, bezelye gibi ekonomik 6neme sahip tirler bu
familyadandir. Phaseolus cinsi 5 adet 1slah1 gergeklestirilebilmis tiir icermektedir
ve bunlar; P. vulgaris L. (common bean), P. lunatus L. (lima bean), P. coccineus
L. (runner bean), P. acutifolius (tepary bean) ve P. polyanthus (year bean)’dr.
Ekonomik ve bilimsel amag¢li en ¢ok tercih edilen fasulye tiirii ise Phaseolus
vulgaris L.’dir. Fasulye bitkisinin anavatan1 Giiney Amerika’dir. 16’nc1 yiizyilda
Avrupa’ya getirilen fasulyenin tarimi yavas yavas cogalmis ve diinyanin her
tarafinda yetistirilmeye baslanmistir. Ulkemizde fasulye yetistiriciligi ise yaklasik
250 yildan beri yapilmaktadir.

Phaseolus vulgaris L., diploid bir baklagildir (2n=2x=22) ve goreceli olarak
kiicik bir genoma sahiptir [633 Mbp (0.66 pg)/IC] (Vallejos et al., 1992).
Baklagiller familyasi igerisinde ise en kii¢iik genoma sahiptir. Fasulye, insan gida
maddesi olarak kullanilan en 6nemli bitkilerden biridir. Tohumlarindaki protein
iceriginin, kuru agirliklarinin % 22’si olmasi, insan diyetinin énemli bir pargasi
haline gelmesini saglamistir (Alzate-Marin et al., 2003). Ayrica fasulyenin kuru
taneleri yaninda, sebze olarak olgunlasmamis meyve ve taneleri kullanilmaktadir.
Taze meyve ve tanelerinde %90 dolaylarinda su ve ayrica A vitamini (karoten) ve
C vitamini icermektedir.

Cografik alanlarma gore; Mesoamerikan ve Andean olmak (zere iki ana
gruba ayrilan fasulye gesitleri, kiiltiirii yapildiktan sonra bu gruplarin igerisinde
bagimsiz olarak olusmaya baslamistir (Piergiovanni and Lioi, 2010). Kdltar
bitkisi olarak yetistirilen fasulyelerin atalarina gore ¢ok daha az genetik cesitlilige
sahip olduklar1 bulunmustur. Ayni gen havuzundan secgilen ebeveynlerin genetik
farkliliklarinin ¢cok az olmasi sebebi ile fasulye yetistiriciligindeki gelisim de daha
yavastir. Phaseolus vulgaris L. tirlne ait fasulyeler, aynmi tiir ismini tagimakla
beraber, bitki sekli, ¢icek, meyve ve tohum bakimindan farkliliklar
bulunmaktadir. Diinya da en fazla yetistirilen ve halkin en fazla kullandig1 baslica
formlar iki biiyiik grup altinda toplamak miimkiindiir. Phaseolus vulgaris var.
Comminus: Sirik fasulyeleri, Phaseolus vulgaris var. Nanus: Yer (bodur)
fasulyeleri. Her iki grubun taze, kuru ve hem taze hemde kuru olarak tiketilen

cesitleri vardir. Ayrica kiiltiire alinmis olan fasulyelerin yenilebilir boltimleri iki


http://tr.wikipedia.org/wiki/Fasulye
http://tr.wikipedia.org/wiki/Bakla
http://tr.wikipedia.org/wiki/Nohut
http://tr.wikipedia.org/wiki/Soya
http://tr.wikipedia.org/wiki/Mercimek
http://tr.wikipedia.org/wiki/Bezelye

kisma ayrilmaktadir. Bunlar; kuru yenilebilir fasulyeler (rehidrasyon sonrasi
olgun kuru tohum olarak tiiketilen) ve taze fasulyeler (kabugu olgunlasmadan taze
olarak tiiketilen; cit¢it fasulye, yesil, Fransiz ve Haricot fasulye)’dir. Talep goren
kuru fasulye cesitleri Pinto, Great Northern, Pembe, Kii¢iik kirmizi, Siyah,
Donanma, Kii¢iik beyaz, Acik bobrek kirmizisi, Koyu bobrek kirmizisi, Sarigoz,
Anasazi, Kizilcik, Lima, Mung ve Azuki, taze fasulye cesitleri arasinda Yesil
balmumu ve Romano vardir. Her iki sinifta olduk¢a yaygin olarak tiiketilmektedir
(Myers and Baggett, 1999).

Fasulye bitkisinin genetik ¢esitliligini ifade eden bilgiler, bitkiye daha etkili
bir koruma, kullanim ve genetik ilerleme saglar. Morfolojik, agronomik, izozim
ve molekiiler markirlar fasulye ¢esitliliginin belirlenmesinde kullanilmaktadir.
Fasulye bitkisinin evrimini ve genetik ¢esitliligin durumunu incelemek amaciyla
cevre kosullarindan etkilenmedikleri i¢in molekiiler markirlar, morfolojik
markirlarin tamamlayicis1 olarak kullanilmaktadir (Rosales-Serna et al., 2005).
Fasulye gen kaynaklarmin gesitliliginin belirlenmesinde RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism) (Nodari et al., 1993), RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA) (Beebe et al., 2000), AFLP (Kumar et al., 2008),
SSR (Blair et al.,, 2007) ve SNP (Galeano et al., 2009a) markirlari
kullanilmaktadir.

Son yillarda QTL haritalama metoduna alternatif olarak iliski haritalama
analizleri sayesinde melez populasyona gerek kalmadan dogal populasyonlarda
DNA markirlari ile morfolojik ve agronomik karakterler arasinda korelasyonlar
saptanabilmektedir (Gupta et al., 2005). Ayrica bu haritalama metodu ile, klasik
haritalarda yaygin olarak kullanilan baglant1 analizlerine goére daha az zamanda;
daha fazla harita ayrim giicli ve daha fazla sayida markir elde edilmesi ile kalici
QTL’ler belirlenmektedir (Zhu et al., 2008). Iliski haritalar1 yaygin olarak insan
genetiginde kullanilmaktadir. Son zamanlarda bitkilerde de genetik haritalama
calismalarinda kullanilmaya baslanmistir (Thornsberry et al., 2001). Buglne
kadar Arabidopsis (Olsen et al., 2004), musir (Wilson et al., 2004), arpa
(Kraakman et al., 2006), seker pancar1 (Wei et al., 2006), bugday (Breseghello
and Sorrells, 2006), patates (Malosetti et al., 2007), soya fasulyesi (Hyten et al.,
2007) ve marul (Simko et al., 2009) gibi bircok bitkide ve hatta oOkaliptus
(Thumma et al., 2005) ve ¢cam (Gonzalez-Martinez et al., 2006) gibi baz1 agag

tiirlerinde de bu haritalama metodu kullanilmustir.



Bu c¢alisma ile diinya ve Tiirkiye’nin farkli bolgelerinden elde edilmis
fasulye tiiriine ait genotiplerde AFLP, SSR ve SNP markir sistemlerini kullanarak
genetik ¢esitliligin belirlenmesi amaclanmistir. Ayrica iliski haritalama metodu ile
elde edilen DNA markirlar1 ile fenotipik veriler arasinda yiiksek korelasyona

sahip iliskinin saptanmasi sonucu kalict QTL’lerin belirlenmesi hedeflenmistir.



2. ONCEKIi CALISMALAR

2.1 Fenotipik Cesitlilik

Baklagiller igerisinde fasulye, ekolojik kosullar bakimindan en segici tiirdiir.
Bir bolgedeki fasulye yetistiriciligini, verim ve Xkalitesini; ekolojik (yagis,
sicaklik, giin uzunlugu, topografya, toprak tipi vs.), biyolojik (hastalik ve
zararlilar) ve sosyo-ekonomik faktorler etkilemektedir (Woolley et al., 1991).

Fasulyenin diinyada Mezoamerikan ve Andean olmak Uzere iki ana grubu
bulunmaktadir. Mezoamerikan grubu Durango, Jalisco ve Mezoamerika olmak
uzere kendi igerisinde 3 alt gruba ayrilmaktadir. Andean grubu da 3 alt gruba
ayrilir: Nueva Granada, Peruvian ve Chilean. Her gruba ait fasulye cesitlerinin
kendilerine ait morfolojik Ozellikleri, ekolojik istekleri ve karakteristik 6zellikleri
vardir (Beebe et al., 2000). Mezoamerikan gen havuzunda bulunan fasulyeler;
pembe, siyah ve beyaz renkli orta ve kigik tohumlu iken, Andean gen havuzunda
bulunan fasulyeler bobrek seklinde biyuk tohumludur (Beebe et al., 2000). Islah
uygulamalarinda genelde biiyiik tohumlar, kiiciik tohumlara gére daha ¢ok tercih
edilmektedir. Botanik, arkeolojik, biyokimyasal ve molekiiler bulgular; diger
fasulye turlerinin  merkezi olan bu iki grubun birbirinden ayrildiginm
kanitlamaktadir (Becerra et al., 2010).

Fasulyelerde en belirgin farklilasma, morfolojik diizeyde goriilmistiir.
Fasulye gen kaynaklarin1 ayirt etmede en etkin morfolojik 6zellik olarak tohum
boyu kullanilmaktadir (Gepts et al., 1986). Tohum boyutundaki gelismelerde bitki
beslenme durumu ve bitkideki organlarin saglikli gelisimi oldukca etkilidir. Kalin
kabuga sahip tohumlarda, beslenme eksikligine bagli olarak kotiledonlarda
blytme gorulir (Debouck, 1986). Yaprak biiyiikligii ve sekli, ¢icek rengi, bakla
pozisyonu (Singh et al., 1991a) ve iklim istekleri (Debouck et al., 1993) gibi
ozellikler de cesitlilik calismalarinda kullanilan diger ayirt edici morfolojik
Ozelliklerdir. The Centro International de Agricultura Tropical (CIAT) (1984);
fasulye ¢esitlerini dokuz renk sinifi, tohum boyu ve sekline gore siniflandirmistir
(Hidalgo, 1991). Pedigri analizleri ve soy agaci ¢aligmalar1 da fasulye ¢esitlerinin
ayriminda kullanilmaktadir (Voysest et al., 1994). Ancak genotip farkliliklarini
ayirt ve tespit eden bu ¢alismalar, yeteri kadar duyarl degildir.



Fasulyeler bodur tip, sirik tip ve tirmanici tip olmak iizere biiyiime
sekillerine gore genis varyasyon gosterirler (Van Schoonhoven and Pastor-
Corrales, 1987). En yaygin biiyiime sekli bodur tipidir. 60 giin gibi kisa siirede
olgunlasan kisa iklim bitkisidir. Tirmanici tipler 100-120 giin arasi olgunlasan
orta sureli bitkilerdir, ancak bu tip fasulyelerden yuksek verim elde edilebilir. Bu
ozellikler fasulye 1slah programlari i¢in 6nemlidir. Bodur tip fasulyelerden yilda 3
kere verim aliabilir hatta sera kosullarinda bu say1 4’e ylikselmektedir. Buna
karsilik tirmanici tiplerden yilda sadece 2 kez verim alinabilir ve sera kosullarinda

yetistirilmesi zordur.

Fasulyelerin gelismesinde birka¢g 6nemli faktér s6z konusudur. Bunlar
arasinda dallanma sayisi, bogum yapisi, bogum sayis1 ve ddllenme kabiliyeti
sayilabilmektedir. Kiiltiir ¢alismalarinda yapilan seleksiyon ¢aligsmalar1 ile daha
erken {iriin elde edilmesi, daha senkronize olgunlagsma ve dallanmanin azalmasi,
daha az boguma sahip uzayan dallarla daha verimli buyime karakterizasyonu
sekillenebilecektir. Bodur bitkilerin seleksiyonu sonucu daha iri gévde, daha az
bogum ve daha kisa bogum araligina sahip bitkiler sekillenebilecektir (Smartt,
1988).

2.2 Molekduler Cesitlilik ve Populasyon Yapisi

Genetigin 6nemli temelleri kurulurken yapilan ¢alismalarda fasulye tiirleri
de bilgilendirici tiir olarak kullanilmistir. Mendel, bezelye ile yaptig1 ¢alismalari
dogrulamak igin fasulye bitkisini kullanmistir. Johannsen tohum agirligr kalitimi
kesin olan 6zellikler ile yaptig1 kantitatif ¢alismalarda fasulyeyi kullanmistir. Sax,
Mendel markirlarin1 (tohum rengi ve sekli) kullanarak yaptigi QTL (tohum
agirligl) analiz temelini olusturan ¢alismada yine fasulye bitkisini kullanmistir
(Gepts, 2001).

1980’lerden bu yana bitki 1slah1 ve bitki genetigi ¢alismalarinda molekiiler
markirlar  kullanilmaya baglanmistir. Parmak 1izi analizlerinde, baglanti
haritalarinda, markir destekli  seleksiyonlarda, populasyon yapilarinin
belirlenmesinde bircok molekiler markir ¢esidi  kullanilmistir.  Molekiiler
markirlarin temel olarak iki ¢esidi bulunmaktadir; morfolojik markirlar ve DNA
markirlar1 (Young, 1994). Hem morfolojik (Singh et al., 1991a) hem de DNA
markirlar1 (Beebe et al., 2000; Metais et al., 2000) fasulye tirlerinde genetik

cesitliligin aragtirilmasinda bagarili bir sekilde kullanilmaktadir.



Tek lokus ile idare edilen morfolojik 6zellikler, farkli ¢evre kosullarinda
ifade edilebildigi siirece molekiiler markir olarak kullanilabilirler. Morfolojik
markirlar kolay izlenebilirler, ancak ¢evre kosullarindan etkilenmektedirler.
Izlenebilen morfolojik markir sayis1 oldukga sinithdir. Cicek rengi gibi bitki
gelisiminde zaman alan bazi Ozelliklerin skorlanmasi ise imkansizdir. Ayrica
pleotropik genlerden dolayi, 1slah ¢alismalarinda bir morfolojik markir diger bir
morfolojik markira ya da ilgili 6zellige etki edebilir. Bu ylizden morfolojik

markirlarin kullanimi sinirli kalmigtir (Poehlman and Sleper, 1995).

Fasulyede izozim ¢alismalar1 da c¢esitlilik analizlerinde kullanilmaktadir
(Singh et al., 1991b). Fasulye tohumunda depo proteini olan phaseolin ve
alloenzimler de biyokimyasal markirlar olarak smiflandiriimada kullanilmistir
(Alzate-Marin et al., 2003). Fasulye depo proteini olan phaseolin ile yapilan
cesitlilik ¢alismalart ile fasulye cesitlerinin Mezoamerikan ve Andean olmak
tizere iki ana gruba ayrildig: teorisi desteklenmektedir (Gepts et al., 1986; Singh
et al., 1991a, 1991b). Mezoamerikan grubu igerisinde S phaseolini yaygin olarak
bulunurken, Sh, Sd ve B phaseolin tipleri daha az bulunmaktadir. Andean gen
havuzuna ait bireylerde ise T, C ve H phaseolin tipleri bulunmaktadir. Sadece
phaseolin izozimleri kullanilarak degil ayn1 zamanda tohum boyu izozimleri
kullanilarak yapilan c¢alismalar da bu iki grubu birbirinden ayirmaktadir.
Mezoamerikan grubuna ait bireyler Andean gen havuzunda bulunanlara gére daha
kiicik tohumludurlar (Gepts, 1986). Ayrica biyokimyasal markirlar kullanilarak
yapilan fasulye genetik calismalar1 sonucunda kiiltiirii yapilan fasulyelerin
atalarina gore daha az genetik varyasyon gosterdigi saptanmistir (Gepts, 1986).
Muhtemelen genetik ¢esitliligi smirli olan ayni gen havuzundan segilen
ebeveynler kullanildig1 i¢in diinyada fasulye yetistiriciligindeki ilerleme yavas
olmaktadir (Alzate-Marin et al., 2003), ancak 1500’1 yillardan sonra daha fazla
ilerleme kaydedilmistir. Bu iki gen havuzunda gen transferleri olmasina ragmen,
bugiin hala her iki gen havuzunda biiylik oranda sistematik gruplarin bulundugu
bitki 1slah1 programlari tarafindan belirlenmistir (Pallottini et al., 2004). Ancak
izozim lokuslarinin azlig1 ve translasyon sonrasi degisimlere agik olmalar
kullanim olanaklarini sinirlamaktadir (Bernatzky and Tanksley, 1989).

Morfolojik ve biyokimyasal markirlarin aksine, c¢evre kosullarindan
etkilenmedikleri ve sinirsiz sayida olduklari igin DNA markirlari, genetik iliskileri
belirlemede en guvenilir sonucu verirler (Maciel et al., 2003). Molekiiler markir
sistemlerini kullanmanin fenotipik karakterler yoluyla 1slah ¢alismalarina bir diger
avantaji da bu sistemlerin biyotik ve abiyotik stres kosullarindan bagimsiz



olmalaridir. Ayrica biiylime, gelisme ve farklilasma siirecince degismeden
saptanabilirler. Bu ylizden DNA markirlart 1slah calismalarinda yeni ¢esitlerin
gelistirilmesinde 6nemli rol oynamaktadir (Kumar et al., 2008). DNA markirlari,
genetik haritalama ¢alismalarinda (Grisi et al., 2007), markir destekli
seleksiyonlarda (Ender et al., 2008), populasyon i¢i ve populasyonlar arasi
genetik ¢esitliligin  belirlenmesinde (Papa and Gepts, 2003) de basanyla
kullanilmaktadir. DNA markirlari, polimeraz zincir reaksiyonuna (PCR) bagl
olmayanlar (RFLP) ve polimeraz zincir reaksiyonuna bagli olanlar (RAPD,
AFLP, SSR, SNP) olarak iki gruba ayrilmaktadir (Ridout and Donini, 1999).

Avrupa’daki snap fasulyelerinde (Métais et al., 2002), Meksika’da bulunan
yabani fasulye formlarinda (Payr6 de la Cruz et al., 2005), Italya’daki kuru
fasulye (Marotti et al., 2007), Bulgaristan (Svetleva et al., 2006) ve Slovenya
(Maras et al., 2006) fasulye genotipleri gibi bircok fasulye genetik cesitlilik

calismasinda DNA markirlart kullanilmaktadir.

Ik kesfedilen molekiiler markir sistemi RFLP, DNA nin ¢esitli restriksiyon
enzimleri ile kesilmesi temeline dayanir. Yabani fasulyelerdeki evrimlesme
strecini incelerken Khairallah et al. (1992), mitokondrial RFLP teknigi
kullanmiglardir. Ayrica Becerra ve Gepts (1994), Mezoamerikan gen havuzunda
bulunan fasulye genotipleri arasindaki cesitliligi belirlemede genomik RFLP’leri
kullanmiglardir. Markirin tanimlanip haritalanmasi, klonlarin elde edilmesi,
kiitliphaneden pargalarin izole edilmesi ve hibridizasyon asamasi gibi bir¢ok
basamaktan olusan RFLP teknigi oldukca pahali olmakta ve yiiksek is giicii
gerektirmektedir (Malyshev and Kartel, 1997). Bu yizden RFLP metodundaki bu
zorluklar1 asmak ve PCR tekniginin getirdigi avantajlardan yararlanmak amaciyla
RAPD teknigi gelistirilmistir (Williams et al., 1990). Ancak RAPD’nin
tekrarlanabilirliliginin  olmamasi, bu markir sisteminin  kullanimmi da
kisitlamaktadir (Penner et al., 1993).

AFLP teknigi, PCR ile RFLP tekniklerinin bir kombinasyonudur.
Restriksiyon enzimleri ile kesim yapilmis genomik DNA’dan elde edilen
fragmentlerin  selektif PCR amplifikasyonu ile c¢ogaltilmasi prensibine
dayanmaktadir. Ilk olarak restriksiyon enzimleri ile DNA kesilir ve sonucunda
DNA fragmentleri olusur. Daha sonra, kullanilan restiriksiyon enzimlerine uygun
olarak secilen, nukleotid dizilimi belli oligonikleotid adaptorler DNA

fragmentlerine baglanir. Son olarak adaptér bagli restiriksiyon fragmentlerine



baglanarak uzayabilen ve sadece bu fragmentleri ¢ogaltabilen primerlerin
kullanilmasiyla selektif amplifikasyon gerceklesir (Vos et al., 1995).

PCR tabanli molekiiler markirlardan AFLP ile; RAPD ve SSR markir
analizlerine gore tek bir reaksiyonda daha fazla polimorfik markir tespit
edilmektedir (Powell et al., 1996). AFLP markirlan yiiksek derecede polimorfik
olup, laboratuvardan laboratuvara uygulanabilir. Tek bir reaksiyonda 30-150
bolge tanimlanabilmesi, sonuglarin tekrarlanabilir olmasi en 6nemli avantajini
olusturmaktadir. AFLP markirlarinin giivenilir ve etkili olmas1 ¢esitlilik
caligmalarinda, filogeni analizlerinde ve haritalamalarda sik sik kullanimina yol
acmustir (Tohme et al., 1996; Papa and Gepts, 2003; Rosales-Serna et al., 2005).
En basit AFLP ¢alismasi ilk olarak patlicanda yapilmistir (Kardolus et al., 1998).
Kakao (Saunders et al., 2001) ve sar1 fasulye (Pallottini et al., 2004) tiirleri gibi
birbirine olduk¢a yakin genotipleri ayirt etmede AFLP markir analizi kullanarak

basaril1 sonuglar elde edilmistir.

Italya ve Ispanya’dan toplanan 24 makarnalik bugday cesidinin genetik
benzerliklerinin ii¢ farkli zaman araliginda karsilastirmali olarak genetik
analizinin yapilmasinda AFLP teknigi kullanilmistir (Martos et al., 2005).
Calismada 14 primer kombinasyonu kullanildiginda toplam 186 polimorfik bant
elde etmislerdir. Unweighted Paired Group Method using Arithmetic averages
(UPGMA) sonucu yaptiklar: filogeni analizine gore; Ispanya’dan elde edilen 12

genotip ile kiyaslandiginda Italyan bugdaylarin daha benzer oldugu bulunmustur.

Rosales-Serna et al. (2005), Meksika’dan toplanan 112 fasulye genotipinde
AFLP yontemini kullanarak genetik c¢esitliligi belirlemislerdir. Kullanilan
genotiplerden 25’i Mezoamerikan, 39’u Jalico, 28’i Durango ve 19’i Nueva
Granada bolgelerinde yaygin olarak bulunan cgesitlerdir. Ayrica karsilagtirma
amagch olarak 1 adet P. coccineus’a ait 6zel ¢esit kullanmislardir. Calismada 4
AFLP primeri ile yapilan analiz sonucunda 344 polimorfik bant elde etmislerdir.
En fazla polimorfizimin elde edildigi primer kombinasyonu olan E-ACA/M-AGA
kombinasyonunun polimorfizm vylzdesini % 76.2 olarak saptamislardir.
Dendrogram sonucuna gore, Andean (Nueva Granada) ve Mezoamerikan (Jalisco,
Durango ve Mezoamerika) gen havuzlarina ait genotipler arasinda genetik
cesitliligin  yiiksek seviyede oldugunu fakat bu calismada orijinlere gore
siniflanmanin ¢ok net olmadigini, bu durumun biyotik ve abiyotik stresten
kaynaklanabilecegini ifade etmislerdir. Ayrica P. coccineus diger fasulye

genotiplerden tamamen ayr1 bir grup olusturmustur.


http://www.amjbot.org/content/95/3/353.full#ref-25

Bulgaristan’in farkli alanlarindan toplanan 78 fasulye ¢esidinin, birbirleri ve
olusturduklar1 populasyonda genetik c¢esitliliginin tespiti amaciyla Inter-Simple
Sequence Repeat (ISSR) ve AFLP markir yontemleri uygulanmistir (Svetleva et
al., 2006). Calismada, 13 ISSR primeri ile yapilan analiz sonucunda 55 polimorfik
bant elde edilmis, elde edilen toplam bantlarin ise % 36.7’sinin polimorfik oldugu
belirtilmistir. Genetik benzerlik degerini ise 0.92 olarak hesaplamiglardir. Ayni
populasyon {lizerinde AFLP markir teknigini uyguladiklarinda ise 3 primer
kombinasyonu ile 54 polimorfik bant elde etmisler ve toplam elde edilen bantlarin
% 32.9’unun polimorfik oldugunu tespit etmislerdir. AFLP yonteminde en ylksek
polimorfizmi 0.913 genetik benzerlik katsayis1 ile E-AAC/M-CAA primer
kombinasyonunda belirlemislerdir. Her iki yonteme ait verilerden elde edilen
ortalama genetik benzerlik katsayisimi ise 0.915 olarak hesaplamislardir.
Arastirmacilar, populasyon igerisinde genetik cesitliligin diisiik seviyelerde
bulundugunu saptamislardir. AFLP ve ISSR markir tekniklerinin her birinin etkili
yontemler oldugunu ancak analizin gerektirdigi zaman ve uygulanabilirlik

acisindan AFLP yonteminin daha etkin oldugunu bildirmislerdir.

Hindistan’in farkli bolgelerinden elde edilen 44 ¢esit fasulye genotipleri
arasindaki genetik varyasyonu tespit etmek amaciyla Kumar et al. (2008), AFLP
molekiiler markir yontemini kullanmiglardir. 8 AFLP primer kombinasyonu ile
820 adet bant elde etmisler ve bu bantlarin 698 adedin polimorfik oldugunu tespit
etmiglerdir. Polimorfik bant sayisinin elde edilen toplam bant sayisinin % 85’i
oldugunu ve tiim primer kombinasyonlarin1 temsil eden ortalama polimorfizm
bilgi icerigi (Polymorphism Information Content, PIC) degerini 0.255 olarak
belirlemislerdir. Genetik ¢esitlilik degerinin 0.184 — 0.762 araliginda degistigini
ve ortalama degerin 0.524 oldugunu tespit etmislerdir. Elde ettikleri bu degerler
sonucunda yuksek seviyede genetik ¢esitliligin - gozlemlendigi ve AFLP
yonteminin polimorfizmi tespit etmede oldukca etkili bir metod oldugunu

bildirmislerdir.

Tayland’da yetistirilen tiitiinlerin yerli ve ithal olarak smiflandirilmasini
belirlemede AFLP ydntemi kullanilmistir (Denduangboripant et al., 2010). ithal
olarak Burley, Tiirk ve Virginia tipi tiitiinleri iceren 19 ayr tiitliin bitkisindeki
genetik polimorfizmin belirlenmesi amaciyla, 32 AFLP primer kombinasyonu
denenmis ve segilen 3 primer kombinasyonu ile (E-AAG/M-CAA, E-AAG/M-
CGC, E-ACT/M-CAG) yapilan ¢alisma sonucunda 139 AFLP markir1 elde
etmisler ve bunlarin 103 (% 74.1) tanesinin polimorfik oldugunu belirlemislerdir.

UPGMA kiimeleme analizi ile cogu yerel ¢esidin ithal gruptaki Burley ve Tiirk



10

tipleriyle yakinlhik gosterdigi, Virginia tipinden ise olduk¢a uzak oldugunu
belirlemiglerdir. Boylece AFLP yonteminin yerli tiitiin ile ithal tiitiiniin

siniflandirilmasina kullanilabilir oldugunu gostermislerdir.

SSR ya da diger adiyla mikrosatellitler; tiim Okaryotiklerin genomlarinda
bulunan DNA dizisinde rastgele tekrarli motifler iceren 6 ya da daha az sayida
kisa niikleotid markirlaridir (Rafalski et al., 1996). Bu diziler DNA
replikasyonunda hatalar sonucu olusurlar. Kodominant, multiallelik SSR
markirlari genom boyunca genlerin kodlanan ve kodlanmayan bdlgelerinde
lokalize olmuslardir. SSR sayis1 bitkiden bitkiye degisiklik gostermekle birlikte
sikliklar1 dikotiledonlara gére monikotiledonlarda daha diistiktiir. SSR’lar yiiksek
oranda polimorfizm gostermektedirler (Chin et al., 1996). Mikrosatellit terimi
1989 yilinda Litt ve Lutty adli arastirmacilar tarafindan kullanilmis ve SSR
lokuslarinin polimorfizm 6zellikleri ilk kez insanda gosterilmistir. Yapilan
caligmalarda AC/TG tekrarlarinin hayvan genomlarinda en fazla bulunan motifler
oldugu tespit edilmistir. Diger yandan bu markirlar bitki genomlarindaki
dayaniklilik genlerinin organizasyonunda ve genetik cesitlilik ¢alismalarinda bize
onemli bilgiler sunmaktadir.

SSR markirlar1 genetik g¢alismalarda, ¢esitli tiirlerin pedigri ve filogeni
analizlerinde basarili bir sekilde uygulanmaktadir (McCouch et al., 2001). Son
zamanlarda fasulyede genetik cesitliligin belirlenmesinde de SSR’larin etkili
oldugu belirtilmistir (Metais et al., 2002; Gaitan-Solis et al., 2002; Cabral et al.,
2011). Fasulyede bugiine kadar yaklasik 390 SSR markir1 tanimlanmistir (Yu et
al., 1999; Metais et al., 2002; Gaitan-Solis et al., 2002; Blair et al., 2003; Buso et
al., 2006; Grisi et al., 2007; Benchimol et al., 2007). Bunlardan en az 170 SSR
markirt haritalanmistir (Yu et al., 2000; Blair et al., 2003; Grisi et al., 2007).

SSR’lar kodimant olmalari, yiiksek polimorfizm gostermeleri ve genomda
genellikle tek kopya halinde bulunmalarindan dolay1 fasulye genetik haritalama
calismalarinda etkin bir sekilde kullanilmaktadir (Blair et al., 2003). SSR’da
polimorfizm orani; uzunluklarina, igerdikleri tekrar motifi sayisina, genomun
kodlanan ve kodlanmayan bdlgelerinde bulunmalarina bagli olarak degisiklik
gostermektedir (Thoquet et al., 2002).

SSR markirlart Mezoamerikan ve Andean gen havuzlarina ait fasulye
cesitlerini birbirinden ayirmada da basarili bir sekilde kullanilmistir (Blair et al.,
2006; Benchimol et al., 2007). Bu iki gen havuzu arasinda biiyilk oranda
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varyasyon oldugu tespit edilmistir (Gepts et al., 2008). Ancak, kendi arasinda
degerlendirildiginde; Andean gen havuzunda bulunan genotipler arasindaki
genetik cesitlilik Mezoamerikan gen havuzunda bulunan genotiplere gére daha
dar varyasyon gostermektedir (Beebe et al.,2001).

Amerika kitasinin farkli bolgelerinden elde edilen 43 adet P. vulgaris
genotipi ile 1 adet P. acutifolius tiiriine ait genotip arasinda ve olusturduklar
populasyonun genelinde allelik c¢esitliligi ve heterozigotluk degerini belirlemek
amaci ile SSR markir analizi yapilmistir (Blair et al., 2006). Bu amagla genomik
ve intergenik (Expressed Sequence Tags, EST) olan toplamda 129 adet SSR
markirt kullanmiglardir. Genomik mikrosatellitler ile elde edilen polimorfizm
oranimnin (0.446), EST mikrosatellitler ile elde edilen polimorfizm oranindan
(0.594) daha kiicuk oldugunu tespit etmislerdir. EST mikrosatellitler ile belirlenen
allel sayisinin mikrosatellit basina 6 allel oldugunu, genomik mikrosatellitler ile
belirlenen allel sayisinin  ise mikrosatellit bagina 9.2 allel oldugunu
hesaplamiglardir. Kimeleme analizi sonucunda Andean ve Mezoamerikan
genotiplerine ait iki ana grubun olustugunu saptamislardir. Andean grubunun
genetik ¢esitliliginin (0.356) ve polimorfizm oraninin (% 53), Mezoamerikan
grubunun genetik ¢esitliliginden (0.302) ve polimorfizm oranindan (% 33.4) daha
bliyiik oldugunu tespit etmislerdir. SSR analizinin fasulye cesitlerinde genetik

polimorfizmi tespit etmede etkili bir yontem oldugunu saptamislardir.

Zhang et al. (2008), yaptiklar1 ¢alismada P. vulgaris tlrlne ait Cin’den elde
ettikleri ¢esitlerin genetik varyasyon seviyesini belirlemeyi, gen havuzunu
tanimlamay1 ve gruplar arasi - grup igi iliskileri belirlemeyi amacglamiglardir. Bu
amacla 229 genotipde SSR markir yontemini kullanmiglardir. Kullanilan 30 SSR
markirt ile 116 allel tespit etmisler ve tiim SSR’lar igin ortalama PIC degerini
0.541 olarak hesaplamiglardir. Yapilan kiimeleme analizi sonucunda bireylerin
Mezoamerikan ve Andean olarak 2 gruba ayrildigini ve her bir grubun 2 adet alt
gruba ayrildigim1 saptamiglardir. Andean bireyleri temsil eden birinci gruptaki
genetik ¢esitlilik seviyesinin (0.288-0.676), Mezoamerikan bireyleri temsil eden
ikinci gruptaki genetik ¢esitlilik seviyesinden (0.426-0.754) daha biiyiik oldugunu
belirlemislerdir. Andean ve Mezoamerikan bireyler tarafindan olusturulan grup |
ve grup IlI’ye ait genetik farklilasma degerlerini ise sirasiyla 0.331 ve 1.112’dir.
Calismalarmin sonucunda, Cin’deki P. vulgaris populasyonunun Mezoamerikan
ve Andean bireyleri igerdigini, fakat Mezoamerikan bireylerin goériilme oraninin
daha ylksek oldugunu saptamislardir. Calismalarinin sonucunda yiiksek genetik
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cesitlilik gozlemlediklerini ve bu degerlerin Cin’in Amerika kitasindan sonra

ikinci bir gesitlilik merkezi olmaya aday olabilecegini ifade etmislerdir.

Yz adet yabani, 249 adet kiiltiirii yapilmis olmak tizere diinyanin farkli
cografik bolgelerden (Amerika, Avrupa, Afrika, Asya, Cali, Kolombiya) elde
edilen P. vulgaris tiiriine ait toplam 349 genotipin genetik varyasyonlarinin
incelenmesi ve Mezoamerikan - Andean gruplarinin gesitlilik degerlerinin kiltire
almmadan Once nasil etkilendigini belirlenmesi amaciyla SSR markirlar
kullanilmisgtir (Kwak et al., 2009). Bu amagla 26 SSR primerinin kullanilmasi
sonucunda genel genetik ¢esitliligi 0.66, her bir mikrosatellit i¢in ortalama allel
sayisini ise 16 olarak hesaplamiglardir. TUm primerleri temsil eden PIC degerini
0.62 olarak, heterozigotluk degerini ise % 1-3 araliginda tespit etmislerdir.
Kimeleme analizi sonucu elde ettikleri iki gruptan birinde Mezoamerikan
cesitlerin, digerinde ise Andean gesitlerin  bulundugunu saptamiglardir.
Mezoamerikan gesitlerin bulundugu grubun cesitliliginin (0.60), Andean ¢esitlerin
bulundugu grubun g¢esitliligine (0.52) gore daha yiiksek oldugunu tespit
etmislerdir. Yabani gesitlerde goriillen genetik ¢esitliliginin, Kultlrd yapilmis
cesitlere gore ¢cok daha yiiksek oldugunu ve bunlardaki genetik ¢esitliliginin % 10

azaldigini belirlemislerdir.

Burle et al. (2010), yaptiklar1 ¢alismada P. vulgaris tiiriine ait Brezilya’nin
farkli bolgelerinden elde ettikleri 279 ¢esidin genetik ¢esitliligini  ve
populasyonun yapisini belirlemeyi amaglamiglardir. Bu amacgla SSR ve SCAR
(Sequence Characterized Amplified Regions) primerlerini, phaseolin tiplerini,
PvTFL/y ve APA genlerini markir olarak kullanmiglardir. SSR markirlari olarak,
literatlirden elde edilmis, fasulye genomunun 11 baglanti grubunu temsil eden 67
markir kullanilmistir (Yu et al., 2000; Gaitan-Solis et al., 2002; Grisi et al., 2007).
EST markirlar kullandiklarinda genetik ¢esitliligi 0.49 olarak, genomik markirlar
kullandiklarinda ise genetik c¢esitliligi 0.46 olarak tespit etmislerdir. Analiz
sonucunda ortalama genetik cesitliligi 0.48 olarak hesaplamiglardir. EST
markirlart  kullanildiginda agiga ¢ikarilan allel sayisimm markir basma 6.7
degerinde, genomik markirlar kullanildiginda ise 6.3 degerinde tespit etmislerdir.
Phaseolin tipine bagh olarak yapilan analizde ise sadece S ve T phaseolin tipinin
bulundugunu, S tip phaseolin proteininin Mezoamerikan gen havuzunun
karakteristik ozelligi, T tip phaseolin proteininin ise Andean grubunun
karakteristik 6zelligi oldugunu ifade etmislerdir. PvTFL/y lokusu icin iki adet
allel tespit etmisler ve bu allellerin 1.3 kbp ve 4.1 kbp uzunlugunda oldugunu
hesaplamiglardir. 1.3 kbp uzunlugundaki allelin 237 ¢esitte, 4.1 Kkbp
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uzunlugundaki allelin ise 37 cesitte bulundugunu, 2 cesitte ise iki allele de
rastlanmadigini belirlemislerdir. APA lokusu i¢in iki adet allelin oldugunu ve bu
allellerin tek bantli ve ¢ift banthi olduklarini tespit etmislerdir. Tek bantli allelin
48 gesitte, cift banth allelin ise 206 ¢esitte bulundugunu, 27 ¢esitte ise iki allele de
rastlanmadigini gostermislerdir. SCAR markir olarak 4 adet primer kullanmiglar
ve Brezilya’daki fasulye genotiplerinin yiiksek oranda hastaliklara direnglilik
genlerini tasidigini tespit etmislerdir. TUm analizler sonucunda ortalama genetik
cesitliligi 0.46 olarak, heterozigotluk degerini ise 0.0052 olarak tespit etmislerdir.
Kiimeleme analizi sonucunda tiim cesitlerin iki ana grup olusturdugunu, 59
¢esidin Andean grubunda yer alip, diger 221 ¢esidin ise Mezoamerikan grubunda
yer aldigim1 tespit etmislerdir. Brezilya’daki fasulye populasyonunda
beklediklerinin aksine Mezoamerikan c¢esitlerin daha yaygin oldugunu, bu
durumun Orta Amerika ve Brezilya’nin toprak yapilarinin ve sicakliginin benzer

olmasindan kaynaklanabilecegini ifade etmislerdir.

Cabral et al. (2011), Brezilya’dan topladiklar1 57 kuru fasulye genotipinde
genetik c¢esitliligi belirlemek amaciyla 16 SSR markir1 kullanmiglardir. Calismada
16 SSR primerinden 13 primer polimorfik bulunmustur. Bu polimorfik
primerlerden elde edilen polimorfik bant sayis1 29 ve ortalama polimorfik bant
sayis1 2.2°dir. Calismalarinda BM141 SSR primeri en ¢cok bant veren ve en
yiiksek PIC degerine sahiptir. Ortalama PIC degeri 0.27°dir. SSR markir analizi
sonucunda genotiplerin lokasyonlarina gére ayrimlandigi gézlemlenmistir.

SNP’ler, iki genotip arasinda ayni lokusta ve aym dizi iizerinde tek
niikleotid farkliligina dayanmaktadir. Nikleotidlerde ekleme ve silmeleri iceren
bilgilendirici DNA markirlaridir. Genomda genellikle kodlanmayan bdlgelerde
yaygin olarak bulunmaktadir. Kodlanan bolgelerde ise SNP’lerin sinonimi yoksa
aminoasit dizilerinde degisim gdzlenir ve bunun sonucu fenotipte degisiklige
yansir, ancak sinonimi varsa degisime yol agmaz (Sunyaev et al., 1999). Teorik
olarak SNP’lerin herhangi bir yerde 4 farkli niikleotidde (A,T,G,C) de farklilik
gostermesi beklense de pratikte gogunlukla bi allelik markirlardir. SNP’ler; SSR
markirlar1 gibi mutliallelik markirlara gére daha az polimorfizm gosterir. Ancak
SNP’lerin genomda ¢ok bol bulunmasindan dolayr bu dezavantaj avantaja
donmektedir (Oraguzie et al., 2007). SNP markirlar1 bir¢ok genetik ¢esitlilik ve
haritalama analizlerinde kullanilmaktadir (Rafalski, 2002).
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SNP’ler 6nce insan genomunda kullanilmistir, ancak simdiler de bitkilerde
de kullanilmaya baslanmistir. Insanda 3.1 milyon SNP bulunurken tek niikleotid
farklilig1 frekanst 1SNP/100 bp’dir (Salisbury et al., 2003). Benzer sekilde bitki
genomlarinda da yiiksek oranda SNP bulunmaktadir, ancak kesfedilmeleri daha
yavas olmaktadir. Ornegin (yabanci déllenenler) asmada her 78 bp de 1 SNP
bulunurken (Salmaso et al., 2004) misirda (misir genomu 1.088 bp) bu oran
1SNP/43 bp’dir (Jones et al., 2009). Fasulye gibi kendine ddllenen bir bitki olan
soya fasulyesinin kodlanmayan bolgelerinde her 191 bp de 1 SNP bulunurken,
kodlanan bdlgelerinde bu oran 1/2000’dir (Van et al., 2005). Genom haritalama

acisindan bu rakamlar ¢ok 6nemli bir sonugtur.

Diger yandan fasulyede de SNP gelistirme ¢alismalar1 baglamistir (Galeano
et al., 2009a). Fasulyede SNP’ler bugiine kadar genellikle gesitlilik analizlerinde
degil, cogunlukla baglant1 haritalarinda ve genomlar arasinda benzerlik (Synteny)
analizlerinde kullanildilar (Galeano et al., 2009a; 2009b; McConnell et al., 2010).
Ayrica yiiksek yogunluktaki iligki haritalar1 gibi haritalarda kullanilmasi son
derece uygundur (Wang et al., 1998). ilk olarak Ramirez et al. (2005) tarafindan
Andean genotipi G19833 yapraklarindaki, Mezoamerikan genotipi Negro Jamapa
81 yapraklarindaki, gelismekte olan baklalardaki, fosforu eksik koklerdeki ve kok
nodullerindeki bilgilere dayanarak EST’lerde yiiksek sayida SNP belirlenmistir.
EST’ler genomun kodlanan bélgelerinde bulundugundan ve fenotipik 6zelliklerle
iliskili oldugundan son derece Onemli markirlardir. Ayrica ¢esitler arasinda
korunmus bolgelerdir. EST’ler SNP sikligim1 da gostermektedir. Mezoamerikan
genotipi DOR364 ve Andean genotipi G19833’den elde edilen dizi bilgileri ile
smirli sayida (25 adet) SNP belirlenmistir (Gaitan et al., 2008). Galeano et al.
(2009b), bu EST’leri kullanarak Single-Strand Conformation Polymorphism
(SSCP) markir1 gelistirdiler ve markirlar1 BSNP (bean SNP) olarak
isimlendirdiler. Cleaved Amplified Polymorphic Sequences (CAPs) ve derived
CAPS (dCAPs) kullanarak, McConnell et al. (2010) Andean genotipi JaloEEP558
ve Mezoamerikan genotipi BAT93’den genomik SNP markirlar1 olusturdular. Son
olarak 454 pyrosequencing ve Solexa teknolojileri kullanilarak ayni genotiplerde

bulunan SNP’lerin dogrulugu kanitlanmistir (Hyten et al., 2010).

Gaitan-Solis et al. (2008), yaptiklar1 c¢alismada ABD’nin farkh
bolgelerinden toplanan 10 fasulye genotipinde kodlanan ve kodlanmayan
bolgelerdeki tek nukleotid polimorfizmini belirlemek ve fasulye genotiplerinin
genetik  cesitliliginin  analiz  edilmesi icin  SNP markir1t  olusturmay1

amaclamiglardir. 47 fasulye geninin sekansimi GenBank veri tabanindan
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belirledikten sonra primer olarak kullanarak analizlerini gerceklestirmislerdir.
Analizler sonucunda 239 adet tek niikleotid polimorfizmi tespit etmisler ve
polimorfizm frekansim1i 88 bp icin 1 tek nukleotid polimorfizmi olarak
belirlemislerdir. Genoma olan eklenmeler ve genomdan silinmeler sonucu olusan
polimorfizmi ise toplam 133 adet olarak belirlemisler ve polimorfizm frekansini
157 bp icin 1 polimorfizm olarak hesaplamislardir. Genomda niikleotid doniisiim
(C/T ya da A/G) ve degisimleri (C/G, A/T, A/C, G/T) sonucu olusan polimorfizm
sayisint toplam 117 adet olarak tespit etmislerdir. Toplam 10 c¢esidin
genomlarindan 20.7 kbp sekansi analiz etmeleri sonucunda niikleotid gesitliligini
0 = 6,27.10° olarak tespit etmislerdir. Bu degerin, analiz edilen diger tahillarin
cesitlilik degerleri ile karsilastirildiginda yiiksek bir deger oldugunu ve SNP
markir yonteminin genetik ¢esitliligi belirlemede ¢ok etkin bir metod oldugunu

belirlemislerdir.

Corte’s et al. (2011), Mesoamerikan ve Andean gen havuzlarina ait 70
fasulye genotipi kullanarak SNP markir1 gelistirmeyi amaglamiglardir. KASPar
teknolojisini kullanarak 84 genomik ve 10 EST- SNP markir1 bulmuslar ve bu
primerler kullanarak Andean ve Mezoamerikan gen havuzlarimin basarili bir
sekilde ayrildigim1  bildirmislerdir.  Mezoamerikan gen  havuzu ile
karsilagtirildiginda Andean gen havuzuna ait bireylerde daha fazla cesitlilik
gbzlemlenmistir. Elde ettikleri SNP markirlarinin ortalama PIC degeri 0.47’dir.
Ayrica SSR ve SNP markirlarinin fasulyede c¢esitlilik caligmalarinda birlikte

kullanildiklarinda ideal markir oldugunu gostermislerdir.

Blair et al. (2013), Andean ve Mezoamerikan gen havuzuna ait Amerika
kitasinin  farkli bdlgelerinden toplanmis fasulye genotiplerindeki ¢esitliligi
belirlemek ve baz1 fasulye ebeveynlerinde polimorfizmin taranmasi igin
GoldenGate analizi ile SNP markirlar1 saptamiglardir. 768 SNP’den 736 tanesini
uygulanabilir bulmuslardir. Bitin SNP’lerin ortalama PIC degeri ise 0.42 olarak
hesaplanmistir. Kullanilan markirlar dogrultusunda genotipler net bir sekilde iki
gruba ayrilmistir. Yabani formlarda ise yiiksek derecede heterozigotluk

gozlenmistir.

Genetik ¢esitlilik ¢alismalarinda farklt DNA markirlart kullanilmaktadir ve
bu sistemlerinin kullamigliliginin  karsilastirilmasi bitki 1slah1 analizleri igin
onemlidir. Cinkl, kullanilan sistemlerin laboratuvardan laboratuvara transfer
edilmesi ve tekrarlanabilir sonuclar icin standart hale getirilmesi, elde edilen

verilerin karsilagtirilmasina yardimer olacaktir. Boylece yapilan c¢aligmalarin



16

masraflar1 da azalir ve zamandan tasarruf saglanir. Garcia et al. (2004), tropikal
musir tlirlerinde c¢esitliligi belirlemek amaciyla farkli markir sistemlerini (AFLP,
RAPD, RFLP ve SSR) kullanmislardir. Yiiksek oranda dogru sonug¢ verdiginden
AFLP markir sistemini misir genotipleri arasinda genetik cesitliligi belirlemede
en kullanish olarak bulmuslardir. Geleta et al. (2005), ise sorghum genotipleri
arasinda yaptiklari ¢esitlilik ¢alismasinda AFLP ve SSR tekniklerinin her ikisinin
de etkili oldugunu bildirmislerdir. SNP markilar1 ile diisiik maliyette yliksek
verim elde edilebilmektedir. Boylece daha ¢ok markir elde edilerek daha gilivenilir
sonuglara ulasilir. Yapilan genetik cesitlilik analizlerinde her bir markir
kullannminin avantaji ve dezavantajlar1 bulunmaktadir. Bu ylizden analizi
yapilacak materyalin 6zellikleri dikkate alinarak en uygun markir sisteminin
secilmesi gerekir (Maras et al., 2008; Masi et al., 2009). Ayrica bir tiirde
kullanilan markir sistemi diger bir tiirde aym etkinligi gostermeyebilir. Ideal
markir sistemi; yiiksek derecede polimorfizm gdstermeli, genoma esit sekilde
dagilmis ve ko-dominant olmali, uygun maliyet ile yiiksek verim elde edilebilen
dogru ve tekrarlanabilir sonug vermelidir (Yan et al., 2010). Ancak tek bir markir
sistemi ile biitiin bu 6zelliklerin her zaman bir arada olmasi miimkiin olmayabilir.
Dolayisiyla ayn1 anda birka¢ markir ¢esidinin bir arada kullanilmasi ile ideal

markira ulasilabilir.
2.3 Genetik Haritalama Calismalari

Genetik haritalarin ana hedefi kantitatif 6zellikleri kontrol eden genlerin
bulundugu bélgeyi belirlemek ve kromozomlar {izerinde markirlarin yerini tespit
etmektir. 1913’de Alfred H. Sturtevant, 6 morfolojik 6zellik kullanarak ilk
genetik haritalama ¢aligmasini1 Drosophila melanogaster’de yapmistir. Daha sonra
1923 yilinda ilk QTL ve baglant1 harita ¢caligmas1 Karl Sax tarafindan fasulyede
yapilmaistir.

Baglanti haritalar ile kromozom iizerinde bulunan gen ya da markirlarin yeri
tespit edilir. Dolayisiyla bu haritalar genomdaki rekombinasyon oranlari ve tiir igi
ya da tiirler arasi kromozomlardaki dizilisleri hakkinda bilgi vermektedir
(Dawson et al., 2007). Fasulyede yapilan ilk baglanti haritasi, Mezoamerikan
(BAT93) ve Andean (Jalo EEP558) havuzlarindan elde edilen rekombinant
kendilenmis hatlarda (Recombinant Inbred Line, RIL), 194 RFLP markir
kullanilarak yapilmistir (Freyre et al., 1998). Gliniimiize kadar fasulyede yapilan
baglant1 haritalar1 1258.8 ¢M genetik uzaklhigi kapsamaktadir. Toplamda 11
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baglanti grubunda 413 lokus belirlenmistir. Komsu lokuslarin birbirlerine olan

ortalama uzakliklari ise 3.0 cM olarak hesaplanmistir (Hanai et al., 2010).

Baglantt  haritalarinda  birgcok populasyon ¢esidi  kullanilmaktadir.
Populasyon yapisina bakildiginda fasulyede F, populasyonu kullanilarak ilk
genetik haritalama yapilmistir (Vallejos et al., 1992; Nodari et al., 1993). F»
populasyonunu gelistirmek kolay olmakla birlikte tohum temin etmek sinirlayici
faktor olmustur. Kendilenmis hatlar kullanilarak bu problemin (stesinden
gelinmigstir (Freyre et al., 1998; Yu et al., 1998). The BAT93 x Jalo EEP558 en
yaygin kullanilan kendilenmis hatlardir, ¢iinkii bu hatlarla yapilan diger baglant1
haritalar1 birbiriyle Ortiismistiir (Freyre et al., 1998; Blair et al., 2003). Son
yillarda fasulyede QTL analizlerinde de geriye melez populasyonlar1 basari bir
sekilde kullanilmaktadir (Blair et al., 2006). Ancak bu populasyonlar1 olusturmak
zaman almaktadir.

Uretim, verim, kalite, strese karsi tolerans ve bazi hastaliklara karsi
direnglilik gibi tarimsal 6neme sahip olan bir¢ok 0Ozellik birden fazla gen
tarafindan kontrol edilir ve bu ozellikler kantitatif 6zellik olarak isimlendirilir.
Genomda kantitatif 6zellikler ile ilgili genlerin bulundugu boélgelere QTL denir.
QTL analizi, bir yada daha fazla kantitatif karakter agisindan farkli ebeveynlerin
se¢ilmesi ve melezlenmesi ile a¢ilim gdsteren populasyonlarin analiz edilip, DNA
markirlart ile kantitatif karakter lokusu arasinda bir baglantinin kurulmasiyla
gerceklesir. Agronomik Oneme sahip bu QTL’lerin belirlenmesi ve bunlarin
kullanim1 i¢in molekiiler markirlar kullanarak bitki genomlarinda haritalanmalari
gerekir. Ancak baglanti haritalari ile birden ¢ok genle kontrol edilen bu kompleks
ozelliklerin yerini belirlemek mimkin degildir. Bu sorunun {istesinden
gelebilmek i¢in QTL haritalar gelistirilmistir.

Bugiine kadar fasulyede bir¢cok karakterle iligskili QTL analizi yapilmistir;
hastalik direnci (Kelly and Miklas, 1998), konserve kalitesi (Posa-Macalincag et
al., 2000), tohum boyu (Park et al., 2000), N-fiksasyon (Nodari et al., 1993),
kuraklik (Schneider et al., 1997), adi yaniklik (Park et al.,1999) ve beyaz
curtkluliktar (Miklas et al., 2001; Park et al., 2001). Bitkilerde bircok kantitatif
kalitilan bu gibi Ozellikler populasyonun bireyleri arasinda siirekli degisim
gostermektedir. Bu da QTL’lerin kullaniominda dezavantaj saglamaktadir.
Fasulyedeki mineral igerigi gibi 6zellikleri belirlemek zor oldugundan bitki 1slah

programlari bu tiir 6zellikleri gelistirmek i¢in ¢alismaktadir.
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2.4 Tliski Haritalama

Bugiine kadar cesitli bitki genomlarinda yiizlerce baglant1 haritasi
yapilmistir ancak gen diizeyinde siirl sayida QTL belirlenmistir (Price, 2006).
QTL’lerin saptanmasi, kesin fenotipik acilimlarin olmayisi ve kompleks bir
karakter ile ilgili her bir genin fenotipik etkisinin nispeten kii¢iik olusu nedeniyle
zordur. QTL haritalarda genellikle rekombinant kendilenmis hatlar gibi iki
ebeveynin  melezlenmesi sonucunda elde edilen melez populasyonlar
kullanilmaktadir. Bu genis populasyonlarin olusturulmasi pahali oldugu gibi ayn
zamanda populasyonlar olusturulurken elde edilen rekombinantlarin sayis1 da
sinirlt kalmaktadir. Bu nedenle QTL haritalar ile 10-20 ¢cM araliginda goreceli
olarak birbirinden uzak bolgeler belirlenebilmektedir (Holland, 2007). Halbuki
QTL, markira ne kadar yakin ise QTL’in etkisi o kadar saglikli saptanabilir.
Ayrica bu haritalarda populasyondaki ilgili 6zelligi ayirt etmek i¢in farkli gevre
kosullarinda deneme yapilmasi gerekir. QTL haritalarin bir diger dezavantaj1 da
kullanilan populasyona gore, ebeveyn genotiplerini ve haritalama populasyonunu
ayirt etmede fazla sayida polimorfik markira ihtiya¢ duymasidir. Ciinkii, 6ncelikle
ebeveyn genotipleri taranmakta, ebeveynler arasinda polimorfik markir bulunursa
daha sonra bu markirlar ile tiim populasyon taranmaktadir (Abdurakhmonov and
Abdukarimov, 2008). Sonugta elde edilen QTL’ler populasyondan populasyona
degisiklik gosterdiginden kalici olmamaktadir.

Karmasik Ozellige sahip karakterlerdeki varyasyonlari genom dizeyinde
belirlemede ¢ikan bu gibi sorunlar1 ortadan kaldirmak amaciyla QTL haritalara
alternatif bir yontem olarak LD’ye dayanan iliski haritalama metodu
gelistirilmistir. Iliski haritalarda ise bu zaman alici populasyonlara gerek
kalmadan daha kisa silirede kalict sonu¢ veren dogal populasyonlar
kullanilmaktadir. Genetik baglantilar genellikle kromozom {izerinde farkh
lokuslar arasindaki genetik uzaklhigin kalittmmi ifade eder. Populasyon
genetiginde kromozomlarin farkli lokuslarinda bulunan alleler arasindaki bu
iliskiyi ifade etmede iki terim kullanilir; baglanti esitligi (LE) ve baglanti
dengesizligi (LD). LE; farkli lokuslardaki rasgele allel iliskisini ve haploitlerdeki
allel frekansii ifade ederken, LD ise farkli lokuslardaki tesadiifi olamayan allel
iliskisini ifade etmektedir. Ilk defa LD terimi 1917°de Jennings tarafindan
tamimlanmistir  (Abdurakhmonov and Abdukarimov, 2008). Tozlasma tipine,
rekombinasyona, mutasyona, go¢ oranina ve ebeveyn se¢imi ve populasyon
yapisina bagli olarak degisim gosterir (Slatkin et al., 2008). Breseghello et al.
(2006), bugdayda 95 genotip ile yaptiklar1 analizde 36 SSR markir1 kullanmiglar
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ve calismada 5A ve 2D kromozom boélgelerinde ortalama <1 ve ~ 5 ¢cM mesafede
giiclii LD degeri saptamiglardir. Garris et al. (2003), kendine ddllenen 114 celtik
genotipinde 21 SSR markir1 kullanarak 100 kb mesafede LD belirlemislerdir.
Kendine dollenen tiirlerde rekombinasyon orani diisiik oldugundan yabanci
dollenen tiirlere gore daha yavas oranda LD go6zlemlenir. Bazi genetik
faktorlerden dolayr genellikle farkli kromozomlarin uzak bolgelerinde bulunan
LD’ler 6nemli bulunur (Stich et al., 2006). Bu nedenle ¢ok sayida rekombinasyon
saptanabilmektedir ve birbirine daha yakin bulunan markirlar belirlenebilir.
Ayrica bulunan bu markirlar kalic1 olduklar i¢in daha sonra farkli populasyonlara
da aktarilabilirler. Boylelikle QTL haritalara gore iligki haritalar kullanilarak daha
fazla ¢Oziiniirliige sahip haritalar ile daha fazla sayida allel elde edilir (Cizelge
2.1).

Cizelge 2.1 1liski haritalama ile QTL haritalarin karsilastiriimas: (Oraguzie et al., 2007)

QTL harita Iliski Harita

Kantitatif 6zellik

Kantitatif 6zellik lokusu;

nukleotidi; fiziksel olarak

Amag ge_ll} Il_slblr %ollgelde bllilunan miimkiin oldugunca yakin
QTLleri belirleme etkin dizileri belirlemek
. i Diisiik-orta yogunluktaki Genis ve dar bolgelerdeki
Polimorfizm l : .
oran inkage ha.rl‘talarda blrgo_k_ markirt ayirt
kullanilabilir edebilir,
Melez populasyonlar; geri
Populasyon capraz, F,, RIL, katlanmig
hatlar (Double haploid, DH), Dogal populasyonlar
yapist yakin izogenik hatlar (Near
Isogenic Line, NIL)
Az sayida 6zellik icin orta,
Maliyet Orta daha fazla sayidaki 6zellik
i¢in pahali
Genomda - 5
kapsadign markir  10%-10° EUQUK genomlarda 109
sayisi uyik genomlarda 10

Stich et al. (2005) Avrupa ve Amerika’dan elde edilen 147 muisir
genotipinde genetik ¢esitliligi ve LD degerini belirlemek amaciyla 100 SSR
markirt kullanmiglardir. LD degerini orta derecede oOnemli bulmuslardir
(P < 0.05). Misirda bulunan 10 kromozom fiizerinde rasgele dagilim gosteren sert
misir grubunda 26 ¢cM ve at disi misir grubunda 41 cM biiyiikliigiinde LD

belirlemiglerdir.
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Iliski haritalamanin amaci, fenotipik farkliliklarla iliskili varyasyonlar1 ve
bu fenotipik Ozelliklerle yakindan iliskili gen bdlgelerinde bulunan DNA
dizilerinde polimorfizime neden olan 6zellikleri ve lokuslar arasindaki iliskiyi
belirlemektedir. Iliski haritalama; LD, iliski ¢alismalar1 gibi farkli isimlerle de
isimlendirilmistir (Kruglyak, 1999).

[liski haritalama olusturmada 6 ana adim bulunmaktadir:

1. Aralarinda genis genetik varyasyon bulunan bireylerin se¢imi ile dogal

populasyonun olusturulmasi
2. Secilen populasyonda fenotipik karakterlerin 6lciimi

3. Uygun molekiiler markirlar kullanilarak populasyondaki bireylerin

genotiplerinin taranmasi

4. Molekiiller markir verileri kullanilarak populasyon bireylerinin
genomlarindaki LD’lerin dl¢tlmesi

5. Populasyon yapisinin belirlenmesi (bireyler arasinda olusan gruplarin ve

genetik gesitlilik seviyesinin belirlenmesi)

6. Populasyon yapisinin ve LD’lerin 6l¢cimlenmesinden elde edilen sonuclar
dogrultusunda uygun istatiksel programlar kullanilarak fenotipik ve genotipik
verilerin beraber analiz edilmesi

Bitkilerde yapilan ilk iligki harita ¢alismalari misirda (Bar-Hen and
Charcosset, 1995), piringte (Virk et al., 1996) ve yulafta (Beer et al., 1997)
yapilmistir. Bar-Hen et al. (1995) misirda RAPD, Virk et al. (1996) piringte
izozim markirlarin1 kullanarak haritalama yapmislardir. Beer et al. (1997), 64
yulaf ¢esidinde RFLP markirlarini kullanarak 13 QTL bolgesi belirlemislerdir. Bu
caligmalarda populasyon yapist géz Oniinde bulundurulmaksizin diisiik sayida
markir kullanilmistir. Dogru populasyon seciminde molekiiler markirlar1 da
dikkate alarak yapilan ilk iligki ¢alismas1 misirda (Pritchard and Donelly, 2001)
yapilmistir. Misirda c¢igeklenme zamani ile D8 lokusu iligkili bulunmustur.
Arabidopsis’de de bu kavramin dogrulanmasinda bir¢ok iligki haritalama
caligmasi1 yapilmistir. Aranzana et al. (2005), ¢iceklenme zamani ve patojene

direng genleri ile iliskili olarak genis anlamda ilk haritalama g¢aligmasini
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Arabidopsis’de  gergeklestirmislerdir. Boylelikle tim genomu kapsayan
fonksiyonel varyasyonlar1 belirlemek amaciyla ¢ok sayida markir kullanilmaya
baslanmistir. Daha sonra giinlimiize kadar bir¢cok bitkide c¢esitli morfolojik
Ozellikler kullanilarak iliski haritalar1 yapilmaya baslanmistir (Agrama et al.,
2007).

Son yillarda ise sekans teknolojilerinin sagladig1 yararlardan faydalanarak
iliski haritalama caligmalar1 gelistirilmistir. Bu teknolojiler sayesinde daha az
maliyet ile daha c¢ok sayida markir kullanimina olanak saglanmistir.
Arabidopis’de ¢esitli adaptasyonlarin anlasilmasi, iklime hassas QTL’lerin
belirlenmesi ve kiilleme diren¢ genlerinin incelenmesi son iliski haritalama
caligmalaridir (Li et al., 2010, Nemri et al., 2010). Misir genomunda yaklasik 1.6
milyon SNP kullanilarak kuzey ve giiney yaprak yanikligi ve yapragin 6zellikleri
haritalanmistir (Kump et al., 2011, Poland et al., 2011, Tian et al., 2011). Poland
et al. (2011), misirda reseptor kinaz genlerini de igeren bitki savunmasi ile iliskili
aday genlerin kiigiik etkileri ile iliskili bir¢ok lokus belirlemislerdir. Kump et al.
(2011) 1se giiney yaprak yanikligi ile iliskili 32 QTL saptamislardir. Tiim genomu
temsil edecek sayida cok markir kullanilarak yapilan ¢alismalar misir ve
Arabidopsis’in yaninda geltik ve arpa gibi diger tiirlerde de baglamistir. Huang et
al. (2010), celtikte yaklasik 3.6 milyon SNP kullanarak 14 morfolojik 6zellik ile
iligkili genetik temelleri ortaya koymuslardir. Bu calisma ile ortalama fenotipik
varyansin yaklasik % 36’sim1 agiklayan lokuslar belirlenmistir. Arpada
antosiyanin yolu geni, HvbHLH1, ile iliskili 15 morfolojik 6zellik tanimlanmistir
(Cockram et al., 2010). Bugdayda adaptasyon ile iligkili genlerin anlasilmasina
yonelik ¢aligmalar yapilmistir. Raman et al. (2010), diinyada asitli topraklarda
abiyotik stresi en fazla kisitlayan faktor olan aliminyum direngliligi ile iliskili
genetik faktorleri belirlemeyi amaglamiglardir. Daha sonra Rousset et al. (2011),
bugdayda cigeklenme zamani ile iligkili genlerin etkilerini arastirmiglardir. Vrn-3
geni yiksek oranda korelasyon bulunurken, Vrn-1, Hd-1 ve Gigantea genleri daha
az korelasyon bulunmustur. Kolza (Brassica napus)’da tohum yag: ile iliskili
birgok lokus belirlenmistir (Zou et al., 2010). Tetraploid yonca bitkisinde farkli
cevre kosullarinda degerlendirilen verim ile iligkili 15 SSR markir1 saptanmistir
(Li et al., 2011). iliski haritalama bitkilerdeki kompleks 6zellikleri ayirt etmede
basaril1 bir sekilde kullanilmaktadir.

Birbirinden bagimsiz iki populasyona ait soya fasulyesinde (Glycine max L.
Merr.) demir eksikliginin markirlarla iligki haritas1 tek faktor analizi ve Karisik
Lineer Model (Multiple Linear Model, MLM) analizi kullanilarak yapilmistir.
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MLM modeline gore demir eksikligi ile iliskili {ic markir tespit edilmistir.
Bunlardan Satt 114 ve Satt 239 markirlar1 ayn1 zamanda ikinci populasyonda da
bu hastalik ile iligkili bulunmustur (Wang et al., 2008).

Asya ve Afrika kitasindaki 27 farkl iilkeden elde edilen 107 sorghum
genotipleri arasinda 98 SSR markir1 kullanarak iligki haritalama c¢aligmasi
yapilmistir  (Shehzad et al.,, 2009). Calismada 26 morfolojik 06zellik
gozlemlenmistir. Bu 0Ozellikler ile ilgili QTL’leri belirlemede farkli analiz
metodlar1  kullanilmistir  (GLM, MLM ve c¢oklu QTL). Her 3 metodun
kullaniminda ortak sonug; 14 SSR lokusu, 12 farkli morfolojik 6zellik ile iliskili
bulunmustur (basaklanma tarihi, ¢i¢ceklenme tarihi, sap uzunlugu, siirgiin sayisi,
salkim sayis1 ve uzunlugu gibi). Iliskilerin belirlenmesinde farkli modeller

kullanarak sonuglarin dogrulugunun desteklendigini bildirmislerdir.

Fasulyede ise bugiline kadar yapilmis sadece birka¢ iliski haritalama
calismasi bulunmaktadir. Shi et al. (2011), 469 kuru fasulye 6rneginde yaprak
yanikligi ile iligkili SNP markirlarini belirlemislerdir. 132 SNP markirindan 75’ini
iliski haritalama analizinde kullanmaya uygun bulmuslardir. Hastaligi 14 ve 21.
glinlerde sirasiyla 18 ve 22 SNP markirt ile iligkili oldugunu bildirmislerdir.
Bunlardan 14 markir her iki giinde de iliskili bulunmustur. UBC420, SU91, g321,
g471 ve g796 markirlar: yiiksek derecede 6nemli saptanmistir (p <0.001). liskili
bulunan 12 SNP markirinin, daha once yapilan adi yaprak yamklilig: ile ilgili
QTL calismalart ile ortiistiigiini bildirmislerdir.

Galeano et al. (2012), 93 fasulye (80’i Andean, 6’s1 Mezoamerikan gen
havuzuna ait) genotipinde SNP ve SSR markilar1 kullanarak farkli cevre
kosullarinda (sulak ve kurak) fenotipik karakterler (¢iceklenme zamani,
olgunlagma giinii, bitkideki bakla, bakladaki tohum, bitkideki tohum, % bos bakla
sayisi, ortalama bakla uzunlugu ve 100 dane agirhig) ile iliskili MLM ve GLM
analizine dayali harita yapmiglardir. LD analizi sonucu 110 SNP (r2=0.18) ve 24
SSR (r2=0.025) markirin1 6nemli bulmuslaridir. SSR markirlar1 arasindaki LD;
SNP markirlar1 arasinda saptanan LD degerine gore daha diisiik belirlenmistir.
Bunun nedeni SNP markir sayisinin daha fazla olmasma bagli bulmuslaridir.
Sonug olarak haploid bloklar1 2 ile 4, 1 ile 2 ve 2 ile 8 baglant1 gruplar arasinda
SNP markirlar1 belirlenmistir. GLM metodu sonucuna gore, 16 markir ile 53
ozellik bolgesi iliskili bulunmustur. Bunlardan 30’u her iki ortam kosulunda da
iliskili bulunurken 8’i sulak ortamda, 15 ise sadece kurak ortamda iligkili

bulunmustur. 12 SSR lokusundan 10°u her iki ortam kosulunda da iliskili
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bulunmustur. Ayrica, bazi markirlar birden fazla morfolojik 6zellik ile iliskili
bulunmustur. Ornegin; 2. baglant1 grubunda yer alan BM143 markiri ¢iceklenme
zamani, olgunlagsma giinii, % bos bakla, bitkideki bakla ve bitkideki tohum sayisi
ile iligkili bulunmustur. MLM metodu sonucuna gore; 28 markir ile 66 ozellik
bolgesi iligkili bulunmustur. Bunlardan 28’1 her iki ortam kosulunda da iliskili
bulunurken 22’1 sulak ortamda, 16 ise sadece kurak ortamda iliskili bulunmustur.
Ayrica, bazi1 markirlar birden fazla morfolojik 6zellik ile iligkili bulunmustur.
Ornegin; 2. baglant1 grubunda yer alan BSn66_SNP 2 markir, olgunlasma giinii,
% bos bakla, bitkideki bakla, bakladaki tohum ve bitkideki tohum sayisi ile iligkili
bulunmustur. GLM ve MLM sonuglari karsilastirildiginda; BM143 ve BSn244 2
her iki analizde de Onemli saptanmistir. Sonugta birbirine yakin lokasyonda
bulunan oOrnekler kullanilmasina ragmen iligki haritalama metodu sayesinde

onemli bulgular saptanmustir.

Haritalamada genetik bilginin analizinde kullanilmak iizere bilgisayar paket
programlar1 gelistirilmistir. Genetik benzerliklerine gore bireyleri gruplandirmada
(bireyler arasinda alt populasyonlari belirlemede) ¢ok degiskenli analizlerin farkli
cesitleri kullanilabilir. Bu amagla kullanilan iki ana kiimeleme metodu vardir;
bireyler arasinda bulunan genetik uzaklik esasina dayanan metodlar (genellikle bir
agac¢ ya da dendogram seklinde belirtilir) ve model tabanli metodlar. UPGMA,
genetik uzaklik esasina dayanan metodlar arasinda en yaygin olarak kullanilan
metoddur (Mohammadi and Prasanna, 2003). Genetik uzaklik esasina dayanan
metodlar arasinda bulunan bir diger metod da 1987’°de Saitou ve Nei tarafindan
bulunmustur. Bireylerin komsu iligkilerine goére degerlendiren metod (the
neighbour-joining method) evrimsel agaglar olusturmak igin kullanilir. Evrimsel
olarak; UPGMA metodu ile karsilastirildiginda en 6nemli avantaji; bu metodda
bireylerin ayni1 oranda gelistigi kabul edilemez. Ayrica bu metod istatiksel olarak

daha fazla tutarlilik géstermektedir.

Model tabanli kiimeleme metodlari; her kiimenin bazi parametik modeller
tarafindan rastgele yapildigim varsaymaktadir. Bu birey ve kimelerin
parametreleri maksimum olasilik ve Bayesian metodlar1 gibi standart istatistiksel
yontemler kullanilarak belirlenir. Pritchard et al. (2000a), model tabanli
kiimeleme analizi yapan STRUCTURE programini1 gelistirdiler. Bu programda
populasyon yapisinin belirlenmesi ve bireylerin alt gruplara ayrilmasi igin
genotipik verileri kullanilmistir. STRUCTURE programi, farkli populasyonlardan
kokenlenen bireylerin  genomlarindaki oranini  hesapladigi igin  karisim
(admixture) analizi gergeklestirmektedir. STRUCTURE; Bayesian yaklagimini
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kullanir ve kismi olarak ger¢eklesen mutasyonlar1 kullanmamaktadir. Pritchard et
al. (2010), STRUCTURE programinda elde edilen populasyon sayisinin
(programda K olarak belirtilmektedir) onemli oldugunu ve bu populasyonlarin
biyolojik 6neminin dikkate alinmasi gerektigini vurgulamiglardir. Daha sonra
2005 yilinda Evanno et al. dogru populasyon sayisint (K) belirlemeye yardim
etmek i¢in ad hoc statistic (AK) formiiliinii bulmuslardir.

AK=m(L(K + 1) A 2 L(K) + L(K A 1)])/s[L(K)]

Bu formiile gore, L(K); belirli bir K degeri i¢in Ln P(D)’nin tahmini
olasiligi s[L(K)]; L(K)’nin standart sapma degerini gostermektedir. m ise
ortalama degeri belirtmektedir. Sonugta (AK) degeri dogru K degerinde
maksimum pik gosterir (Cho et al., 2008). Fasulye ile yapilan bir¢ok genetik
cesitlilik calismasinda da STRUCTURE programi kullanilarak populasyonlar
basarili bir sekilde gruplara ayrilmaktadir (Blair et al., 2012; Hegay et al., 2012).

Genotip acisindan populasyon yapist belirlenmis analizlerin fenotipik
karakterlerle iliskilerinin degerlendirilmesinde TASSEL programi
kullanilmaktadir (Pritchard et al., 2000b; Thornsberry et al., 2001). Kompleks
ozellikler birden fazla QTL ile kontrol edildiginden, QTL haritalarinin amaci; her
bir QTL ile iligkili markirlar1 belirlemektir. Bu amag¢ dogrultusunda markirlarla
iliskili kalic1 olacak sekilde lineer modeller gelistirilmistir. Bu programda GLM
ve MLM modellerine gore analizler yapilmaktadir. GLM modeline gore;
oncelikle STRUCTURE programu tarafindan populasyon yapisi belirlenir ve Q
matrix elde edilir. GLM; her bir markir-6zellik kombinasyonu icin ana etkileri,
birbirleriyle olan etkilesimleri, i¢ i¢e etkilesimleri ve kovaryeterleri de dikkate
alarak en kucuk kareleri hesaplar (Bradbury et al., 2007). TASSEL ayrica LD
hesaplamada ve grafiksel olarak yorumlamada da kullanilmaktadir.



3. MATERYAL-METOD

3.1 Materyal

Calismada diinya ve Tirkiye’nin farkli bolgelerinden elde edilmis fasulye

(Phaseolus vulgaris L.) tiiriine ait 66 genotip kullanilmistir. Kullanilan genotipler
Cizelge 3.1’de belirtilmistir.

Cizelge 3.1 Calismada kullanilan fasulye genotipleri ve lokasyonlari

Genotip Numarasi (#) Lokasyon Genotip Numarasi (#) Lokasyon

1 Golcuk/Turkiye 34 Karadeniz/Turkiye
2 Bozdag/Tiirkiye 35 Tekirdag/Tirkiye
3 Golcuk/Turkiye 36 Isparta/Turkiye

4 Golcuk/Turkiye 37 Karadeniz/Turkiye
5 Golcuk/Turkiye 38 Alman Ayse/Tirkiye
6 Golcuk/Turkiye 39 Sarikiz/Tiirkiye

7 Bozdag/Tiirkiye 40 Tirkiye

8 Golcuk/Turkiye 41 Tirkiye

9 Bozdag/Tiirkiye 42 Tirkiye

10 Kirklareli/Tiirkiye 43 Bulgaristan

11 Kirklareli/Tiirkiye 44 Tirkiye

12 Bandirma/Tiirkiye 45 Almanya

13 Bandirma/Tiirkiye 46 Almanya

14 Bandirma/Tiirkiye 47 Tirkiye

15 Bandirma/Tiirkiye 48 Tirkiye

16 Bandirma/Tiirkiye 49 Tirkiye

17 Golcuk/Turkiye 50 Hollanda

18 Golcuk/Turkiye 51 Hindistan

19 Kirklareli/Tiirkiye 52 Hindistan

20 Kirklareli/Tiirkiye 53 ABD

21 Bandirma/Tiirkiye 54 Ingiltere

22 Bandirma/Tiirkiye 55 Ingiltere

23 Bandirma/Tiirkiye 56 Ingiltere

24 Kirklareli/Tiirkiye 57 Trkiye

25 Yalova/Turkiye 58 Bursa/Turkiye

26 Yalova/Turkiye 59 Hollanda

27 Gino/Turkiye 60 Hollanda

28 Sarikiz/Tiirkiye 61 ABD

29 Selcuk/Turkiye 62 ABD

30 Tokat/Ttrkiye 63 ABD

31 Ozayse/Tiirkiye 64 ABD

32 Tire/Turkiye 65 Tirkiye

33 Antalya/Turkiye 66 Trkiye
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3.2 Metod

3.2.1 Fasulye genotiplerine ait tohumlarm ekilmesi, yetistirilmesi ve

hasadi

Genotipler, 7 Agustos 2011 tarihinde yaz mevsiminde Ege Universitesi
Ziraat Fakiltesi Bahcge Bitkilerinin arazisinde tesadiif bloklar1 deneme desenine
gore ekilmistir. EKimler, 60 X 10 normlarinda yapilmistir. Deneme, iki tekerrtrli
olarak ekilmistir. Gerekli bakim isleri yapildiktan sonra 12 Kasim 2011 tarihinde

hasat edilmistir.
3.2.2 Fenotipik analizler

Bitkilerde agronomik gézlemler The International Board for Plant Genetic

Resources (IBPGR) kriterlerine gore yapilmistir. Buna gore;

3.2.2.1 Meyve liflilik ozelligi: Lifli/Lifsiz olarak degerlendirilmistir. Lifsiz
(1) ve Lifli olanlar (2) olarak kaydedilmistir.

3.2.2.2 Bitki biiyiime sekli: Asagidaki kriterler gz oniinde bulundurularak

degerlendirme yapilmistir.

1- Bodur tipi

2- Sirik tipi

3- Yar1 tirmanici sirik tip

4- Tirmanaici sirik tip

3.2.2.3 Bitki_tipi: Asagidaki kriterler g6z o6nunde bulundurularak
degerlendirme yapilmistir. Temel olarak bodur ve sirik olarak degerlendirilmistir.
Bodur tipde; ciceklenme baslayinca yeni siirglin olusumu durmaktadir. Sirik
tiplerde ise; ciceklenme boyunca yeni biliyiime yerleri gelismeye devam

etmektedir.

1- Bodur tipi
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2- Dallar1 yere dogru egilen sirik tip

3- Dik dallar1 olan sirik tip

4- Ana kok ve dallar1 yar1 tirmanicr sirik tip

5- Baklalar1 esit dagilmis ve 1limli tirmanma yetenegi olan sirik tip

6- Baklalar1 bogumlarin iistiinde bulunan ve tirmanma yetenegine sahip sirik
tip

7- Diger

3.2.2.4 Tohum taslagi sayisi: Bitkilerin her birinden en az 5 bakla segilerek

tohum sayilar1 sayilmis ve ortalamalar1 alinmastir.

3.2.2.5 Ciceklenme zamani: Bitkilerde ilk ¢iceklenmenin basladig

tarihden itibaren gecen giin sayisi olarak kaydedilmistir.
3.2.3 DNA izolasyonu

DNA izolasyonu i¢in genotiplerin yeni agmakta olan gen¢ yapraklari
kullanilmistir. Yaprak ornekleri sivi azot (-196°C) icerisine konulmus daha sonra
DNA izolasyonuna kadar -80°C’de saklanmistir. DNA izolasyonu; Saghai-Maroof
et al.’un (1984) CTAB (Cetyl trimethylammonium bromide) protokolli modifiye
edilerek yapilmistir. Uygulanan DNA izolasyon protokolli asagida maddeler

halinde verilmistir.

- 0.1 g yaprak ornegi eppendorf tiip igerisinde sivi azot kullanilarak doku
pargalayici cihazi araciligiyla ezilmistir.

- 900 ul CTAB buffer ilave edilip, karismasi igin 1-3 dk vortekslenmistir.

- 4 pul RNase solusyonu ve 4 pl ProteinazK solusyonu ilave edilerek yavasga
karistirilmis ve 37°C’de 15 dk inkubasyona birakilmustir.

- Daha sonra 65°C’de 1 saat su banyosunda bekletilmistir. Bu esnada
eppendorf tiipler her 10 dakikada bir karistirilmistir.

- Ornekler, inkiibasyondan sonra oda sicakliginda 5 dk bekletildikten sonra
uzerlerine 900 ul fenol: kloroform: izoamilalkol (25:24:1) karisimindan
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eklenmis ve DNA’nin zarar gormemesi i¢in ¢ok yavas bir sekilde karistirma
islemi gerceklestirilmistir.

- 14.000 rpm’de 15 dk santrifuj edilmistir.
- Siipernatant kisim temiz bir ependorfa alinmistir.

- Slpernatantin tizerine hacminin 2/3’i kadar 600 pl soguk isopropanol ilave
edilmigtir. Pellet olusumu gozlenene kadar yavasca karistirma yapilmaigstir.

- Ornekler 5000 rpm’de 30 sn santrifiijlenerek (st faz dibe ¢oken pellet dibe
diismeyecek sekilde uzaklastirilmistir.

- Pellet Uzerine 10 mM amonyum asetat iceren % 76’lik etanol ilave edilmis
ve 2000 rpm’de 30 sn santrifiijlenerek yikama islemi yapilmistir.

- Siipernatant dikkatli bir sekilde uzaklastirllmistir ve alkoliin tamamen
uzaklagtirilmasi i¢in 1 gece boyunca oda sicakliginda bekletilmistir.

- Alkol tamamen uctuktan sonra 100 pl TE (Tris-EDTA) tampon c¢ozeltisi
ilave edilerek 65°C’de 1 saat DNA’nin ¢dziilmesi beklenmistir.

- lIzolasyonu tamamlanan ornekler yapilan analizler boyunca +4°C’de
saklanmistir. Stok DNA’lar ise -80°C’de muhafaza edilmektedir.

DNA izolasyonunda kullanilan ¢6zeltilerin icerikleri EK 1.1°de yer
almaktadir.

3.2.3.1 DNA safliginin belirlenmesi

Elde edilen DNA’nin safliginin belirlenmesi i¢in TE tampon ¢ozeltisi
icerisinde ¢Ozdiigtimiiz 6rneklerden 2 pl alinmus, tizerine 8 ul Up su (Ultra pure
su) ve 2 ul brom fenol blue boyasi eklenerek, 1X TAE (Tris-Asetat-EDTA)
tamponu igerisinde yer alan % 1’lik agaroz jele yiikleme yapilmistir. Elektroforez

islemi sirasinda 60 Volt gerilim ve 400 mA akim uygulanmustir.

3.2.3.2 Agaroz jellerin boyanmasi ve goriintiilenmesi

Agaroz jeller 5 ul EtBr (Etidyum Bromid) / 100 ml saf su icinde 20 dakika
siireyle karistirict iizerinde boyanmistir. Boyama isleminin ardindan saf su ile
durulanan jeller G-box SYNGENE gorintileme sistemi ile UltraViyole (UV) 1s1k

altinda goriintiilenmistir.
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Agaroz jel elektroforezinde kullanilan c¢ozeltilerin icerikleri EK 1.2°de yer
almaktadir.

3.2.3.3 DNA miktarimin belirlenmesi ve DNA konsantrasyonun PCR

reaksiyonlari icin avarlanmasi

Izolasyonu ve agaroz jel elektroforezde safliklar1 belirlenen &rneklerin
DNA/RNA oranlart ve DNA’larinin miktarlar1 spektrofotometre ile (NanoDrop
ND 1000) 260 ve 280 nm dalga boylarinda dlgiimler yapilarak belirlenmistir. PCR
reaksiyonlarinda kullanilmak amaciyla stok DNA’lardan AFLP analizlerinde
kullanmak {izere 40 ng/ul, SSR ve SNP analizlerinde kullanmak iizere 20 ng/ul,

konsantrasyonlarda hazirlanmistir.
3.2.4 AFLP markir analizi

AFLP analizleri icin, LI-COR 4300 DNA Analyser cihazi kullanilmistir.

AFLP markir analizinde kullanilan ¢ozeltilerin igerikleri EK 1.3’de verilmistir.

3.2.4.1 Genomik DNA’nin restriksivon enzimleri ile kesilmesi

Genomik DNA EcoRI (6 bp lik tanima bolgesi) ve Msel (4 bp’lik tanima
bolgesi) restiriksiyon enzimleri ile kesilmistir. EcoRI her 2 — 2.5 kb’de bir kesim
yaparken Msel 300- 400 bp’de bir kesim yapmustir. Her bir 6rnege ait reaksiyon
tiipleri icerisine Cizelge 3.2°de yer alan karisim ilave edilmis ve daha sonra PTC—
225 Peltier Thermal Cycler cihazinda 37°C’de 2 saat, 70°C’de 15 dakika

reaksiyona tabi tutulmustur.

Cizelge 3.2  Genomik DNA’nin restriksiyon enzimleri ile kesilmesi isleminde bir 6rnek

i¢in kullanilan kokteyl igerigi ve miktarlar

Bilesen Miktar
5X Reaksiyon Tamponu 2.5 ul
EcoRI/Msel Enzim Karigimi 1ul
Upsu 4 ul
DNA (40 ng/ pl) Sul

Toplam Hacim 12.5 ul
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3.2.4.2 Adaptorlerin ligasyonu

Adaptorlerin ligasyonu isleminde her bir 6rnek i¢in kullanilan karisim
icerigi ve miktarlar1 Cizelge 3.3 de verilmistir. Reaksiyon iiriinleri 20°C’de 2 saat

reaksiyona tabi tutulmustur.

Cizelge 3.3  Adaptorlerin ligasyonu isleminde bir 6rnek icin kullanilan karigim igerigi

ve miktarlari

Bilesen Miktar
Restriksiyon enzimi ile kesilmis genomik DNA 12.5 ul
Adaptor Karisimi 12 ul
T4 DNA Ligaz 0.5ul
Toplam Hacim 25 ul

PCR islemi sonrasinda bu orneklerden 10 pl alinip, 90 pl TE tampon
cozeltisi ilave edilerek 1:10 oraninda seyreltme islemi gergeklestirilmistir.

3.2.4.3 Pre-amplifikasyon

Pre- amplifikasyon isleminde her bir 6rnek i¢in kullanilan karigim igerigi ve
miktarlar1 Cizelge 3.4’de verilmistir. Daha sonra PTC-225 Peltier Thermal Cycler
cihazinda Cizelge 3.5’de belirtildigi sekilde reaksiyona tabi tutulmustur.

Cizelge 3.4  Pre- amplifikasyon isleminde bir 6rnek i¢in kullanilan karisim igerigi ve

miktarlar
Bilesen Miktar
1:10 seyreltilmis Ligasyon {iriinleri 2.5 ul
AFLP 10X Pre-amplifikasyon Primer karisimi 20 ul
PCR Reaksiyon tamponu 2.5 ul
Tagq DNA polimeraz (5 unit/ul) 0.5 ul

Toplam Hacim 25.5 ul




31

Cizelge 3.5 Pre-amplifikasyon isleminde uygulanan PCR islemi igin reaksiyon

basamaklari, siiresi ve sicakliklari

E::lak;i;/gln Reaksiyon sicakhigi Reaksiyon siresi
1 94°C 30 sn

2 56°C 1 dk

3 72°C 1 dk

4 1.2. ve 3. asamalar 20 kez tekrarlanir
S 4°C ©

3.2.4.4 Pre-amplifikasyon Urunlerinin agaroz jel elektroforezi

Pre-amplifikasyon isleminde elde edilen firiinler selektif amplifikasyon
boyunca stok gorevi goreceginden bu agamada bir sorun olup olmadiginin tespiti
icin pre-amplifikasyon drunleri % 1.2’lik agaroz jelde yduritilerek kontrol

edilmistir.

3.2.4.5 Selektif amplifikasyon

Selektif amplifikasyon asamasinda pre-amplifikasyon drlnleri 1:40
oraninda seyreltilerek kullanilmistir. Seyreltilmis pre-amplifiye iirtinleri farkl
kombinasyonlarda primerlerle reaksiyona tabi tutulmustur Kullanilan EcoRI
primerleri IRD’ye 700 ve IRD’ye 800 floresan boyalar1 ile isaretlenmistir.
Selektif amplifikasyon isleminde her bir 6rnek i¢in kullanilan karigim igerigi ve

miktarlar1 Cizelge 3.6’da verilmistir.

Cizelge3.6 Seclektif amplifikasyon isleminde bir 6rnek igin kullanilan karisim
igerigi ve miktarlar

Taq DNA polimeraz karisimi

Bilesen Miktar
Ultra saf su 158 ul
10X Amplifikasyon Tamponu 40 ul
Taq DNA polimeraz (Roche) (0.5unit/pl) 2l

Toplam Hacim 200 pl
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1X Kokteyl igin

Bilesen Miktar

Taq DNA polimeraz karigimi 6 ul

1:40 Seyreltme islemi yapilmis pre-amplifiye DNA 2 ul

Msel (1pmol) 2 ul
EcoRI (IRD’ye 700) (2 pmol) 1l
EcoRI (IRD’ye 800) (2 pmol) 1l
Toplam hacim 12 pl

Calismada 50 adet primer kombinasyonu denenerek aralarindan polimorfik
olan 9 primer kombinasyonu secilmis ve bu secilen primerler 66 adet fasulye
genotipi icin uygulanmistir. Cizelge 3.7°de kullanilan primer kombinasyonlar1 yer

almaktadir.

Cizelge 3.7 AFLP analizlerinde kullanilan primer kombinasyonlari (700:700 nm,
800:800 nm dalga boylarmin absorbe edildigini belirtmektedir.)

Primer Kombinasyonu
M-CAA/E-AAC (700)
M-CAA/E-AGC (800)
M-CAA/E-AAG (700)
M-CAA/E-AGG (800)
M-GAT/E-ACA (700)
M-GAT/E-ACT (800)
M-GAT/E-AAG (700)
M-GAT/E-AGT (800)
M-ACG/E-ACA (700)

Selektif amplifikasyon agsamasinda PCR ig¢in PTC-225 Peltier Thermal
Cycler cihaz1 Cizelge 3.8’de belirtildigi gibi programlanmistir.
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Cizelge 3.8 Selektif amplifikasyon isleminde uygulanan PCR islemi igin

reaksiyon basamaklari, siiresi ve sicakliklar

Reaksiyon Basamagi  Reaksiyon Sicakhgi Reaksiyon Siresi

1 94°C 30 sn
2 65°C 30 sn
3 72°C 1dk

4 94°C 30 sn
5 65°C 30 sn
6 72°C 1dk

7 94°C 30sn

65°C’den 56°C’ye kadar her bir basamakta, 7°C’lik sicaklik

8-42 diisiisii ile 5, 6 ve 7. basamaklar tekrarlanir.
43 40 numarali basamak 23 kez tekrarlanir.
44 4°C o

3.2.5 SSR markir analizi

SSR analizleri icin, LI-COR 4300 DNA Analyser cihazi kullanilmistir.
Calismamizda daha oOnce literatiirde yaymlamis fasulye genotiplerine ait SSR
primerleri kullanilmistir (Yu et al., 2000; Gaita’n-Sol1’s et al., 2002; Blair et al.,
2003). Literatiirden elde edilen toplamda 30 SSR primeri deneme amagh olarak 4
genotip DNA’sinda polimorfizmin belirlenmesi i¢in kullanilmistir. Sonugta bu
primerler arasindan 22 SSR primerlerinin polimorfik oldugu belirlenmis ve tim
orneklere uygulanmistir. SSR Forward primerlerinin 5° ucuna M13 forward
(CACGACGTTGTAAAACGAC) sckansi eklenmistir. Kullanilan primerlerin
isimleri ve sekans bilgileri Cizelge 3.9’da yer almaktadir.



Cizelge 3.9 SSR analizlerinde kullanilan primer isimleri ve sekanslari

Primer Adi M13 isaretli Primer Forward (5'-3") Reverse (5'-3")

BMd45 CACGACGTTGTAAAACGACGGTTGGGAAGCCTCATACAG ATCTTCGACCCACCTTGCT
BMd1 CACGACGTTGTAAAACGACCAAATCGCAACACCTCACAA GTCGGAGCCATCATCTGTTT
BM181 CACGACGTTGTAAAACGACATGCTGCGAGTTAATGATCG TGAGGAGCAAACAGATGAGG
BMd50 CACGACGTTGTAAAACGACTGGTGAGAGAAGGACAATAGCA GCCGCTTGTGACGTTTATTT
BMd37 CACGACGTTGTAAAACGACGGCACGAGCAACAATCCTT CCATCATAGAGGGCAACCAC
BM170 CACGACGTTGTAAAACGACAGCCAGGTGCAAGACCTTAG AGATAGGGAGCTGGTGGTAGC
BM160 CACGACGTTGTAAAACGACCGTGCTTGGCGAATAGCTTTG CGCGGTTCTGATCGTGACTTC
BM210 CACGACGTTGTAAAACGACACCACTGCAATCCTCATCTTTG CCCTCATCCTCCATTCTTATCG
BM183 CACGACGTTGTAAAACGACCTCAAATCTATTCACTGGTCAGC TCTTACAGCCTTGCAGACATC
BM151 CACGACGTTGTAAAACGACCACAACAAGAAAGACCTCCT TTATGTATTAGACCACATTACTTCC
BMd46 CACGACGTTGTAAAACGACGGCTGACAACAACTCTGCAC CTGGCATAGGTTGCTCCTTC
BM114 CACGACGTTGTAAAACGACAGCCTGGTGAAATGCTCATAG CATGCTTGTTGCCTAACTCTCT
BM157 CACGACGTTGTAAAACGACACTTAACAAGGAATAGCCACACA GTTAATTGTTTCCAATATCAACCTG
BMd42 CACGACGTTGTAAAACGACTCATAGAAGATTTGTGGAAGCA TGAGACACGTACGAGGCTGTAT
BMd22 CACGACGTTGTAAAACGACGGTCACTTCCGGAGCATTC CGGGAAATGGAAGTCACAGT
BM184 CACGACGTTGTAAAACGACAGTGCTCTATCAAGATGTGTG ACATAATCAATGGGTCACTG
BMd27 CACGACGTTGTAAAACGACGGACCCACCATCACCATAAC TGGTGGAGGTGGAGATTTGT
BMd33 CACGACGTTGTAAAACGACTACGCTGTGATGCATGGTTT CCTGAAAGTGCAGAGTGGTG
BMd36 CACGACGTTGTAAAACGACCATAACATCGAAGCCTCACAGT ACGTGCGTACGAATACTCAGTC
BMd38 CACGACGTTGTAAAACGACGCGTTTCCATGAATCAATCC AAATTCCGAACCCGTGAACT
BMd39 CACGACGTTGTAAAACGACCACCGAGGAGTTTCTGTGAA TTAAGTCCTTGCAGCCCTTC

*koyu renkle gosterilen M13 forward (CACGACGTTGTAAAACGAC) sekansidir.

ve
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SSR PCR isleminde her bir ornek i¢in kullanilan karigim igerigi ve
miktarlar1 Cizelge 3.10°da verilmistir. M13 kuyruk sekansi ile isaretlenmis
primerlerin uygun ortamda ¢ogalabilmesi i¢in reaksiyon ortamina 700 ya da 800
nm dalga boyunda etiketlenmis M13 primeri (5'-CACGACGTTGTAAAACGAC-
3") eklenmistir, boylelikle PCR Urlnleri Li-Cor jel sistemine transfer edilebilir.

Cizelge 3.10  SSR PCR isleminde bir 6rnek igin kullanilan karigim igerigi ve miktarlar

Bilesen Miktar
DNA (20 ng/ul) 5ul
GoTaq polimeraz 0.04ul
5X GoTaq Flexi Buffer 4 ul
dNTPs (10mM) 0.4 ul
MgCl, (20mM) 1.6 ul
Forward Primer 0.2 ul
Reverse Primer 0.8 ul
M13 (IRD’ye 700 veya 800) 0.8 ul
Up su 7.16 pl
Toplam hacim 20 pl

PCR reaksiyon bilesenleri hazirlanirken kullandigimiz M13 primerinin 1s13a
duyarlihigr nedeniyle karanlik bir ortamda calisilmistir. Daha sonra PTC-225
Peltier Thermal Cycler cihazinda Cizelge 3.11°de belirtildigi sekilde reaksiyona
tabi tutulmustur.
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Cizelge 3.11  SSR isleminde uygulanan PCR islemi i¢in reaksiyon basamaklari, siiresi
ve sicakliklar
E::ak;i;/gln Esgllzlsliglon Reaksiyon suresi
1 94°C 5 dk
2 94°C 45 sn
3 65°C 1sn
o o ’

4 0.5%s to 51 8550%d|?l? sﬁiaﬁliedl;g?ias:isge?;klesir
5 72°C 1dk
6 ijﬁéi;e > 40 kez tekrarlanir

94°C 45 sn
8 60°C 45 sn

72°C 1dk
10 7. ve 8. asamalar 24 kez tekrarlanir
11 72°C 10 dk
12 4°C 00

3.2.6 SNP markir analizi

SNP analizleri i¢in, LI-COR 4300 DNA Analyser cihazi kullanilmigtir. SNP
analizi i¢in daha Once literatiirde yaymlamis fasulye genotiplerine ait SNP
primerleri kullamlmistir (Galeano et al., 2009a; Galeano et al., 2009b).
Literatirden elde edilen toplamda 50 SNP primeri, fasulye genotiplerine ait 4
DNA’da polimorfizmin belirlenmesi i¢in kullanilmistir. Sonugta bu primerler
arasindan 48 SNP primerlerinin polimorfik olduguna karar verilmis ve tiim
orneklere uygulanmistir. SNP Forward primerlerinin 5 ucuna M13 forward
(CACGACGTTGTAAAACGAC) sekansi eklenmistir. SNP analizi i¢in kullanilan
primerlerin isimleri ve sekans bilgileri Cizelge 3.12°de yer almaktadir.



Cizelge 3.12 SNP analizlerinde kullanilan primer isimleri ve sekanslari

SNP primer adi

M13 isaretli Primer Forward (5'-3")

Primer reverse

SNP1

CACGACGTTGTAAAACGACCGTCAAACGATGCTGGATGAAC

CCACCAACTTCAGGAATACGTCA

SNP2 CACGACGTTGTAAAACGACGTGTTGAAGTTGCAGGGAGAA TGAATCCGTGTCTTCCATAGC
SNP3 CACGACGTTGTAAAACGACTGCGAGTATTTGGGACCTTTGC GGTGAGGTTGCATGGCTGAAG
SNP4 CACGACGTTGTAAAACGACGACCGTGGAGAACACGCTGAAC CAACACAGGGGCAGATCCATTT
SNP5 CACGACGTTGTAAAACGACCTGTGAGGTACGGCAATTCTGG GGGTTATACGGCGAGTGTGAGA
SNP6 CACGACGTTGTAAAACGACCTGTGTTGGTGGATTTCCTTGT GATGTTCGCCAGGTTCATAGAG
SNP7 CACGACGTTGTAAAACGACCAAAAACAACCGCCGAAAAG TGGTGTGTGTAAGCCAACTGC
SNP8 CACGACGTTGTAAAACGACCCGGAGAACGCTGTTTATGA CTTCACCTGCTTGGCGTATG
SNP9 CACGACGTTGTAAAACGACTCTCTTCCTTTCCATGTTCCTC CACAATGACTGGTGGCTTAACA
SNP10 CACGACGTTGTAAAACGACGACTGGAGCTTTGCTTCTTG GAGTTGGAACCCTCTCAGC
SNP11 CACGACGTTGTAAAACGACCACTCCCTGGAATCTATGACC ACAACCACCTTGTCCACTTTG
SNP12 CACGACGTTGTAAAACGACCAGATGCAGCCTATGGTGAAG CGACATTGCTGGTTGTATCG
SNP13 CACGACGTTGTAAAACGACGTGACTCCATGCCTGAGCTA GTGGTAGTGAAGCTGCGTTT
SNP14 CACGACGTTGTAAAACGACTTCCGTTACTTCCTGCTGTTTC CTTGAGTTCTGGTGGCTCTGAT
SNP15 CACGACGTTGTAAAACGACCCTTTCCCTCTTTCTCGATCTC CAGAACAGGTTGGGTTTCTCAC
SNP16 CACGACGTTGTAAAACGACCTTTGCTGTGTCTCTTTGCTG TTGGTTATGTTCCACCCATC
SNP17 CACGACGTTGTAAAACGACTTTGAAGCAGGAGAAGATGGAC CCCAATCACTTTCCACAACATC
SNP18 CACGACGTTGTAAAACGACCTCCCACATCCAAACTTCCTA GGGGGTGAACCATATCTTGTC
SNP19 CACGACGTTGTAAAACGACCGCAGTCAGCCCACTACTCA CGAAATGCCTCCGAAGAAGA
SNP20 CACGACGTTGTAAAACGACTTTTGGGGTTAGTTCAAGACTG GATTTTCTTAGCTTCAGGAGTGC
SNP21 CACGACGTTGTAAAACGACGGATTTGGCTCTGCAAGAATG GATGGCAACAAAACTGGGAGA
SNP22 CACGACGTTGTAAAACGACTGACGAGAGTGAAGACGAGAAG GAACAGCAAGAGAACCAAATCC
SNP23 CACGACGTTGTAAAACGACCATGCAATGGAGGCTACAAAAG TCTGCAAACAAAACCGCTACAC

SNP26

CACGACGTTGTAAAACGACGACCTGGCATTCGCTTTTTC

CCTTGTGTCCTCAGCAGTCAG

LE



Cizelge 3.12 (devam)

SNP primer adi

M13 isaretli Primer Forward (5'-3")

Primer reverse

SNP27

CACGACGTTGTAAAACGACGAAGATGGAGGCTTTGAGGTAA

TGTAAAAGGAAAGTGCGAGAGC

SNP28 CACGACGTTGTAAAACGACGCCTGGATAGAGAGAAAGCAC CAACAAAACCACCCATTCC

SNP29 CACGACGTTGTAAAACGACGAGATGAAGGTGGCAAGCAC CAAGAGAGGAGGGCAAGTCC
SNP30 CACGACGTTGTAAAACGACCACGAGCACCAACCTCACTC AACACCAAAGAGCCGTCACC
SNP31 CACGACGTTGTAAAACGACCCTCTCGTTTGCTCTTCC GCGAAAAGGTTGAGATGC

SNP32 CACGACGTTGTAAAACGACGGGCTGTGACTCTACTTGGTCTG GACAAACACATTCAACGAAGACG
SNP33 CACGACGTTGTAAAACGACTCTCTCACTCACACACTCACACTCA | TAGATTTGGCATCAGCAAGAACAG
SNP34 CACGACGTTGTAAAACGACGTCAACCAAGACCCCATCT GAAGGACACAGGCTTATCATC
SNP35 CACGACGTTGTAAAACGACGTGATCTTGATGGGTGCAGT GGACTAAATAGAGAGGCGTGT
SNP36 CACGACGTTGTAAAACGACACAAACTTCATCCAGGTGGTC GAGGGCAGGCTCTACAAATG
SNP37 CACGACGTTGTAAAACGACGATTGTTGGAAGCAAAGGAAAG CAGACAAAACTCAGAAGCCAAA
SNP38 CACGACGTTGTAAAACGACCAAATCCCAAACGGAACAAACC TAGTGATTTTCTCCGGCGCTTC
SNP39 CACGACGTTGTAAAACGACGCGCCGGAGAAAATCACTAAGC CAGGCTCGTCAACGCTCTTACA
SNP40 CACGACGTTGTAAAACGACGATCTGAACACTCTTGGAAGTTAAA | CGAGACCACCTTCATCCATA
SNP41 CACGACGTTGTAAAACGACCACTTTTCTTGGATGGCTTGAA GACTGGTATATGCAAAGAGGCAAT
SNP42 CACGACGTTGTAAAACGACCATGGAAACTGGCATAGCAT CCTGAAGCCAAAAGATGGAG
SNP43 CACGACGTTGTAAAACGACCATCTCTCCATCTTTTGGCTTC AGTGAAGTACCCTTTGCCTTTG
SNP44 CACGACGTTGTAAAACGACCCTCACAAAAGCAACACCAGAT CTCGTCCCCAAAAGAATTAACG
SNP45 CACGACGTTGTAAAACGACCCCTCTCTCTCATCAACCAGTA GTGGCTCACTTCTCTTACATACAC
SNP46 CACGACGTTGTAAAACGACCGTTCTCTTCTCTGCTCTCACG GGGGGTAATGAGGGTGAACAT
SNP47 CACGACGTTGTAAAACGACCCAAAAGGCACCGTCAGATATT GTTCACTCCATCACACCCAATC
SNP48 CACGACGTTGTAAAACGACGGCCTCTTTTACTGGGAGACAT GGAATAGCACCAGCTCGAATAC
SNP49 CACGACGTTGTAAAACGACGCTATGAAGAAATGGTGGATGC CTTTATCCGCTTCACACTCACA
SNP50 CACGACGTTGTAAAACGACGAAAGGGTGTGAGAGGTTTTGT GTGGCTCCTTGTAGTCCTTGTC

*koyu renkle gosterilen M13 forward (CACGACGTTGTAAAACGAC) sekansidir.

8¢
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SNP PCR isleminde her bir O6rnek i¢in kullanilan karisim igerigi ve
miktarlart Cizelge 3.13’de verilmistir. M13 kuyruk sekansi ile isaretlenmis
primerlerin uygun ortamda ¢ogalabilmesi i¢in reaksiyon ortamina 700 ya da 800
nm dalga boyunda etiketlenmis M13 primeri (5'-CACGACGTTGTAAAACGAC-
3") eklenmistir, boylelikle PCR Urlnleri Li-Cor jel sistemine transfer edilebilir.

Cizelge 3.13 SNP PCR isleminde bir 6rnek i¢in kullanilan karisim igerigi ve miktarlart

Bilesen Miktar
DNA (20 ng/ul) 5ul
GoTaq polimeraz 0.04 ul
5X GoTaq Flexi Buffer 4 ul
dNTPs (10mM) 0.4 ul
MgCl; (20mM) 1.6 ul
Forward Primer 0.2 ul
Reverse Primer 0.8 ul
M13 (IRD’ye 700 veya 800) 0.8 ul
Up su 7.16 pl
Toplam hacim 20 pl

PCR reaksiyon bilesenleri hazirlanirken kullandigimiz M13 primerinin 1s1ga
duyarliligr nedeniyle karanlik bir ortamda calisilmistir. Daha sonra PTC-225
Peltier Thermal Cycler cihazinda Cizelge 3.14°de belirtildigi sekilde reaksiyona

tabi tutulmustur.

Cizelge 3.14  SNP isleminde uygulanan PCR islemi i¢in reaksiyon basamaklari, stiresi

ve sicakliklar

Reaksiyon Reaksiyon Reaksiyon siiresi

basamag sicakligi

1 94°C 5dk

2 94°C 45 sn

3 65°C 1sn

4 0.5%/s t0 51 65°C’den 51°Cye kadar sn’de 0.5°C’lik

sicaklik diisiisii gerceklesir

5 72°C 1dk

6 2.3.4. ve 40 kez tekrarlanir
S5.asamalar

7 94°C 45 sn

8 60°C 45 sn

9 72°C 1dk

10 7. ve 8. agamalar 24 kez tekrarlanir

11 72°C 10 dk

12 4°C 0
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3.2.7 Poliakrilamid jel elektroforezi

Elektroforez icin, LICOR/Biosciences, NEN Model 4300, DNA Analyzer
cihazi kullamlmistir (EK 1.4 boliminde, Poliakrilamid Jelin Igerigindeki
Maddeler ve Hazirlanis1 bashiginda kullanilan ¢ozeltilerin  igerikleri yer
almaktadir). Tiim markir (AFLP, SSR ve SNP) sonuglarinin goriintiilenmesi i¢in
% 8’lik poliakrilamid jel kullanilmistir. Jel polimerizasyonu tamamlandiktan
sonra 1X TBE (Tris-Borik asit-EDTA) tamponu ile doldurulmus tank igine
yerlestirilmistir. On 1s1tma (pre-run) islemi icin 1200V, 35 mA, 25 W 45°C’de 15
dk’ya programlanmistir. Jelin 6n 1sitilmast tamamlandiktan sonra selektif PCR
Uriinlerine 5 pl Blue Stop Cozeltisi ilave edilmis ve sonra 94°C’de 3 dk
denatiirasyon islemi gerceklestirilmistir. Isigin floresan boya ile isaretli 6rneklere
olan zararl etkilerini dnlemek i¢in, 6rnekler ylikleme bitene kadar karanlikta ve
buz iizerinde bekletilmislerdir. Daha sonra elektroforeze 1pul sirasiyla 700 ve 800
IRD’ye ile isaretli markir (50-350 bp) ve ornekler yiiklenmistir. 1200V, 35 mA,
25 W 45°C elektroforez kosullarinda 300 dk yiiriitme islemi, programa komut

verilerek gergeklestirilmistir.
3.2.8 Markir analiz sonu¢larinin skorlanmasi

Poliakrilamid jel elektroforez islemi sonucunda elde edilen goriintiiler,
calismada kullanilan tiim markir tekniklerindeki primerlerin gostermis oldugu
polimorfik bantlar acisindan degerlendirilerek, her bir 6rnek igin bant
bulunduranlar (1) ve bant bulundurmayanlar (0) olarak skorlanarak, elde edilen

veriler Microsoft Office Excel dosyasinda kay1t edilmistir.
3.2.9 PIC degerlerinin hesaplanmasi

PIC degeri, genetik c¢aligmalarda polimorfizmin bir Jlgiisii olarak
kullanilmaktadir (Shete et al., 2000). Her bir markirin polimorfizm orani ile ilgili
ayirt etme giliciinii ifade etmektedir. PIC degeri allelerin sayisina ve allellerin

frekanslarinin dagilimina baghdir. Degeri 0 ve 1 arasinda degismektedir (Blair et
al., 2006).

PIC degerleri caligmada kullanilan her bir primer kombinasyonu igin ayr1
ayr1 literatiirde belirtildigi sekilde hesaplanmistir (Anderson et al.,, 1993;
Satyavathi et al., 2006). Hesaplarin yapildig1 formiil asagidaki gibidir.



n: belirli bir markir i¢in allel sayis1
pij: allel frekans1
3.2.10 Genetik yakinhgin belirlenmesi

AFLP, SSR ve SNP markirlarinin skorlanmasi sonucu elde edilen veriler
text dosyasina doniistliriilmiistiir. NTSYS 2.2 paket programi kullanilarak analizi
yapilmis ve genotipler arasindaki genetik benzerlik degerleri elde edilmistir. ki
genotip kiyaslandiginda bu degerin 0’a yaklagsmasi benzerliklerinin az oldugunu;

1’e yaklasmasi ise genetik olarak yakin olduklarini gostermektedir.
3.2.11 Populasyon yapisinin belirlenmesi

AFLP, SSR ve SNP markir analizlerden elde edilen toplam 418 markir; 66
fasulye genotipinin populasyon yapisinin belirlenmesinde kullanilmigtir. NTSYS
2.2 paket programi kullanilarak dendrogram elde edilmistir. Populasyonun
yapisinin belirlenmesi icin STURUCTURE (Pritchard et al., 2000a) programi
kullanilmigtir. STRUCTURE programi ayirt edici allel frekanslart ile
populasyondaki gruplar1 belirlemektedir. Her lokustaki allel frekanslari ile
tanimlanan say1; populasyondaki grup sayisi olarak kabul edilir. Bu say1 K degeri
ile ifade edilmektedir. En uygun K degeri i¢in 1-10 arasinda hesaplama
yapilmistir. Burn-in period and burn-in lenght i¢in 100.000 Markov Chain Monte
Carlo tekrar1 ve her bir K degeri i¢in 10 tekrar yapilmistir. Her bir K degeri igin,
en yiiksek olasilik gdsteren deger kabul edildi ve AK hesaplanarak grup sayisi

belirlenmistir.
3.2.12 iliski haritalamasi

LD; iki gen/QTL ya da iki markir arasindaki rasgele iligki olarak tanimlanir
ve populasyondaki alleller arasindaki korelasyonu temsil eder. Birbirinden uzak
lokuslar arasindaki ya da farkli kromozomlarda bulunan lokuslar arasinda
saptanan LD énemli kabul edilir. LD, bitkilerde r* degerlerinin hesaplanmasi ile
belirlenmektedir. r* degeri iki lokusun allelleri arasindaki iliskiyi temsil

etmektedir ve ¢oziinlirliiglin degerlendirilmesinde bilgi verir. Bu deger 0 ile 1
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arasinda degismektedir. Genellikle. 0.1 veya 0.2 r* degerleri lokuslarin ciftleri
arasinda anlamli bir iligki i¢in minimum esik olarak kabul edilir. Bu amagla
TASSEL programi kullanilmistir. Elde edilen LD’nin 6nemli oldugunu belirlemek
icin p degeri belirlenmistir. p degeri ise 1000 tekrarli permiitasyon testi ile

hesaplanmaktadir. p degeri 0.01°den kiigiik olan degerler 6nemli kabul edilecektir.

Iliski haritalama icin fenotipik ozelliklerin analizinden ve genotipik
markirlardan elde edilen dosyalar kullanilmistir. Ayrica STRUCTURE
programindan elde edilen populasyon dosyalar1 (Q matrix); genotipik veriler ile
fenotipik veriler arasinda iliski kurmak i¢in kullanilacak olan TASSEL
programina baz olusturmustur. TASSEL programinda bu tii¢ data birlikte
kullanilarak iliskinin 6nem seviyeleri hesaplanmistir. p degeri 0.01°den kiigiik ve
ayrica bu p degerleri de markir F degerinden kiiciik olanlar 6nemli kabul

edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Fenotipik Analiz Sonuclari

Fasulye genotiplerinin fenotipik 6zellikleri, analiz sonucunda elde edilen
tanimlayict sozciikler uluslararasi tanimlama listelerinde belirtilen rakamsal
bilgiye doniistiiriilmistiir. 0 ile 9 arasinda degisen rakamlardan olusan bu bilgi
istatistik paket programinda kullanilmak iizere Excel dosyasinda diizenlenmistir.
Fasulye genotiplerine ait 6lglimlenen fenotipik Ozelliklerin sonuglari rakamsal
olarak Cizelge 4.1’de gosterilmektedir.

Cizelge 4.1 Fasulye genotiplerine ait fenotipik 6l¢iim sonuglart

Genotip Liflilik Bitki Blytme Bitki Tohum taslag: Ciceklenme

no ozelligi Sekli Tipi sayisi Zamam
1 2 3 4 5 34
2 2 4 5 4 34
3 2 3 4 5 32
4 1 4 5 8 32
5 2 1 1 6 34
6 2 4 5 5 34
7 2 4 5 2 33
8 2 1 1 3 31
9 1 4 5 4 33
10 2 4 4 8 32
11 2 3 4 7 35
12 2 4 6 6 34
13 1 1 1 5 31
14 1 1 1 4 34
15 2 4 5 3 29
16 1 4 5 5 34
17 1 3 4 5 34
18 1 1 1 4 39
19 1 1 1 4 33
20 2 3 4 4 34
21 2 4 6 5 27
22 2 1 1 4 32
23 1 1 1 5 34
24 1 1 1 5 30
25 2 1 1 5 32
26 1 1 1 5 34
27 1 1 1 4 31
28 1 1 1 6 34
29 2 3 4 8 31
30 2 1 1 5 32
31 2 3 4 6 33
32 2 4 6 6 84
33 2 4 6 6 33
34 1 4 5 4 34
35 2 4 6 5 33
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Cizelge 4.1 (devam)

Genotip Liflilik Bitki Blylme Bitki Tohum taslag: Ciceklenme
no ozelligi Sekli Tipi sayisi Zaman
36 2 4 6 4 29
37 1 4 6 4 25
38 1 4 6 7 34
39 1 1 1 4 34
40 1 1 1 6 27
41 2 1 1 4 35
42 1 1 1 7 30
43 1 1 1 5 34
44 1 4 6 5 35
45 1 4 6 6 34
46 2 1 1 6 34
47 1 1 1 4 33
48 1 1 1 7 35
49 1 1 1 7 35
50 2 1 1 7 32
51 2 3 5 4 35
52 2 3 5 5 33
53 1 1 1 3 36
54 1 1 1 4 36
55 1 4 5 6 33
56 1 4 6 7 38
57 1 1 1 5 35
58 1 3 4 5 32
59 1 4 6 8 34
60 2 4 6 5 35
61 1 1 1 6 32
62 2 1 1 5 35
63 1 1 1 6 35
64 1 4 6 7 35
65 1 1 1 5 33
66 1 1 1 4 32

4. 2 DNA Saflik Analizi Sonuc¢lari

DNA izolasyonundan sonra 66 DNA 06rnegi saflik analizi i¢in agaroz jel
elektroforezinde yiiriitiilmiis ve DNA kalitesi belirlenmistir. Goriintiileme
sonucunda protein ve RNA tespit edilen bazi 6rneklere ProteinaseK ve RNAse
eklenmesine karar verilmistir. DNA Kalitesinin diisiik oldugu Orneklerin
izolasyonlar1 yinelenmistir. Agaroz jel elektroforezi ile belirlenmis DNA’lara ait

saflik goriintiisii Sekil 4.1°de gosterilmektedir.
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M1 23 456 78 91011121314151617 1819 2021 2223 2425 26 27 2829 30 31

el e Ll Lol e Ll slede- Rk shslebed - LL LI LU LT L L

M 3233 34 3536 37 38 3940 41 42 43 44 4546 4748 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66

Sekil 4.1 DNA 6rneklerinin safliklarinin belirlendigi agaroz jel elektroforezi gorintusi

4.3 AFLP Markir Analizi Sonuc¢lar:

Yapilan AFLP markir analizi sonucunda 66 fasulye genotipine uygulanmis
9 primere baglh olarak elde edilen jel goriintilerinin bazilar1 asagida
goriilmektedir (Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.4).

M1 234567 8 9101112131415161718 1920 2122 232425 262728 2930 3132 3334 3536 3738 3940 4142 4344454647 4849 5051 52535455 565758 5960 6162636465 6667 M

300bp

Sekil 4.2 M-CAA/E-AAG (700) primer kombinasyonu denemesi sonucu 1-66 numarali

orneklerin poliakrilamid jel elektroforezi goérintusu
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M1 234 5678 910111213141516 1718 19202122 232425 262728 2930 3132 3334 3536 3738 3940 4142 4344454647 4849 5051 52535455 565758 5960 6162636465 6667

-

St St LT e

ST #2335 23 2 Ccs

HH$4 143

100bp

—— = - & + % -
- . <@ s=aPPaes®-a0%: _sOvgy
Sm_ = SSSsoige-c-isi-ie --’9;3:9'5-'5"' 23
Es :8 - !‘!6.6“8."’!‘3' bt + 08 42000444
- - = - — =1 4 1 e & ¥

-

S0gesncsns-so-9

®
S Bt e SecsSEEEaBEAEEE e ssie-sssBEBBEsas SEL _LesEiEescescs
-

300bp) .  adabae Joautc 1o LA £ RAtd bea b

350bp

364bp 2

R oSsSaseents -,

Sekil 4.3 M-CAA/E-AGG (800) primer kombinasyonu denemesi sonucu 1-66 numarali

orneklerin poliakrilamid jel elektroforezi gérintusi
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M1 234 5678 910111213141516 1718 1520 2122 232425 262728 2930 3132 3334 3536 3738 3940 4142 4344454647 4849 505152535455 565758596061 626364656667

200bp
204bp

Sekil 4.4 M-GAT/E-ACT (800) primer kombinasyonu denemesi sonucu 1-66 numarali 6rneklerin

poliakrilamid jel elektroforezi gérintis

Kullanilan 9 primerin amplifikasyonu sonucunda elde edilmis polimorfik
bant sayilar1 Cizelge 4.2°de gosterildigi sekildedir.
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Cizelge 4.2 AFLP markir analizinde kullanilan primer kombinasyonlar1 ve elde edilmis

polimorfik bant sayilari

Primer Kombinasyonu Polimorfik bant sayis1
M-CAA/E-AAC 57
M-CAA/E-AGC 39
M-CAA/E-AAG 34
M-CAA/E-AGG 46
M-GAT/E-ACA 5
M-GAT/E-ACT 27
M-GAT/E-AAG 5
M-GAT/E-AGT 17
M-ACG/E-ACA 3
Toplam 233
Ortalama 25.9

Cizelge 4.2°ye gore, AFLP markir analizi sonucunda 233 adet polimorfik
bant elde edilmis, ortalama bant sayisi primer basina 25.9 polimorfik bant olarak
bulunmugtur. En yiiksek polimorfizm degeri M-CAA/E-AAC  primer
kombinasyonu kullanildiginda 57 bant olarak, en diisiikk polimorfizm degeri ise
M-ACG/E-ACA kombinasyonu kullanildiginda 3 bant olarak tespit edilmistir.

4.4 SSR Markir Analizi Sonuglari
Yapilan SSR markir analizi sonucunda 66 fasulye genotipine uygulanmis 22

primere bagli olarak elde edilen jel goriintiilerinin bazilar1 asagida gortilmektedir
(Sekil 4.5, Sekil 4.6, Sekil 4.7, Sekil 4.8, Sekil 4.9, Sekil 4.10).

1 2345678 210121341516 1718 1920 21 2223 24 25 262726 2930 3132 3334 3536 3736 3940 4142 43 44454647 48 49 50 51 52535455 565758 5960 6162636405 6667

R RN T AT g

ans P PReBAsaqes mrui_ll

Sekil 4.5 BMd45 primer denemesi sonucu 1-66 numarali 6rneklerin poliakrilamid jel
elektroforezi goriintiisu
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1234567 8 9101M1213141516 1718 1920 2122 232425 262728 2930 3132 3334 3536 3738 3940 4142 4344454647 4849 5051 52535455 5657585960 6162636465666

Sekil 4.6 BM151 primer denemesi sonucu 1-66 numarali Orneklerin poliakrilamid jel
elektroforezi gorintisi

12345678 910111213141516 1718 1920 2122 232425 262728 2930 3132 3334 3536 3738 3040 4142 4344454647 4840 5051 52535455 5657585060 61626364656667

Sekil 4.7 BM157 primer denemesi sonucu 1-66 numarali Orneklerin poliakrilamid jel
elektroforezi gorintisi

1 2345678 9101213141516 1718 1920 2122 232425 262728 2930 3132 3334 3536 3738 3940 4142 4344454647 4849 5051 52535455 565758 5960 6162636465 6667

Sekil 4.8 BM170 primer denemesi sonucu 1-66 numarali Orneklerin poliakrilamid jel
elektroforezi gorintisi

1234567 8 910111213141516 1718 1920 2122 232425 262728 2930 3132 3334 3536 3738 35940 4142 4344454647 4849 5051 52535455 5657585960 6162636465666,

o 0
"IN LI ETIIT
b [ ]

uin A BACARRRARR "Il
[ .

Sekil 4.9 BM183 primer denemesi sonucu 1-66 numarali oOrneklerin poliakrilamid jel
elektroforezi gorintisu
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1234567 89101M213141516 1718 1920 2122 232425 262728 2930 3132 3334 3536 3738 3940 4142 4344454647 4849 5051 52535455 5657585060 6162 63 64 65 66 67

- -
a - -
PR LT LT i LT LT T b B
A b ..—lln.p.nllﬂ' B84 = &

-
abRn -

Sekil 4.10 GATS11 primer denemesi sonucu 1-66 numarali 6rneklerin poliakrilamid jel
elektroforezi goriintiisu

Kullanilan 22 primerin amplifikasyonu sonucunda elde edilmis polimorfik

bant sayilar1 Cizelge 4.3’de gosterildigi sekildedir.

Cizelge 4.3 SSR markir analizinde kullanilan primer kombinasyonlar1 ve elde edilmis

polimorfik bant say1lari

Primer Ad1 Polimorfik Bant Primer Ad1 Polimorfik Bant
Sayilari Sayilari

BMd45 2 BMd27 1
BMd1 1 BMd42 5
BMd50 2 BM22 2
BMd37 2 BM157 6
BM170 5 BM184 6
BM181 7 BMd36 4
BM160 4 BMd38 2
BM210 7 BMd39 2
BM183 4 GATS11 2
BM151 4 BMd46 3
BMd33 4 BM114 5
Toplam 80

Ortalama 4

Cizelge 4.3’e gore, SSR markir analizi sonucunda 80 adet polimorfik bant
elde edilmis, ortalama bant sayist primer basma 4 polimorfik bant olarak
bulunmustur. En yiiksek polimorfizm degeri BM181 ve BM210 primerleri
kullanildiginda 7 bant olarak, en diigiikk polimorfizm degeri ise BMd1 ve BMd27

primerleri kullanildiginda 1 bant olarak tespit edilmistir.
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4.5 SNP Markir Analizi Sonuclan

Yapilan SNP markir analizi sonucunda 66 fasulye genotipine uygulanmis 48
primere bagl olarak elde edilen jel goriintiilerinin bazilar1 asagida goriilmektedir
(Sekil 4.11, Sekil 4.12, Sekil 4.13, Sekil 4.14, Sekil 4.15, Sekil 4.16, Sekil 4.17).

1 234567 8 910111213141516 1718 1920 2122 232425 262728 2930 3132 3334 3536 3738 3940 4142 4344454647 4840 5051 52535455 565758 5960 6162636465 6667

Sekil 4.11 SNP4 primer denemesi sonucu 1-66 numarali Orneklerin poliakrilamid jel

elektroforezi goriintlsi

1 234567 8 910111213141516 1718 1920 2122 232425 262728 2930 3132 3334 3536 3738 3940 4142 4344454647 4849 5051 52535455 565758 5960 6162636465 666

Sekil 4.12 SNP6 primer denemesi sonucu 1-66 numarali Orneklerin poliakrilamid jel

elektroforezi goriintiisu
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1234567 89101112131415161718 1920 2122232425 262728 2930 31323334 3536 3738 3940 4142 4344454647 4849 5051 52535455 565758 5960 6162636465 666

Sekil 4.13  SNP21 primer denemesi sonucu 1-66 numarali Orneklerin poliakrilamid jel

elektroforezi goriintiisu

1 234567 8 910111213141516 1718 1920 2122 232425 262728 2930 3132 3334 3536 3738 3940 4142 4344454647 4849 5051 52535455 565758 5960 6162636465 6667

Sekil 4.14  SNP24 primer denemesi sonucu 1-66 numarali Orneklerin poliakrilamid jel

elektroforezi goriintiisu

1234567 89101112131415161718 19202122 232425 262728 2930 31323334 3536 3738 3940 4142 4344454647 4849 5051 52535455 565758 5960 6162636465 6667

Sekil 4.15  SNP31 primer denemesi sonucu 1-66 numarali Orneklerin poliakrilamid jel

elektroforezi goriintiisu
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1 234567 8 9101M213141516 1718 1920 2122 232425 262728 2030 3132 3334 3536 3738 3940 4142 4344454647 4849 5051 52535455 565758 5960 61626236465 6667

Sekil 4.16  SNP45 primer denemesi sonucu 1-66 numarali Orneklerin poliakrilamid jel

elektroforezi goriintlsi

12345678 910111213141516 1718 1920 2122 232425 262728 2930 3132 3334 3536 3738 3940 4142 4344454647 4849 5051 52535455 565758 5960 6162636465 6667

Sekil 4.17  SNP50 primer denemesi sonucu 1-66 numarali Orneklerin poliakrilamid jel

elektroforezi goriintsi

Kullanilan 48 primerin amplifikasyonu sonucunda elde edilmis polimorfik
bant sayilar1 Cizelge 4.4’de gosterildigi sekildedir.
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Cizelge 4.4  SNP markir analizinde kullanilan primer kombinasyonlar1 ve elde edilmis

polimorfik bant sayilari

Primer Adi PO“T;;?;;I;bant Primer Adi PO“TaO):];Ltlbant
SNP1 7 SNP27 1
SNP2 2 SNP28 1
SNP3 1 SNP29 1
SNP4 12 SNP30 1
SNP5 1 SNP31 3
SNP6 5 SNP32 2
SNP7 1 SNP33 3
SNP8 1 SNP34 3
SNP9 1 SNP35 2

SNP10 2 SNP36 2
SNP11 1 SNP37 3
SNP13 2 SNP38 1
SNP15 2 SNP39 1
SNP16 1 SNP40 2
SNP17 2 SNP41 2
SNP18 1 SNP42 1
SNP19 2 SNP43 3
SNP20 1 SNP44 1
SNP21 4 SNP45 3
SNP22 1 SNP46 3
SNP23 2 SNP47 6
SNP24 1 SNP48 1
SNP25 3 SNP49 1
SNP26 1 SNP50 1
Toplam 105
Ortalama 2

Cizelge 4.4°e gore, SNP markir analizi sonucunda 105 adet polimorfik bant
elde edilmis, ortalama bant sayist primer basina 2 polimorfik bant olarak
bulunmustur. En yiiksek polimorfizm degeri SNP4 primeri kullanildiginda 12 bant
olarak, en diisiik polimorfizm degeri ise SNP3, SNP5, SNP7, SNP8, SNP9,
SNP11, SNP16, SNP18, SNP20, SNP22, SNP24, SNP26, SNP27, SNP28,
SNP29, SNP30, SNP38, SNP39, SNP42, SNP44, SNP48, SNP49 ve SNP50

primerleri kullanildiginda 1 bant olarak tespit edilmistir.



55

4.6 PIC Degerleri
AFLP, SSR ve SNP markir analizlerinin her birinde kullanilan primerlerin
PIC degerleri hesaplanmistir. PIC degerleri sirasiyla, Cizelge 4.5, 4.6 ve 4.7°de

gosterilmektedir.

Cizelge 4.5 AFLP primer kombinasyonlarina ait PIC degerleri

Primer Kombinasyonu PIC degeri
M-CAA/E-AAC 0.58
M-CAA/E-AGC 0.37
M-CAA/E-AAG 0.63
M-CAA/E-AGG 0.49
M-GAT/E-ACA 0.43
M-GAT/E-ACT 0.61
M-GAT/E-AAG 0.47
M-GAT/E-AGT 0.45
M-ACG/E-ACA 0.62
Ortalama PIC degeri 0.51

Cizelge 4.5’¢ gore, en yiiksek PIC degeri M-CAA/E-AAG primer
kombinasyonu kullanildiginda 0.63 olarak, en diisitk PIC degeri ise 0.37 olarak
M-CAA/E-AGC primer kombinasyonu kullanildiginda elde edilmistir. Tim
primerleri temsil eden ortalama PIC degeri ise 0.51 olarak hesaplanmustir.

Cizelge 4.6 SSR primerlerine ait PIC degerleri

Primer Adi PIC Degeri Primer Adi PIC Degeri
BMd45 0.51 BMd27 0.76
BMd1 0.89 BMd42 0.18
BMd50 0.47 BM22 0.50
BMd37 0.40 BM157 0.16
BM170 0.18 BM184 0.29
BM181 0.13 BMd36 0.25
BM160 0.06 BMd38 0.48
BM210 0.19 BMd39 0.94
BM183 0.25 GATS11 0.08
BM151 0.23 BMd46 0.26
BMd33 0.26 BM114 0.14

Ortalama PIC degeri 0.34
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Cizelge 4.6’ya gore, en yiiksek PIC degeri BMd39 primeri kullanildiginda
0.94 olarak, en diisiik PIC degeri ise 0.06 olarak BM160 primeri kullanildiginda
elde edilmistir. Tiim primerleri temsil eden ortalama PIC degeri ise 0.34 olarak

hesaplanmustir.

Cizelge 4.7 SNP primerlerine ait PIC degerleri

Primer Ad1 PIC Degeri Primer Adi PIC Degeri
SNP1 0.40 SNP27 0.92
SNP2 0.03 SNP28 0.93
SNP3 0.93 SNP29 0.92
SNP4 0.06 SNP30 0.89
SNP5 0.96 SNP31 0.31
SNP6 0.33 SNP32 0.47
SNP7 0.96 SNP33 0.28
SNP8 0.93 SNP34 0.29
SNP9 0.84 SNP35 0.43
SNP10 0.53 SNP36 0.46
SNP11 0.92 SNP37 0.31
SNP13 0.96 SNP38 0.93
SNP15 0.97 SNP39 0.92
SNP16 0.93 SNP40 0.45
SNP17 0.47 SNP41 0.47
SNP18 0.93 SNP42 0.74
SNP19 0.46 SNP43 0.31
SNP20 0.87 SNP44 0.95
SNP21 0.33 SNP45 0.29
SNP22 0.89 SNP46 0.30
SNP23 0.84 SNP47 0.41
SNP24 0.93 SNP48 0.96
SNP25 0.32 SNP49 0.93
SNP26 0.95 SNP50 0.92

Ortalama PIC degeri  0.65

Cizelge 4.7’ye gore, en yiiksek PIC degeri SNP 15 primeri kullanildiginda
0.97 olarak, en diisiik PIC degeri ise 0.03 olarak SNP2 primeri kullanildiginda
elde edilmistir. Tiim primerleri temsil eden ortalama PIC degeri ise 0.65 olarak

hesaplanmustir.

4.7 Genetik Yakinhgin Belirlenmesi

NTSYS programinda yapilan analize gore fasulye genotiplerinin
aralarindaki genetik yakinlik degerleri Cizelge 4.8’de belirtilmistir.



Cizelge 4.8 Fasulye genotiplerinin genetik yakinlik degerleri

17 0.46 0.54 0.35 0.75 0.50 0.66 053 055 043 053 053 0.55 0.55 0.51 0.52 0.55 1.00

18 052 0.63 0.43 0.60 057 0.61 0.60 0.63 0.50 0.58 0.62 0.66 0.64 0.57 0.60 0.61 0.69 1.00

19 0.69 0.78 0.48 047 0.75 0.64 0.82 0.79 0.64 0.75 0.76 0.77 0.82 0.80 0.80 0.81 053 0.61 1.00

20 0.68 0.77 0.49 0.48 0.77 0.65 0.80 0.80 061 0.76 0.74 0.76 0.84 0.82 081 0.82 053 0.62 0.87 1.00

21 0.70 0.79 0.46 0.50 0.72 0.65 081 0.78 0.68 083 0.79 0.78 0.80 0.80 0.86 0.89 0.55 0.59 0.80 0.80 1.00

22 0.65 0.78 0.46 0.50 0.74 0.67 0.77 0.75 0.60 0.73 0.78 0.80 081 0.81 0.80 0.79 0.54 0.63 0.77 0.86 0.77 1.00

23 0.63 0.72 0.46 0.49 0.71 0.69 0.72 0.70 0.55 0.71 0.69 0.70 0.79 0.77 0.76 0.76 0.56 0.61 0.75 0.80 0.75 0.78 1.00

24 0.65 0.73 0.46 0.51 071 0.65 0.73 0.71 0.59 0.71 0.77 0.79 0.84 0.77 0.77 0.76 0.56 0.63 0.76 0.81 0.74 0.85 0.74 1.00

25 0.70 0.78 0.48 043 0.74 0.62 081 0.78 0.64 0.78 0.74 0.78 0.82 0.79 0.79 082 0.52 0.63 0.86 0.86 0.79 0.78 0.75 0.76 1.00

26 0.72 0.84 052 0.46 0.78 0.64 0.84 0.80 0.66 0.80 0.80 0.82 081 0.79 0.83 0.84 0.55 0.63 0.86 0.83 0.83 0.78 0.74 0.76 0.84 1.00

27 0.65 0.74 0.48 0.50 0.72 0.71 0.75 0.73 0.58 0.73 0.73 0.74 0.79 0.77 0.78 0.78 0.59 0.66 0.78 0.81 0.77 0.77 0.90 0.75 0.81 0.77 1.00

28 0.67 0.74 0.46 0.49 071 0.65 0.77 0.75 0.61 0.73 0.77 0.79 091 0.80 0.78 0.80 0.54 0.62 0.80 0.83 0.77 0.82 HH 0.82 0.82 0.79 0.78 1.00

29 0.38 0.40 0.35 037 0.39 0.40 0.40 042 031 0.40 0.38 0.40 041 0.39 0.39 0.39 0.38 0.39 041 041 0.40 0.39 0.39 0.39 0.40 0.40 0.41 0.40 1.00

30 0.63 0.71 0.42 0.50 0.64 0.58 0.73 0.70 0.65 0.73 0.73 0.72 0.72 0.71 0.74 0.72 053 0.58 0.68 0.70 0.72 0.73 0.64 0.74 0.68 0.73 0.66 0.73 0.38 1.00

31 0.72 084 0.52 043 0.78 0.64 0.84 083 0.64 0.80 081 083 0.77 0.80 0.85 083 0.50 061 081 0.79 0.81 0.76 0.71 0.73 0.82 0.87 0.76 0.75 0.39 0.70 1.00

32 027 0.26 022 0.28 027 0.28 027 0.27 022 0.29 0.25 0.26 0.25 0.26 027 0.27 029 0.27 0.26 0.26 027 0.25 0.25 0.26 0.26 0.28 023 0.25 027 0.25 0.26 1.00

33 0.44 0.48 0.35 0.75 047 0.60 0.48 0.49 0.38 047 0.44 0.46 0.48 0.46 0.48 0.49 0.72 0.59 0.48 0.49 0.50 0.50 051 0.49 0.46 0.49 0.52 0.47 0.37 0.48 0.45 0.26 1.00

34 0.55 0.66 041 0.65 0.60 0.70 0.63 0.65 052 0.62 0.63 0.65 0.65 0.62 0.65 0.67 0.72 0.67 0.64 0.63 0.65 0.64 0.62 0.65 0.60 0.67 0.66 0.63 0.39 0.63 0.64 0.26 071 1.00

35 0.44 0.49 0.34 0.71 047 0.62 0.49 0.50 041 0.48 0.49 0.50 051 047 0.49 0.50 0.68 061 0.48 0.48 0.52 0.50 0.50 0.50 0.46 0.48 0.54 0.49 0.39 0.51 0.45 0.27 0.81 0.70 1.00

36 0.72 0.83 0.49 0.48 0.79 0.67 0.88 0.81 0.68 0.82 0.80 0.80 0.79 0.80 0.84 0.84 053 0.61 081 0.81 0.84 0.78 0.74 0.76 0.80 0.85 0.77 0.75 041 0.76 0.85 0.27 0.49 0.67 051 1.00

37 0.67 0.80 0.50 0.49 0.70 0.63 0.80 0.77 0.67 0.79 0.77 0.78 0.74 0.76 0.81 083 0.54 0.62 0.77 0.76 0.81 0.74 0.71 0.70 0.76 0.81 0.76 0.73 0.39 0.71 0.82 0.26 0.50 0.66 051 0.86 1.00

38 0.45 0.51 037 0.73 0.47 0.64 0.49 0.49 0.30 0.48 0.49 0.51 051 0.46 0.50 0.50 0.69 0.62 0.47 0.49 051 0.52 052 0.52 0.45 0.49 053 0.50 0.39 0.50 0.46 0.28 0.79 0.68 0.76 0.51 052 1.00

39 0.59 0.66 0.44 047 0.63 0.60 0.67 0.67 0.56 0.65 0.71 0.73 0.77 0.69 0.72 0.72 053 0.59 0.72 0.75 0.70 0.74 0.69 0.74 0.71 0.71 0.69 0.80 0.39 0.65 0.68 0.26 0.47 0.63 0.52 0.70 0.69 0.52 1.00

40 057 0.67 0.43 0.49 0.66 0.61 0.67 0.66 057 0.65 0.64 0.65 0.72 0.67 0.69 0.69 053 0.65 071 0.74 0.68 0.67 0.65 0.65 0.72 0.71 0.68 0.68 0.39 0.66 0.68 0.27 0.49 0.65 052 0.71 0.65 0.53 0.68 1.00

41 0.66 0.77 0.50 045 0.76 0.64 0.78 0.76 0.60 0.73 0.74 0.75 0.81 0.80 0.78 0.79 051 0.62 0.83 0.88 0.77 0.77 0.77 0.75 081 083 0.79 0.79 0.41 0.68 0.81 0.25 0.47 0.63 0.46 0.80 0.76 0.49 0.73 0.76 1.00

42 0.66 0.76 0.49 0.49 0.73 0.67 0.77 0.75 0.59 0.76 0.73 0.76 0.87 0.78 0.80 0.80 0.56 0.64 0.78 0.84 0.78 0.78 0.76 0.81 0.80 0.79 0.78 0.84 0.42 0.71 0.78 0.27 0.50 0.65 051 0.78 0.74 0.52 0.74 0.70 081 1.00

43 0.70 0.76 0.49 047 0.74 0.63 0.78 0.76 0.60 0.77 0.76 0.78 0.80 0.78 0.79 082 053 0.62 0.80 084 0.79 0.76 0.77 0.76 0.80 081 0.77 0.78 0.40 0.71 0.81 0.27 0.50 0.64 0.50 0.79 0.77 0.50 0.74 0.68 0.82 0.86 1.00

44 0.48 0.53 0.42 0.67 052 0.58 051 0.53 0.40 0.51 054 0.58 0.56 0.52 054 0.55 0.61 0.64 051 0.54 0.55 0.56 053 0.57 0.50 0.54 0.55 0.54 0.38 0.55 0.50 0.25 0.65 0.64 0.66 0.54 054 0.73 0.56 0.57 052 0.54 0.54 1.00

45 0.50 0.56 041 0.68 0.54 0.62 0.54 0.56 041 0.54 0.67 0.60 0.60 0.54 0.57 0.58 0.64 0.65 0.54 0.56 0.57 0.58 0.56 0.59 0.52 0.56 0.57 0.56 0.38 0.56 0.52 0.28 0.66 0.68 0.66 0.56 0.56 0.72 057 0.59 0.55 0.57 0.56 0.91 1.00

46 0.66 0.73 0.47 0.52 071 0.63 0.75 0.70 0.55 0.68 071 0.74 0.77 0.71 0.72 0.74 057 0.67 0.76 0.76 0.72 0.75 0.72 0.77 0.76 0.76 0.74 0.75 041 0.66 0.73 0.26 0.54 0.65 054 0.74 0.69 0.54 071 0.67 0.75 0.74 0.74 0.59 0.61 1.00

47 0.66 0.73 0.49 051 0.70 0.62 0.74 0.75 0.57 0.71 0.75 0.77 0.87 0.75 0.77 0.77 0.54 0.63 0.76 0.79 0.75 0.76 0.71 0.78 0.79 0.76 0.73 0.85 041 0.70 0.73 0.24 0.49 0.62 051 0.74 0.72 0.51 0.78 0.71 0.78 0.81 0.77 0.58 0.61 0.81 1.00

48 017 0.72 0.44 0.51 0.67 0.69 0.70 0.72 0.55 0.70 0.75 0.77 0.75 0.72 0.72 0.76 058 0.67 0.73 0.54 0.74 0.73 0.75 0.73 0.72 0.73 0.76 0.73 041 0.63 0.73 0.26 0.54 0.68 058 0.72 0.70 0.57 0.67 0.64 0.72 0.73 0.77 0.58 0.61 0.72 0.70 1.00

49 0.67 0.77 0.48 047 0.72 0.66 0.76 0.77 0.60 0.77 0.75 0.77 0.79 0.49 0.79 0.80 0.54 0.62 081 082 0.78 0.74 0.75 0.74 0.81 082 0.78 0.76 041 0.67 0.80 0.26 0.50 0.65 0.50 0.77 0.76 0.53 0.70 0.70 0.81 0.79 0.85 0.55 057 0.72 0.74 0.80 1.00

50 0.49 0.53 0.34 0.61 052 0.59 054 0.53 041 0.53 052 0.55 0.56 0.51 051 0.55 0.65 0.59 052 0.53 053 0.56 057 0.57 052 0.52 057 0.55 039 0.51 0.48 0.26 0.67 0.65 0.63 0.55 0.55 0.65 0.55 0.48 051 0.54 0.55 0.59 0.61 0.57 0.56 0.63 0.56 1.00

51 0.29 0.24 0.26 0.25 0.27 0.26 0.24 0.25 0.16 0.25 0.25 0.27 0.25 0.25 0.25 0.26 0.25 0.26 0.24 0.26 0.25 0.25 0.27 0.27 0.25 0.24 0.29 0.25 0.24 0.25 0.25 021 0.26 0.25 0.24 0.25 0.24 0.26 0.25 0.23 0.25 0.25 0.27 0.26 0.26 0.27 0.27 0.26 0.25 0.25 1.00

52 011 0.13 0.08 0.14 013 0.15 0.12 0.12 0.14 0.12 013 0.13 0.12 0.13 013 0.13 0.15 0.14 013 0.14 0.13 0.14 0.14 0.14 013 0.12 0.15 0.13 011 0.13 013 0.09 0.15 0.14 0.14 0.13 013 0.14 0.14 0.13 0.14 0.13 013 0.14 013 0.15 013 0.14 0.14 0.11 0.40 1.00

53 0.48 0.54 0.35 0.78 0.52 0.65 0.55 0.56 043 0.52 0.58 0.54 0.56 051 0.52 055 0.73 0.64 0.52 0.54 0.54 055 053 0.56 051 0.52 0.55 055 041 053 0.49 0.29 0.73 0.69 0.74 055 0.54 0.73 053 0.56 051 0.55 053 0.65 0.65 0.55 0.56 0.58 0.55 0.70 0.25 0.12 1.00

54 0.61 0.73 0.47 0.51 0.72 0.69 0.70 0.71 0.56 0.69 0.72 0.75 0.79 0.75 0.76 0.74 058 0.66 0.73 0.78 0.73 0.82 0.78 0.79 071 0.74 0.78 0.75 041 0.66 0.72 0.26 052 0.69 053 0.73 0.70 0.53 071 0.65 0.73 0.75 0.73 0.59 0.63 0.74 0.74 0.81 0.73 0.60 028 0.14 0.56 1.00

55 053 0.63 017 0.62 0.60 0.69 0.61 061 047 0.58 0.65 0.68 0.66 0.64 0.62 0.62 0.60 0.69 0.64 0.63 0.63 0.65 0.66 0.62 0.61 0.63 0.66 0.62 0.37 0.58 0.62 0.28 0.59 0.67 0.61 0.63 0.62 0.62 0.61 0.65 0.64 0.61 0.63 0.64 0.69 0.67 0.63 0.70 0.63 0.56 0.26 0.14 0.63 0.70 1.00

56 0.45 0.53 037 0.69 051 0.61 0.50 0.53 0.39 0.50 053 0.55 0.55 0.50 051 0.54 0.67 0.67 0.50 0.52 052 0.54 053 0.54 0.48 0.51 054 0.52 0.35 0.51 0.49 0.26 0.63 0.63 0.61 0.52 054 0.68 051 0.54 0.50 0.52 0.50 0.73 0.75 0.55 0.55 0.56 0.50 0.64 027 0.13 0.69 0.55 0.68 1.00

57 0.66 0.78 0.49 0.50 0.78 0.68 0.76 0.75 0.58 0.73 0.78 0.80 0.84 0.80 0.78 0.78 053 061 0.78 0.80 0.75 081 0.73 0.77 08 0.79 0.73 0.79 041 0.68 0.75 0.26 047 0.64 0.50 0.76 0.72 0.52 0.71 0.67 0.76 0.77 0.76 0.57 0.60 0.74 0.77 0.8 0.80 0.53 0.24 0.13 053 0.81 0.68 053 1.00

58 0.48 0.56 0.39 0.74 051 0.67 054 0.56 0.42 0.54 0.56 0.58 057 0.53 054 0.57 0.72 0.68 052 0.53 0.56 0.56 0.56 0.56 0.49 0.55 057 0.54 0.38 0.54 051 0.27 0.70 0.68 0.69 0.55 0.56 0.76 054 0.55 051 0.54 052 0.73 0.76 0.58 0.56 0.61 0.55 0.67 028 0.15 0.74 0.58 0.73 0.80 0.57 1.00

59 047 055 0.38 0.72 0.52 0.60 053 0.54 041 0.52 0.54 0.56 0.55 0.50 0.52 055 0.71 0.69 0.50 051 053 055 053 0.54 0.49 053 053 0.52 0.36 051 0.49 0.28 0.66 0.64 0.65 053 0.54 0.71 0.52 0.54 0.49 0.52 0.50 0.74 0.77 0.57 0.55 0.57 053 0.67 0.27 0.15 0.71 0.57 0.69 0.85 0.55 0.86 1.00

60 0.45 0.50 0.47 0.72 0.48 0.62 0.48 0.50 037 0.47 0.48 0.51 052 0.46 0.46 0.48 0.74 0.65 0.47 0.48 0.47 0.50 051 0.52 0.46 0.47 053 0.50 0.40 0.48 0.44 0.30 0.67 0.62 0.69 0.48 0.49 0.71 0.50 0.49 0.45 0.52 0.49 0.65 0.67 0.54 052 0.55 0.49 0.68 0.26 0.13 0.76 0.54 0.62 0.73 0.51 0.76 0.78 1.00

61 0.60 0.70 0.54 0.54 0.67 0.65 0.68 0.67 051 0.65 0.72 0.74 0.73 0.70 0.69 0.69 0.58 0.65 0.69 0.74 0.68 0.76 0.74 0.71 0.70 0.68 0.76 0.70 0.37 0.60 0.66 0.24 051 0.62 0.54 0.69 0.66 0.52 0.70 0.62 0.66 0.67 0.68 0.57 0.62 0.71 0.69 0.74 0.70 0.59 0.29 0.14 0.56 0.79 0.67 0.59 0.77 0.61 0.60 0.58 1.00

62 0.61 0.70 0.47 0.50 0.68 0.65 0.69 0.71 0.55 0.67 0.72 0.73 0.73 0.70 0.68 0.66 0.55 0.63 0.69 0.72 0.68 0.76 0.73 0.70 0.70 0.68 0.74 0.70 039 0.64 0.69 0.26 0.48 0.61 051 0.69 0.68 0.50 0.68 0.61 0.7 0.67 0.69 0.54 057 0.69 0.69 0.73 0.68 0.56 028 0.15 053 0.80 0.69 053 0.74 0.56 0.54 053 0.81 1.00
63 0.54 0.56 0.37 0.71 053 0.62 0.56 0.56 041 051 0.55 0.56 0.56 0.49 051 0.54 0.72 0.67 053 0.54 0.55 0.56 0.57 055 051 055 0.58 0.54 0.39 0.50 051 0.26 0.68 0.66 0.66 0.54 0.52 0.72 053 0.56 051 053 0.55 0.64 0.66 0.57 0.55 0.61 0.55 0.65 0.27 0.14 0.72 0.58 0.66 0.69 0.57 0.78 0.73 0.71 0.62 0.58 1.00
64 052 0.62 0.40 0.66 057 0.67 0.59 0.60 0.45 0.57 0.59 0.61 0.63 0.57 058 0.60 0.67 0.69 057 0.60 058 0.62 0.61 0.60 0.55 0.59 0.62 0.60 037 0.55 0.55 0.27 0.62 0.66 0.62 0.59 058 0.66 057 0.60 0.59 0.60 057 0.67 0.73 0.63 0.61 0.66 0.60 0.61 025 0.13 0.68 0.65 0.75 0.74 0.64 0.83 0.78 0.70 0.67 0.63 0.70 1.00
65 0.67 0.80 0.50 0.52 0.74 0.68 0.79 0.79 0.63 0.77 0.77 0.80 0.86 0.80 0.81 081 0.59 0.66 0.78 0.80 0.78 0.77 0.73 0.78 0.78 0.79 0.77 0.82 0.38 0.72 0.76 0.24 0.52 0.68 0.54 0.77 0.75 055 0.75 0.69 0.78 081 0.79 0.58 0.60 0.76 0.79 0.77 0.79 0.59 0.25 0.13 0.58 0.76 0.67 0.56 0.81 0.60 0.58 0.54 0.74 0.73 056 0.671.00
66 071 0.81 051 0.49 0.79 0.68 0.82 0.81 0.64 0.80 0.78 0.80 0.84 0.84 0.83 0.85 054 0.64 0.83 0.84 0.82 0.76 0.78 0.76 0.82 0.85 0.79 0.79 0.40 0.69 0.82 0.28 051 0.65 051 0.80 0.78 0.52 0.72 0.70 0.82 0.81 0.87 0.54 057 0.75 0.76 0.81 0.89 0.57 0.26 0.13 057 0.76 0.66 052 0.83 0.56 0.54 051 0.74 0.73 057 061 0.86 1.00

LS
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Cizelge 4.8’deki NTSYS programiyla elde edilen benzerlik degerleri
incelendiginde;  populasyonda birbirine en yakin  genotiplerin  #11
(Kirklareli/Tiirkiye) ile #12 (Bandirma/Tiirkiye) oldugu belirlenmistir ve
aralarindaki benzerlik degerinin 0.93 oldugu goriilmektedir. Populasyonda en
uzak genotiplerin #52 (Hindistan) ile #32 (Tire/Tiirkiye) oldugu ve aralarindaki
benzerlik degerlerinin 0.09 oldugu goériilmektedir.

4.8 Populasyon Yapisi

NTSYS programinda yapilan analize gore fasulye genotipleri arasindaki
benzerlikleri gésteren dendrogram Cizelge 4.18’de belirtilmistir.

Y

Fout -
e R e N B e B M i A= T S R S = BTt Pt =

N A B e - Pl o P P g -

P
I

(W] 038 D37 075 08
Cosfficient

Sekil 4.18 Fasulye genotipleri arasindaki aralarindaki benzerliklere gore elde edilen dendrogram
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Populasyonun yapisinin belirlenmesi igin STURUCTURE (Pritchard et al.,
2000) programinda kullanilan 66 fasulye genotipinde SSR, SNP ve AFLP
markirlarindan elde edilen toplam 418 bant sonucu asagida verilmektedir. Her bir
K degeri igin, en yiiksek olasilik gosteren deger AK degeri olarak kabul edildi
(Sekil 4.19).

e A
i A
AK degeri EE l'-,’ 1‘
| \
!

Sekil 4.19 K degerleri ve AK degeri

Sekil 4.19’a gore; AK degeri 7 olarak hesaplanmistir. Bu sonuca gore; 66
fasulye genotipi kendi arasinda 7 ana gruba ayrilmistir. Elde edilen gruplarda
genotiplerin dagilimi Sekil 4.20°de gosterilmektedir. Grup | (#32:Tire/Turkiye),
Grup IV (#9:Bozdag/Tirkiye), Grup V (#3:Golcuk/Turkiye) ve Grup VI
(#29:Selguk/Tiirkiye) her biri birer genotipden olusmaktadir. Grup II Hindistan’a
ait iki genotipi icermektedir. (#51 ve 52). Grup III; lokasyonu Tiirkiye agirlikli
olmak Uzere 42 genotip icermektedir. Bu genotiplerden 5 adedi, yurtdisini1 temsil
eden Orneklerdir; #43:Bulgaristan, #46:Almanya, #54:ingiltere, #61 ve 62:ABD.
Geriye kalan 37 genotip Turkiye’den elde edilen genotiplerdir (#1-2, 5-8, 10-15,
19-28, 30-31, 36-37, 39-43, 46-49, 54, 57, 61- 62, 65-66). Son grup VII de ise, 18
genotip bulunmaktadir. Bu genotiplerden 9’u yurtdisini temsil eden 6rneklerdir
(#50, 59 ve 60:Hollanda; #53, 63 ve 64:ABD; #55 ve 56:Ingiltere; #45:Almanya).
Kalan 9 drnek ise Turkiye’den elde edilen genotiplerdir (#4, 17, 18, 33, 34, 35, 44,
38 ve 58) (Sekil 4.20).



Grup I Grup I

Grule l
Grup IV Grup VI Grup VI

Sekil 4.20 STRUCTURE programindan elde edilen verilere gore fasulye genotiplerinin aralarindaki benzerliklere gore dagilimi (Her bir grup farkli renk ile gosterilmistir;

pembe, yesil, mavi, acik mavi, kirmizi, sari, kahverengi)

19
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Iliski haritalamast icin; elde edilen sonuglar dogrultusunda AK degeri 7’ye
karsilik gelen Q matrix elde edilmistir (Cizelge 4.9).

Cizelge 4.9 STRUCTURE programindan elde edilen Q matrix verileri

Genotip No Grupl Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup5 Grup 6 Grup 7

1 0.052 0.067 0.773 0.048 0.054 0.003 0.003
2 0.001 0.000 0.995 0.001 0.001 0.001 0.001
3 0.226 0.158 0.374 0.126 0.113 0.002 0.001
4 0.005 0.001 0.001 0.003 0.003 0.010 0.977
5 0.026 0.010 0.885 0.024 0.022 0.002 0.031
6 0.001 0.001 0.514 0.001 0.001 0.001 0.480
7 0.003 0.001 0.986 0.003 0.002 0.001 0.003
8 0.007 0.001 0.947 0.007 0.007 0.004 0.027
9 0.002 0.001 0.621 0.001 0.001 0.373 0.001
10 0.015 0.001 0.932 0.011 0.014 0.025 0.002
11 0.004 0.001 0.956 0.003 0.004 0.029 0.003
12 0.001 0.001 0.994 0.001 0.001 0.001 0.002
13 0.000 0.000 0.997 0.000 0.000 0.000 0.001
14 0.005 0.001 0.976 0.004 0.004 0.010 0.001
15 0.002 0.001 0.984 0.002 0.002 0.009 0.000
16 0.002 0.001 0.993 0.001 0.001 0.001 0.001
17 0.004 0.001 0.113 0.003 0.003 0.007 0.870
18 0.005 0.002 0.415 0.004 0.004 0.007 0.563
19 0.007 0.001 0.974 0.006 0.006 0.004 0.002
20 0.001 0.001 0.996 0.001 0.001 0.000 0.001
21 0.009 0.000 0.967 0.007 0.006 0.009 0.002
22 0.002 0.000 0.988 0.001 0.001 0.001 0.007
23 0.016 0.001 0.865 0.013 0.012 0.002 0.091
24 0.012 0.002 0.943 0.009 0.008 0.022 0.004
25 0.002 0.001 0.991 0.001 0.001 0.004 0.000
26 0.001 0.000 0.995 0.001 0.001 0.001 0.001
27 0.001 0.001 0.899 0.001 0.001 0.001 0.096
28 0.003 0.001 0.989 0.002 0.002 0.003 0.001
29 0.298 0.006 0.004 0.311 0.378 0.001 0.002
30 0.007 0.001 0.782 0.006 0.004 0.188 0.012
31 0.003 0.001 0.986 0.002 0.002 0.005 0.001
32 0.317 0.166 0.001 0.222 0.290 0.004 0.001
33 0.006 0.004 0.005 0.006 0.004 0.018 0.957
34 0.002 0.000 0.392 0.002 0.002 0.002 0.600




63

Cizelge 4.9 (devam)

Genotip No Grupl Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup5 Grup 6 Grup 7

35 0.010 0.001 0.002 0.008 0.007 0.067 0.905
36 0.001 0.000 0.996 0.001 0.001 0.001 0.001
37 0.008 0.001 0.937 0.006 0.005 0.022 0.021
38 0.003 0.002 0.001 0.003 0.003 0.002 0.986
39 0.047 0.005 0.839 0.045 0.039 0.017 0.008
40 0.012 0.001 0.701 0.012 0.009 0.116 0.149
41 0.003 0.002 0.982 0.003 0.003 0.006 0.001
42 0.005 0.001 0.971 0.004 0.004 0.005 0.010
43 0.002 0.001 0.991 0.001 0.001 0.002 0.001
44 0.028 0.003 0.045 0.018 0.019 0.005 0.882
45 0.001 0.001 0.117 0.001 0.001 0.001 0.878
46 0.002 0.001 0.827 0.001 0.002 0.001 0.167
47 0.006 0.010 0.943 0.005 0.005 0.004 0.027
48 0.002 0.001 0.779 0.001 0.001 0.001 0.215
49 0.004 0.001 0.978 0.003 0.003 0.006 0.005
50 0.024 0.004 0.176 0.021 0.019 0.002 0.752
51 0.003 0.986 0.001 0.004 0.004 0.001 0.001
52 0.003 0.727 0.000 0.003 0.003 0.264 0.000
53 0.005 0.001 0.018 0.004 0.004 0.006 0.963
54 0.002 0.001 0.834 0.001 0.001 0.001 0.159
55 0.001 0.001 0.460 0.001 0.001 0.001 0.535
56 0.012 0.001 0.002 0.011 0.008 0.004 0.961
57 0.006 0.001 0.966 0.005 0.005 0.002 0.015
58 0.001 0.000 0.002 0.001 0.001 0.001 0.996
59 0.001 0.000 0.001 0.001 0.001 0.001 0.994
60 0.005 0.001 0.001 0.004 0.004 0.002 0.982
61 0.002 0.002 0.725 0.001 0.002 0.001 0.267
62 0.009 0.015 0.785 0.006 0.006 0.003 0.175
63 0.002 0.002 0.147 0.002 0.002 0.001 0.844
64 0.004 0.000 0.233 0.003 0.003 0.002 0.755
65 0.001 0.000 0.981 0.001 0.001 0.001 0.015

66 0.001 0.000 0.997 0.000 0.000 0.000 0.001
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4.9 iliski Haritalama

Elde edilen fenotipik ve genotipik 6zellikler arasinda iligskinin belirlenmesi
icin TASSEL programi kullamilmistir. Histogramlar; fenotipik 06zelliklerin
genotiplerde dagilimini gostermektedir. Bu yiizden ilk olarak her bir fenotipik
Ozelligin histogramina bakilmistir (Sekil 4.21).
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Sekil 4.21 Fenotipik 6zellikler igin histogramlar (a) liflilik o6zelligi, (b) bitki tipi, (c) bitki

biiytime sekli, (d) tohum taslag: sayisi, (€) ¢igeklenme zamanu.

Sekil 4.21°deki histogram sonuglarina gore; 36 genotipte (% 55) liflilik
g6zlenmezken, 30 genotip (% 45) lifli tespit edilmistir. Bitki tipi ve bitki biliyliime
sekli Ozellikleri incelendiginde yakin sonuclar elde edilmistir. Genel olarak
genotiplerin % 49’u bodur, % 51°i sirik tip olarak kaydedilmistir. Tohum taslag
sayist; 2 ve 9 tohum sayist araliginda degisen normal dagilim gostermektedir. Bir
genotip disinda tiim genotipler 25-35 giin arasinda erken ciceklenmektedir.
Sadece #33 nolu genotip (Antalya/Tiirkiye) 84. giinde ¢igeklenmistir.

Markirlarin 6nem seviyesi TASSEL programi kullanilarak belirlenmistir. 66
fasulye orneginde toplam 418 markir ile yapilan analiz sonucunda genis oranda
LD belirlenmistir. Elde edilen LD iiggeni Sekil 4.22’de gosterilmektedir. Ugcgende
X ve Y eksenlerinin her ikisi de markirlarin LD degerlerini gostermektedir, sag
{ist tarafta r? degeri, altinda ise 1000 tekrarli permiitasyon testi sonucu elde edilen
p degeri yer almaktadir. Ucgendeki her bir hiicre iki markir arasindaki iliskiyi
ifade etmektedir ve her renk LD degerinin 6nemini temsil etmektedir (kirmizi,
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yesil, lacivert). p degeri 0.01’den kii¢iik olan degerlere karsilik gelen iki markir
arasinda onemli derece iliski var olarak kabul edilmistir ve kirmizi renk ile

2

gosterilmigtir. r° degeri ise molekiiler markilar

varyasyonun oranini ifade eder (Sekil 4.22).

ile aciklanan fenotipik
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Sekil 4.22 Markir analizleri sonucu elde edilen LD bloklar1 grafigi

Sekil 4.22°deki LD analizi sonucuna gore, toplam 418 markirdan 267 (%64)
markir énemli bulunmustur. Bu markirlardan 160’1 AFLP markir1 (% 39), 55’i

SSR markir1 (% 13) ve 52’si SNP markiridir (% 12).

Iliski haritalamas1; TASSEL programinda GLM metoduna gére yapilmistir.
STRUCTURE programindan elde edilen Q matrix, 267 markir ve 5 fenotipik
Ozellikten elde edilen sonuglar kullanilmistir. p degeri 0.01°den kiiciik ve ayrica
bu p degerleri de markir F degerinden kiiglik olanlar 6nemli kabul edilmistir.
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Onemli sayilan her deger igin ilgili fenotipik 6zellik ve markir iliskisi var
demektir. Iliski haritalama sonucu Cizelge 4.10, Cizelge 4.11, Cizelge 4.12,
Cizelge 4.13 ve Cizelge 4.14’de gosterilmektedir.

Cizelge 4.10 liski haritalama sonucu, liflilik 6zelligi ile iliskili markirlar

Fenotipik LG Lokus pozisyonu markir  Markir  markir
Markr
ozellik (baglant1 grubu) (cM)* F p r
1 Liflilik 6zelligi ~SSR Bmd1l 3 261 *x 0.00564 0.13
2 Liflilik 6zelligi  SSR Bmd39 Haritalanmamis - *x 0.00263 0.15
3 Liflilik 6zelligi  SSR Bmd42 10 1 *x 0.00534 0.13
4 Liflilik 6zelligi  SSR Bmd46 9 160 *x 0.00867 0.12
5 Liflilik 6zelligi  SSR BM181 3 99 *x 0.00564 0.13
6 Liflilik 6zelligi ~ SNP1 1 69 *x 0.00921 0.12
7 Liflilik 6zelligi  SNP16 Haritalanmamis - ** 0.00828 0.12
8 Liflilik 6zelligi ~ SNP32 Haritalanmamis - ** 0.00904 0.12
9 Liflilik 6zelligi M-CAA/E-AAC  Haritalanmamus - ** 0.00621 0.13
10  Liflilik ozelligi M-CAA/E-AAG  Haritalanmamis - ** 0.00828 0.12
11 Liflilik 6zelligi ~M-GAT/E-ACT  Haritalanmamis - *x 0.00828 0.12
12 Liflilik 6zelligi M-GAT/E-AGT  Haritalanmamis - *x 0.00564 0.13
13 Liflilik 6zelligi M-ACG/E-ACA  Haritalanmamis - *x 0.00828 0.12

*Baglant1 (Linkage) gruplari ve Lokus pozisyonu ¢M cinsinden Galeano et al.’a (2012) gore

belirlenmistir.

Cizelge 4.11 liski haritalama sonucu, bitki tipi ile iligkili markirlar

Fenotipik LG Lokus pozisyonu markir  Markir  markir
Markir
ozellik (baglant1 grubu) (cM)* F p r?
1 Bitki tipi SSR BM160 7 9 *x 0.00314 0.15
2 Bitki tipi SSR BM170 6 119 *ox 0.00675 0.13
3 Bitki tipi SSR BM183 7 18 *ox 0.00964 0.12
4 Bitki tipi SSR BM210 7 127 *x 0.00345 0.15
5 Bitki tipi SNP1 1 69 Hox 0.00666 0.13
6 Bitki tipi M-CAA/E-AAC  Haritalanmamig - el 0.00160 0.17
7 Bitki tipi M-CAA/E-ACG  Haritalanmamig - i 0.00110 0.18
8 Bitki tipi M-CAA/E-AAG  Haritalanmamig - el 0.00138 0.17
9 Bitki tipi M-CAA/E-AGG  Haritalanmamis - el 0.00136 0.17
10  Bitki tipi M-GAT/E-ACT  Haritalanmamig - i 0.00110 0.18
11 Bitki tipi M-GAT/E-AGT  Haritalanmamig - el 0.00992 0.11

*Baglant1 (Linkage) gruplari ve Lokus pozisyonu ¢M cinsinden Galeano et al.’a (2012) gore

belirlenmistir.
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Cizelge 4.12 liski haritalama sonucu, bitki biiyiime sekli ile iliskili markirlar

Fenotipik LG Lokus pozisyonu  markir  Markir  markir
Markir

ozellik (baglant1 grubu) (cM)* F p r
1 Bitki Biiyiime $ekli  SSR BM157 10 46 ** 0.00145 0.17
2 Bitki Biiyiime $ekli  SSR BM160 7 9 ** 0.00261 0.15
3 Bitki Biiytime $ekli  SSR BM170 6 119 el 0.00521 0.13
4 Bitki Biiyiime $ekli  SSR BM183 7 18 el 0.00208 0.16
5 Bitki Biiytime $ekli  SSR BM210 7 127 el 0.00287 0.15
6 Bitki Biiyiime Sekli ~ SNP1 1 69 ** 0.00546 0.13
7 Bitki Biiyiime Sekli  SNP6 2 202 ** 0.00898 0.12
8 Bitki Biiyiime Sekli ~ SNP50 Haritalanmamisg - Fx 0.00954 0.12
9 Bitki Buylime Sekli M-CAA/E-AAC  Haritalanmamig - *x 0.00175 0.16
10 Bitki Biiyiime Sekli  M-CAA/E-ACG  Haritalanmamis - *x 0.00144 0.17
11  Bitki Biyiime Sekli M-CAA/E-AAG  Haritalanmamis - *x 0.00114 0.18
12 Bitki Biiyiime Sekli M-CAA/E-AGG  Haritalanmamis - *x 0.00133 0.17
13 Bitki Biiyiime Sekli M-GAT/E-ACT  Haritalanmamis - *x 0.00112 0.18
14 Bitki Biiytime Sekli M-GAT/E-AGT  Haritalanmamis - *x 0.00236 0.16

*Baglant1 (Linkage) gruplart ve Lokus pozisyonu c¢M cinsinden Galeano et al.’a (2012) gore

belirlenmistir.

Cizelge 4.13 iliski haritalama sonucu, tohum taslagi sayist ile iliskili markirlar

Fenotipik LG Lokus pozisyonu  markir markir markir
Markir
ozellik (baglant1 grubu) (cMm)* F p r’
1 Tohum taslagi sayist  SSR Bmd45 1 69 ** 0.00976 0.12
2 Tohum taslagi sayist M-CAA/E-ACG  Haritalanmamis - ** 0.00195 0.16

*Baglant1 (Linkage) gruplar1 ve Lokus pozisyonu c¢M cinsinden Galeano et al.’a (2012) gore

belirlenmistir.
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Cizelge 4.14 liski haritalama sonucu, ¢iceklenme zamanu ile iliskili markirlar

Fenotipik LG Lokus pozisyonu  markir markir markir
Markir

ozellik (baglanti grubu) (cM)* p r?
1 Cigeklenme zaman1  SSR BM38 Haritalanmamig Fx 0.00133 0.17
2 Ciceklenme zaman1  SSR BM151 8 124 faid 4x10°%? 0.88
3 Cigeklenme zaman1  SSR BM157 10 46 faid 4x10°%? 0.88
4 Ciceklenme zaman1  SSR BM210 7 127 ** 4x10™" 0.88
5  Ciceklenme zamam  SNP1 1 146 faid 4x10°%? 0.88
6 Ciceklenme zamant  SNP24 Haritalanmamig *x 4x10°%? 0.88
7 Cigeklenme zaman1 ~ SNP30 Haritalanmamig Fx 0.00196 0.16
8 Ciceklenme zamant  SNP31 Haritalanmamig *x 4x10°%? 0.88
9 Ciceklenme zamant ~ SNP32 Haritalanmamig *x 4x10-12 0.88
10 Ciceklenme zamant  SNP33 Haritalanmamig *x 4x10%? 0.88
11  Cigeklenme zamant  SNP34 Haritalanmamig *x 4x10°%? 0.88
12 Cigeklenme zamant  SNP39 11 15 *x 0.00177 0.16
13 Ciceklenme zaman1  SNP41 2 el 4x10%? 0.88
14  Cigceklenme zamant  SNP43 Haritalanmamig *x 4x10°%? 0.88
15 Cigeklenme zamant  SNP45 Haritalanmamig *x 4x10°%? 0.88
16 Ciceklenme zamant  SNP46 Haritalanmamig *x 4x10%? 0.88
17  Ciceklenme zamant M-CAA/E-AAC  Haritalanmamis *x 4x10°%? 0.88
18 Ciceklenme zamant M-CAA/E-AAG  Haritalanmamis *x 4x10°%? 0.88
19 Cigeklenme zamani  M-CAA/E-AGG  Haritalanmamig Fx 4x10%? 0.88
20 Cigeklenme zaman1  M-GAT/E-ACT  Haritalanmamis *x 4x10°%? 0.88
21 Cigeklenme zamani  M-GAT/E-AGT  Haritalanmamis *x 4x10°%? 0.88
22 Cigeklenme zaman1  M-ACG/E-ACA  Haritalanmamis Fx 0.00588 0.13

*Baglant1 (Linkage) gruplari ve Lokus pozisyonu ¢cM

belirlenmistir.

cinsinden Galeano et al.’a (2012) gore

Yukaridaki Cizelge 4.10, Cizelge 4.11, Cizelge 4.12, Cizelge 4.13 ve
Cizelge 4.14’e gore; 5 fenotipik ozellik ile iliskili toplamda 62 markir 6nemli

olarak belirlenmistir.

- Liflilik o6zelligi: 13 markir liflilik o6zelligi ile iliskili bulunmustur.
Bunlardan 5’1 SSR markiri, 3’ii SNP markinn ve 5’1t AFLP markiridir. 5 SSR
markirindan 4’4 ve SNP markirindan 1’1 daha 6nce literatiirde haritalanmistir

(Cizelge 4.10).

- Bitki tipi: 11 markir bitki tipi ile iligkili bulunmustur. Bunlardan 4’ti SSR
markirt, 1’1 SNP markir1 ve 6’s1 AFLP markiridir. SSR markirlart ve SNP markiri
daha Once literatiirde haritalanmistir (Cizelge 4.11).
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- Bitki Biiyiime Sekli: 14 markir bitki biiytime sekli ile iligkili bulunmustur.
Bunlardan 5’1 SSR markir1, 3’ SNP markir1 ve 6’st AFLP markiridir. SSR
markirlarinin tiimi ve SNP markirindan 2’si daha Once literatiirde haritalanmistir
(Cizelge 4.12).

- Tohum taslagi sayisi: 2 markir tohum taslagr sayisi ile iliskili
bulunmustur. Bunlardan 1’1 SSR markiri, 1’1 AFLP markiridir. SSR markir1 daha
Once literatiirde haritalanmistir (Cizelge 4.13).

- Ciceklenme zamami: 22 markir ciceklenme zamani ile iliskili
bulunmustur. Bunlardan 4’ti SSR markiri, 12’si SNP markir1 ve 6’st AFLP
markiridir. 4 SSR markirindan 3’ii ve SNP markirindan 3’ daha 6nce literatiirde
haritalanmustir (Cizelge 4.14).
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5. TARTISMA

Insan diyeti icin en 6nemli baklagillerden birisi fasulyedir. Uluslararasi
ticarette de ana tiriin olarak yerini almistir. Ayrica yoksul iilkelerde fasulyenin
tiretim ve tiiketim oranmi oldukg¢a yiiksektir. Buglne kadar bircok fasulye islah
programi gelistirilmis ve verimli {riin elde etmek icin markir seleksiyon
programlari uygulamaya konmustur (Kelly and Miklas, 1998). Liflilik 6zelligi,
bitki tipi, bitki biliyiime sekli, tohum taslagi taslagi ve ciceklenme zamani gibi
fenotipik karakterlerle iligkili DNA markirlarinin saptanmasi, fasulye 1slahi
programlarinda gelistirilmesi islevlerinin daha iyi anlagilmasi agisindan oldukga
onemlidir (Kwak et al., 2008). Fenotipik 6zellikler kendi arasinda da birbiriyle
iligkilidir, bir karakter diger bir karaktere etki etmektedir (Garciaet al., 1997).
Fasulyede bitki biiyiime sekli, yabani ve kiiltlirii yapilmis tlirleri ayirt etmede
onemli rol oynamaktadir (Smartt, 1976). Ayrica bitki biiylime seklinin gigeklenme
zaman ile iliskili oldugu belirlenmistir. Ornegin, yabani fasulye formlar: erken
cigeklenirken, kiiltiire alinmis fasulye turleri, yabani fasulye turlerine gére daha
uzun sirede ciceklenmektedir (Garcia et al., 1997). Duran et al. (2005), ise
caligmalarinda bitki biiyiime seklinin tohum taslagi sayisi ile iliskili oldugunu ve
Mezoamerikan ve Andean olmak (zere iki gen havuzuna ait bireyleri ayirt etmede
kullanildigin1 bildirmislerdir. Diger bir fenotipik 6zellik olan liflilik, ekonomik
kalite bakimindan olduk¢a onemlidir. Clnki taze konserve sanayide liflilik
istenmeyen bir dzellliktir ve Grinln Kkalitesini belirlemektedir. Bu nedenle 1slah
programlarinda diisiik lif 6zelligine sahip bireyleri segmek 6nemlidir. Geleneksel
fasulye genetik c¢alismalar1 ile agronomik o6zellikleri igeren genetik haritalar
yapilmigtir (Blair et al., 2003). Islah programlarinin temelinde genetik ¢esitlilik
yatmaktadir. Genetik cesitliligin belirlenmesinde son 20 yildir DNA markirlari
etkin bir sekilde kullanilmaktadir (Gao, 2003).

AFLP yontemi ile yapilan bir¢ok ¢alisma sonucunda, AFLP’nin Phaseolus
vulgaris genotiplerinde ¢esitliligi belirlemede etkin bir yontem oldugu
belirtilmistir (Rosales-Serna et al., 2005; Svetleva et al., 2006; Kumar et al., 2008;
Maras et al., 2008; Masi et al., 2009). Yaptigimiz bu c¢alismada, AFLP teknigi
kullanarak 233 polimorfik bant elde edilmis ve ortalama bant sayis1 25.9 olarak
belirlenmistir. Svetleva et al. (2006), Bulgaristan’da yetisen 78 fasulye
genotipinde 3 AFLP primer kombinasyonu kullanarak 54 polimorfik bant tespit
etmisler, ortalama bant sayisini ise 18 olarak hesaplamislardir. Maras et al. (2008),
Andean ve Mezoamerikan gen havuzlarina ait 29 fasulye genotipinde 10 AFLP

primer kombinasyonu kullandiklarinda 112 polimorfik bant belirlemislerdir ve
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ortalama polimorfik bant sayist 11°dir. Yaptigimiz c¢alismada en yiiksek
polimorfik bant sayis1t M-CAA/E-AAC primer kombinasyonu kullanildiginda 57
bant olarak elde edilmistir. Svetleva et al. (2006), calismalarinda en yiliksek
polimorfizmi yine ayni primer kombinasyonunu kullanarak 22 polimorfik bant
elde etmislerdir. Maras et al. (2008) ve Svetleva et al.’un (2006) ¢alismalarinda
elde edilen ortalama polimorfik bant sayisi bizim elde ettigimiz degerden
disiiktiir. Bu durum, arastirmacilarin  ¢alismalarinda kullanmis  oldugu
genotiplerin genetik varyabilitesinin diisiik olmasindan kaynaklanmis olabilir.
Rosales-Serna et al. (2005), fasulyenin gen merkezlerinden biri olan Meksika’nin
farkli bolgelerinden elde edilen 112 genotipte 4 AFLP primer kombinasyonu
kullandiklarinda toplam 344 polimorfik bant elde etmisler ve kombinasyon basina
ortalama 86 polimorfik bant bulmuslardir. Arastirmacilarin elde ettigi ortalama
bant sayis1 bu ¢alismada elde edilen degerden biiyliktiir. Bunun nedeni Meksika
bolgesinin fasulyenin gen merkezi olmasi ve bu nedenle genetik cesitliligin bu

cografyada en yiiksek olmasindan kaynaklanmaktadir.

PIC degeri bir markirin polimorfizmi ayirt etme giiciinii belirlemektedir. Bu
caligmada kullanilan AFLP primerlerin ortalama PIC degeri 0.51 bulunmustur. Bu
deger AFLP yontemi ile elde edilmis Kumar et al.’un (2008) buldugu PIC
degerlerinden yiiksektir. Bu sonu¢ ¢calismamizda kullanilan markirlarin ayirt etme
giiciiniin yiiksek oldugunu gostermektedir. AFLP markir yontemi kullanilarak
kisa zamanda ¢ok sayida polimorfik bant tespit edilebilmistir ve tespit edilen
polimorfizmler tekrarlanabilir 6zelliktedir (Powell et al., 1996).

AFLP analizi sonucu elde edilen goriintiilerde skorlanan bant biiyiikligi
degerleri 50-500 bp degerleri arasindadir. Elde ettigimiz bu degerler Masi et al.
(2009), Svetleva et al. (2006) ve Kumar et al.’un (2008) degerleri ile benzerlik
gOstermektedir.

SSR markirlar1 yiiksek polimorfizm gostermeleri, genomda tekrar eden
bolgeler halinde bulunmalar1 ve bu tekrar bolgelerinin genotiplere 6zgii sayida
olmast nedeniyle bitki tiirleri arasinda genetik varyasyonun belirlenmesi ve
akrabalik iliskilerinin incelenmesi c¢alismalarinda basarili  bir  sekilde
kullanilmaktadir (Sa'nchez-Pe’rez et al., 2005). Bu c¢alismada kullanilan SSR
markirlart literatiirden fasulye genomunun her bir kromozomunu temsil edecek
sekilde secilmistir (Yu et al., 2000; Gaita'n-Soli’s et al., 2002; Blair et al., 2003).
Calismada kullanilan SSR markirlar1 daha 6nce farkli fasulye genotiplerinin

cesitlilik analizlerinde de kullanilmistir. Bu ¢alismalarda da buldugumuz
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sonuclara benzer sonuglar elde edilmistir (Yu et al., 1999; Gaitan-Solis et al.,
2002; Metais et al., 2002; Maras et al., 2008). Bu sonuglar farkli fasulye
cesitlerinde ayn1 SSR markirlart kullanildiginda benzer sonuglar elde edildigini ve
SSR markirlarinin giivenilir sonuglar verdigini géstermektedir (Blair et al., 2003).
Polimorfik bant sayisi, populasyondaki genetik cesitliligin analizinde kullanilan
temel parametrelerden biridir ve genotipler arasindaki cesitliligi belirleyici kriter
olusturmaktadir (Li and Ge, 2001). Bu ¢alismada 22 SSR primeri kullanarak 80
polimorfik bant elde edilmistir. Primer basina diisen ortalama polimorfik bant
sayisi ise 4’tiir. Kwak et al. (2009), farkli cografik bolgelerden topladiklar: fasulye
genotiplerinde 26 SSR primeri kullandiklarinda ortalama polimorfik bant sayisini
16 olarak belirlemislerdir. Burle et al. (2010), Brezilya’dan topladiklar1 279
fasulye genotipinde 67 SSR markir1 ortalama polimorfik bant sayisin1 6 olarak
hesaplamislardir. Arastirmacilarin elde ettigi ortalama polimorfik bant sayisi
bizim elde ettigimiz degerden yiiksektir. Brezilya fasulyenin gen merkezlerinden
biri oldugu icin buradaki genotipler arasinda yiiksek genetik varyabilite
gortlmektedir. Cabral et al. (2011), Brezilya bdélgesinden toplanan 57 fasulye
genotipinde 13 SSR markirin1 polimorfik bulmuslar ve bu markirlardan elde

edilen ortalama polimorfik sayisini1 2.2 olarak hesaplamislardir.

Ayrica c¢alismamizda kullanilan SSR markirlart EST ve genomik
markirlardan olusmaktadir. EST markirlardan elde edilen ortalama polimorfik
bant sayis1 (3.5); Bmd33, Bmd36, Bmd38, Bmd39 and Bmd42 olmak (izere 5
genomik markirdan elde edilen ortalama polimorfik bant sayisindan (4) diisiiktiir.
Blair et al. (2006), farkli SSR primerlerini kullanarak yaptiklar1 ¢alismalarinda,
benzer sekilde genomik SSR markirlarinda (9.2) EST-SSR markirlarina (6) gore
daha yiiksek polimorfik bant gozlemlemislerdir. Bunun nedeni EST markirlarinin
daha korunmus olmasindan ve genomik SSR markirlarinin genomda tekrarli
bolgeler halinde bulunmasindan kaynaklanabilir (Scott et al., 2000).

Bu calismada kullanilan SSR primerlerin ortalama PIC degeri 0.34
bulunmustur. Kwak et al. (2009), fasulyede SSR primeri kullanarak yaptiklari
genetik cesitlilik ¢calismasinda ortalama PIC degerini 0.62 olarak belirlemislerdir.
Burle et al. (2010), genomik primerlerini kullandiklarinda ortalama PIC degerini
0.49 ve EST-SSR primerlerini kullandiklarinda ise bu degeri 0.46 bulmuslardir.
Bunun nedeni arastirmacilarin ¢alismalarinda kullandiklar1 genomik markirlarin
EST-SSR markirlarindan daha fazla ¢esitlilik gostermesidir (Blair et al.,2006).
Cabral et al.’un (2011) ¢alismasinda ise PIC degeri 0.27°dir. Bu ¢alismada PIC

degerinin diisiik olmasinin nedeni, kullanilan primerlerin fasulye genotipleri
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arasinda benzer bant profili olusturarak genotiplere 6zgii bant gelistirmemis

olmasindan kaynaklanabilir.

SNP’lerin genomda goriilme oranlar1 ortalama 1/1000 nikleotidtir. Hatta bu
rakam insanda 1/100’e kadar diismektedir (Salisbury et al., 2003). SNP markirlar
kullanildiginda genotipe 6zgii DNA bantlarinin elde edilme sansi yiiksektir, bu
nedenle genetik cesitlilik ve haritalama g¢alismalarinda kullanilmak tizere diger
markirlara alternatif olarak gelistirilmeye baslanmistir. Ciinkii bu markirlar genom
tizerinde goreceli olarak esit dagilim gosterirler (Chagne” et al., 2007). Toplamda
48 SNP primeri kullanarak 105 polimorfik bant elde edilmis ve ortalama
polimorfik bant sayisi 2 olarak hesaplanmistir. Fasulyede SNP markirlar
kullanarak az sayida genetik ¢esitlilik calismasi bulunmaktadir (Corte’s et al.,
2011). Bu calismada kullanilan SNP primerlerinin ortalama PIC degeri 0.65
bulunmustur. Corte’s et al. (2011), ¢alismalarinda SNP markirlarinin ortalama
PIC degerini 0.47 olarak belirlemislerdir. Blair et al.’un (2013) fasulyede genetik
cesitliligi belirlemek amaciyla SNP primeri kullanmiglardir. Ortalama PIC
degerini 0.32 olarak hesaplamiglardir. Bu c¢alismada kullandigimiz SNP
primerlerinin ortalama PIC degeri, Corte’s et al. (2011), Blair et al.’un (2013)
buldugu PIC degerinden ve ayrica caligmamizda kullandigimiz AFLP ve SSR
primerlerinin ortalama PIC degerinden yiiksektir. SNP markirlar1 tek niikleotid
polimorfizmine dayanan oldukga spesifik markirlardir. Bu nedenden dolayr SNP

primerlerinin ayirt etme giicii oldukga yiiksektir.

Bu c¢alismada Hindistan, Amerika, Hollanda, Ingiltere, Almanya,
Bulgaristan ve Tiirkiye nin farkli bolgelerinden toplanmis oldukca genis lokasyon
araligina sahip genotipler yer almistir. Populasyon yapisi; tiim populasyon iginde
olusan sabit alt gruplar1 ifade etmektedir. Alt gruplarin iyi ayrimlanmis olmasi
iliski haritalarin giiciinii de belirlemektedir (Abdurakhmonov and Abdukarimov,
2008). Bu nedenle haritalama ¢alismasi yapmadan 6nce bu gruplarin belirlenmesi
cok Onemlidir. Bu c¢alismada populasyon yapisim1 belirlemek amaciyla
STRUCTURE programi kullanilmistir. AFLP, SSR ve SNP markir analizlerinden
elde edilen sonuclar excel programinda matrix olusturularak STRUCTURE
programina veri saglanmistir. STRUCTURE programindan elde edilen sonuca
gore genotipler kendi arasinda 7 ayr1 gruba (K=7) ayrilmistir (Bkz. Sekil 4.20).
Ancak populasyonda genel olarak iki ana grup gorilmektedir (Grup 11 ve VII).
Bunlar blylk ihtimalle Mezoamerikan ve Andean gen havuzlarini temsil eden
gruplardir. Muhtemelen olusan diger kicik gruplar bu iki ana gruba ait bireylerin

melezlenmeleri sonucu olusan genotiplerden kaynaklanmaktadir. Bu ¢alismada
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kullanilan populasyonlarin lokasyonlarina bakildiginda en wuzak lokasyon
Hindistan’dir ve Hindistan’a ait iki genotip (#51 ve #52) diger genotiplerden
tamamen ayr1 bir grup olusturmustur. Tirkiye’nin farkli cografik bolgelerinden
elde edilen 4 genotip ise diger Tiirkiye orjinli genotiplerden ayrilarak her biri
farkli bir grupta yer almistir (#32:Tire, #9:Bozdag, #3:Golctik, #29:Selguk). Diger
iki grup, agirhikl olarak Tiirkiye orjinli olup her iki grupta da diinyanin farkli
bolgelerini temsil eden fasulye genotipleri vardir. Ayrica NTSYS programindan
elde edilen genetik yakinlik sonucuna gore en yakin genotiplerin #11
(Kirklareli/Tirkiye) ile #12 (Bandirma/Tirkiye) (0.93) oldugu, en uzak
genotiplerin ise #52 (Hindistan) ile #32 (Tire/Turkiye) (0.09) oldugu
gorulmektedir. Maras et al. (2008), SSR markirlarini kullanarak yaptiklar1 fasulye
genetik cesitlilik caligmasinda varyasyon oranini O ile 75 arasinda bulmuslardir.
Kumar et al. (2008) ise AFLP markirlar1 ile yaptiklar1 calismada bu oran1 0.18—
0.76 arasinda tespit etmislerdir. Fasulye orta Amerika kokenlidir. Tarkiye
fasulyenin anavatani degildir, iilkemizde bulunan tiim fasulye cesitleri diger
iilkelerden introdiiksiyon materyali olarak gelmistir. Bu yiizden elde ettigimiz
sonuglar fasulye genotipleri arasinda genetik ¢esitliligin bulunduklar1 lokasyona
bagl olarak gruplandigin1 tam desteklememektedir. Fasulyede STRUCTURE
programi ile yapilan ¢aligmalara baktigimizda; Burle et al. (2010), Brezilya’da
bulunan 279 fasulye genotipinin STRUCTURE analiz sonucunda iki gruba (K=2)
ayrildigini ve bunlarin Andean ve Mezoamerikan oldugunu saptamislardir. Hegay
et al. (2012), Mezoamerikan ve Andean gen havuzlarina ait Kirgizistan’dan
toplanan 28 fasulye genotipinde genetik cesitlilik analizi yapmislardir.
STRUCTURE programinda yapilan populasyon yapist analizi sonucunda
genotiplerin iki gruba (K=2) ayrildiginm1 ve Mesoamerikan genotiplerinin Andean
genotiplerine gore kendi aralarinda daha fazla cesitlilik  gosterdigini
bildirmislerdir. Blair et al. (2012), 108 fasulye genotipinin Andean, Kolombiya,
Ekvator, Kuzey Peru, Guatemala ve Mezoamerikan olmak (izere 5 gruba
ayrildigmi  (K=5) bildirmislerdir. Aymi arastirmacilar 2013 yilinda SNP
markirlarin1 kullanarak genotiplerin Andean ve Mezoamerikan olmak (zere iKi
gruba (K=2) ayirmislardir. Yaptifimiz bu calismada diinyanin farkli cografik
bolgelerinden toplanmis, genis lokasyon araligina sahip fasulye genotipleri
kullanilmistir. Bu genotipler melez 1slah programlar1 sonucunda gelistirilmis ve
bu nedenle genetik varyasyon bu genotiplerde daralmistir. Biiyiik olasilikla bu
genotiplerin ebeveynleri Mezoamerikan ya da Andean kokenli olmasi nedeniyle
melezlerde bu karisim s6z konusu olabilir. Bu calismada elde edilen
STRUCTURE grup sayisinin fasulyenin temel iki grubu olan Mezoamerikan ya

da Andean grup sayisindan biiyiik olmasi melez gesitlerin kombinasyonlarindan
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kaynaklanabilir. Ancak ¢alismamizda Andean ya da Mezoamerikan oldugu

bilinen genotip kullanilmadig1 i¢in kesin 6nerilerde bulunmak zordur.

Iliski haritalama; farkli lokuslardaki allellerin baglanti dengesizligine
dayanan kantitatif Ozelliklerin haritalanmas1 ve bu kantitatif ozellikler ile
markirlar arasindaki iligkinin belirlenmesi i¢in gelistirilen etkin bir yontemdir. Bu
yontem sayesinde geleneksel baglanti haritalarina gére daha az zamanda ve daha
az maliyette sonu¢ elde edilir (Myles et al., 2009). Bitkilerde iliski haritalamada
onemli faktorlerden birisi de analiz edilecek olan populasyonun secimidir. Daha
fazla sayida allel elde etmek icin populasyon icerisinde maksimum gesitliligi
iceren ve daha fazla rekombinasyon olasiligina izin veren bireylerin secilmesi
gerekir. Iliski haritalarda, gelistirilmesi zaman alic1 melez populasyonlara (F»,
RIL, DH) gerek kalmadan daha kisa siirede kalicti sonu¢ veren dogal
populasyonlar kullanilmaktadir. Genetik arastirmalarda, yol agtigi istatiksel
yontemlerdeki gelismelerden, etkin ve yeni allelerin belirlenmesinden ve genomik
teknolojilerindeki avantajlarindan dolayi, iliski haritalama metodu bitkilerde
kullanilmaya baglandigindan bu yana hizli bir sekilde 6nem kazanmaya devam
etmektedir (Shehzad et al., 2009).

Iliski haritalamadaki basari; fenotipik 6zellikleri etkileyen alleler ve markir
alleleri arasinda LD’nin belirlenmesine baghdir (Stich et al., 2005). LD; genomun
taranmast i¢in gerekli markir yogunlugunu ve haritanin ¢oziinlrliglini
belirlemektedir. Eger LD dagilimi dar bir alan igerisinde ise haritalama
¢Oziinlirligliniin yiiksek olmasi beklenir ancak bunun i¢in ¢ok sayida markir
gereklidir. LD, genis bir alanda dagilim gdsterirse haritalama ¢oziiniirliigii diisiik
olacaktir, ancak az sayida markir yeterli olacaktir (Zhu et al., 2008).
Calismamizda markilarin 6nem seviyesini hesaplamada, 1 degeri yiiksek (1’e
yakin) ve p degeri 0.01’den kiiciik olan degerler 6nemli kabul edilmistir. AFLP,
SSR ve SNP markirlarini birlikte kullanarak fasulye genomunun tiimiinii miimkiin
oldugunca genis tarayarak bu iliskinin yiiksek olmasi saglanmistir. AFLP, SSR ve
SNP markirlarindan elde edilen toplam 418 markirdan 267’si  Onemli
bulunmustur. Bulunan bu LD degeri; geg¢misten giiniimiize kadar fasulye
cesitlerinin kiiltiire alimma caligmalar1 boyunca, insanlar tarafindan istenilen
fenotipik ozelliklere sahip bireylerin secilmesi ve dolayisi ile benzer haplotip
bloklarinin 1slah edilmis bireylerde bulunmasi ile aciklanabilir. Ayrica kendine
doéllenen bir bitki olan fasulyede; misir (Remington et al., 2001), salgam (Zhao et
al., 2007) ve aygicegi (Mandel et al., 2013) gibi yabanci dollenen bitkilere gore
daha yiiksek LD bulunmasi beklenen bir durumdur. Cunki kendine ddéllenen
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bitkiler daha hizli homozigotlasma oranma sahiptirler. Chen et al. (2012),

bugdayda yaptiklar1 LD analizi ¢alismasi ile bu sonucu desteklemektedir.

Stich et al. (2005), misir genotiplerinde yaptiklari LD analizine gore sert
misir grubunda 2. kromozomda 105 cM’a kadar, at disi misir grubunda 7.
kromozomda 103 cM’a kadar olduk¢a genis aralikta LD belirlemislerdir. Ayni
arastirmacilar 2006 yilinda misir genotiplerinde yaptiklar1 calismada LD degerini
belirlemek amaciyla AFLP ve SSR markirlarini kullanmiglardir. AFLP (4cM)
markirlarina gére SSR markirlar1 (30-31 ¢M) kullandiklarinda daha genis LD
bulmuslaridir. Breseghello et al. (2006), 36 SSR markir1 ile bugdayda yaptiklar
calismada 5A ve 2D kromozom bolgelerinde ortalama <1 ve ~5 ¢M alanda gucli
LD degeri saptamislardir. Shehzad et al. (2009), sorghumda 470 SSR markilar ile
yaptiklar1 ¢alismada LD degerlerinin diisiik olduguna ve bu degerin QTL
belirlemek i¢in yeterli olmadigi sonucuna varmislardir. Bunun {istesinden
gelebilmek igin sorghumda daha fazla markir kullanilmasi gerektigini
bildirmiglerdir. Aym1 kromozom {izerinde birbirine yakin bulunan markirlar
arasinda dar LD’ler tespit edilebilir ancak bu durum her zaman net sonuglar
vermeyebilir. Bunlar kromozom iizerinde fiziksel baglantilardan ve yetersiz

markir sayisindan dolay1 olusmaktadirlar.

Bu ¢alismada elde edilen LD saptanan markir sayisi fasulyede yapilan diger
LD analizlerinde elde edilen sayiya gore yiiksek bulunmustur. Galeano et al.
(2012), yaptiklar1 analiz sonucunda 110 SNP and 24 SSR markirin1 6nemli
bulmuslardir. Calismalarinda diisik LD degeri belirlemeleri populasyon
yapisindan  kaynaklaniyor olabilir. Ciinkii LD degerinin  belirlenmesi
populasyonda ger¢eklesen rekombinasyon olaylarina baglidir (Abdurakhmonov
and Abdukarimov, 2008). Zhu et al. (2003), soya fasulyesinde SNP markirini
kullandiklarinda diisiik oranda LD saptamislardir. Ayrica Jun et al. (2008), soya
fasulyesinde 150-300 markirin iliski haritalama yapmak i¢in yeterli oldugunu
belirlemislerdir. Soya fasulyesinin genomunun biiyiikliigii fasulye genomuna ¢ok
benzer oldugundan bu c¢alismada kullanilan markir sayisi, fasulyede iliski
haritalama yapmak icin yeterlidir.

Calismamizda iliski haritalama i¢in, LD analizinde énemli bulunan AFLP,
SSR ve SNP markirlarindan toplam 267 markir kullanilmistir. Boylece farkl
markir sistemlerinden faydalanarak tim genomun temsil edilmesi ile haritanin
doygunlugu saglanmistir. Benzer sekilde Galeano et al. (2012), verim ve verimle
iliskili 6zellikler ile iliskili markirlar1 belirlemek i¢in SNP ve SSR markirlarini
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kullanmiglardir. Blair et al. (2012), fasulyede yaptiklar1t QTL analizinde AFLP,
RAPD ve SSR markirlarim1 kullanmiglardir. Haritalamalarda, ayrica tek markir
sisteminin kullanildig1 ¢alismalar da bulunmaktadir. Abdurakhmonov et al. (2008)
pamuk genotiplerinde sadece SSR markirin1 kullanarak lif kalitesi 6zelligi ile
iliski haritalama ¢aligsmasi yapmislardir. Agrama et al. (2007), calismalarinda ayni1
sekilde sadece SSR markirlarini kullanmiglardir. Ancak, SSR markirlar yiiksek
derece polimorfizm gostermelerine ragmen iligski haritalama calismalarinda tek
baslarina yeterli degildir (Ching et al., 2002). Bu ¢alisma sonucunda fasulye
genomunun 4. ve 5. baglant1 gruplari hari¢ tiim baglanti gruplarii temsil edecek

sekilde markir-fenotipik 0zellikler arasinda yiiksek korelasyon saptanmustir.

Bugiine kadar yapilmis QTL ¢alismalarinda F, ya da RIL gibi iki ebeveynin
melezlenmesi sonucunda elde edilen melez populasyonlar kullanilmistir (Freyre et
al., 1998; Miklas et al., 2001; Blair et al., 2003; Blair et al., 2012). Ancak bu
populasyonlarm gelistirilmesi igin belirli bir zamana ihtiya¢ duyulmaktadir. liski
haritalarda bu zaman alic1 populasyonlara gerek kalmadan daha kisa siirede kalici
sonug veren dogal populasyonlar kullanilmaktadir (Oraguzie et al., 2007). Ayrica
iliski haritalarda kullanilan populasyondaki birey sayist olduk¢a Onemlidir
(Agrama et al., 2007; Galeano et al., 2012). Bu galismada markir-fenotip
arasindaki iliskiyi belirlemek amaciyla farkli cografik bolgelerden elde edilmis 66
adet fasulye genotipi kullanilmistir. Benzer sekilde Roy et al. (2006), iliski harita
calismalarinda 55 bugday genotipi ve Simko et al. (2009), 68 marul genotipi
kullanmislardir. Bu nedenle bu ¢alismada kullanilan genotip sayisi fasulyede iliski
haritalama icin yeterli ve uygun bulunmustur.

Fenotipik ozellikler ile markirlar arasindaki iliskiyi belirlemek amaciyla
TASSEL programi kullanilmistir. TASSEL programinda analizler i¢cin GLM
metodu secilmistir. Bugiine kadar fasulyede iliski haritalama yapilmis iki ¢alisma
bulunmaktadir (Shi et al., 2011; Galeano et al., 2012). Galeano et al. (2012),
ciceklenme zamani, olgunlagsma zamani, bitkideki bakla sayisi, tohum taslagi
sayis1, bitkideki tohum sayisi, % bos bakla, ortalama bakla uzunlugi, 100 tohum
agirligi ve verim Ozelliklerini GLM metodunu kullanarak incelemislerdir. Ayrica
iliski haritalamada GLM metodunun kullanildigi bir¢cok c¢alisma vardir (Inostroza
et al., 2007; Jaiswal et al.,, 2012). Shi et al. (2011), ¢alismalarinda MLM
metodunu  kullanarak yaprak yanmikligi ile iliskili markirlari  bulmay1
hedeflemislerdir. Calismamizda da kullandigimiz GLM metodunun avantaji; bu

metod sayesinde daha fazla sayida onemli p degeri hesaplamasi ve bunun
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sonucunda markir-fenotipik 6zellik arasinda daha fazla iliski bulmasidir (Galeano
etal., 2012).

Literatirde molekiiler markirlar ve fenotipik 6zellikler arasindaki
korelasyonun onemli sayilabilmesi i¢in p degerinin 0.01 ve 0.05’den kiigiik
oldugu degerlerinin her ikisi de kullanilmistir (Jun et al., 2008; Cockram et al.,
2008; Hou et al., 2011). Ayrica molekiiler markirlar tarafindan agiklanan fenotipik
varyasyonun oranini 6lgmek i¢in QTL haritalarda r degeri kullanilir (Shi et al.,
2011). Calismamizda 0.01°den kii¢iik olan p degerleri onemli kabul edilmistir.
Toplamda 5 fenotipik 6zellik 62 markir ile iligskili bulunmustur. Bunlardan 13
markar liflilik 6zelligi, 11 markar bitki tipi, 14 markir bitki biiytime sekli, 2 markir

tohum taslagi sayis1 ve 22 markir ¢iceklenme zaman ile iligkili bulunmustur.

Bu ¢alismada tic SNP markir1 (SNP1, SNP16, SNP32) ile liflilik 6zelligi
arasinda yiiksek korelasyon saptanmistir. SNP1 markir1 daha 6nce Galeano et al.
(2012) tarafindan LG1’de haritalanmistir, ancak SNP16 ve SNP32 markirlar1 daha
once herhangi bir baglanti grubunda haritalanmamistir. Bu 3 SNP markir1 toplam
varyasyonun % 36’sin1 agiklamaktadir (Bkz. Cizelge 4.9). Ayrica liflilik 6zelligi,
5 SSR markir1 ve 5 AFLP ile de iliskili bulunmustur. Liflilik 6zelligi ile iliskili
olarak saptanan bu AFLP markirlarinin higbiri daha 6nce herhangi bir ¢alismada
haritalanmamustir. Liflilik 6zelligi ile iliskili olarak saptadigimiz SSR Bmd1l ve
BM181 markirlar1 LG3’te, Bmd42 markir1 LG10’da ve Bmd46 markir1 LG9’da
Galeano et al. (2012) tarafindan haritalanmigtir. D6rt SSR markir1 toplam
varyasyonun % 66’sin1 agiklamaktadir.

Bu caligmada SSR markirlar1 (BM157, BM160, BM170, BM183 ve
BM210) ve bitki biiyiime sekli arasinda yiiksek korelasyon saptanmistir. Daha
once bu SSR markirlarindan BM 157 markir1 LG10°da, BM170 markir1t LG6°da ve
BM160, BM183 ve BM210 markirlar1 LG7’de Galeano et al. (2012) tarafindan
haritalanmistir. Ayrica Galeano et al. (2012) tarafindan LG1’de haritalanan SNP1
markirt bitki biiytime sekli ile iliskili bulunmustur. Chavvaro et al. (2010), ise
bitki bliylime seklinin belirlenmesi ile iligkili fin lokusunun, LG1’de SSR Bmd10
ve Bmd201 markirlart arasinda bulundugunu bildirmislerdir. Daha 0Onceki
calismalarda da bu boélgenin fin lokusu ile iliskili oldugu bulunmustur (Pafieda et
al., 2008; Kwak et al., 2008). Ayrica ¢alismada, Paneda et al. (2008), Kwak et al.
(2008) ve Chavvaro et al.’un (2010) galismalar1 ile ayn1 bolgede haritalanmis
SNP1 markir1 da bitki biiytime sekli ile iligkili bulunmustur.



80

Bu calismada kullanilan diger fenotipik Ozellikler ile karsilastirildiginda
tohum taslagi sayisi ile az sayida markir arasinda yiiksek korelasyon saptanmustir.
Sadece 1 SSR markiri (Bmd45) ve daha 6nce haritalanmamis 1 AFLP (M-
CAA/E-ACG) markir1 tohum taslagi sayisi ile iliskili bulunmustur. Bmd45
markirt Galenoa et al. (2012) tarafindan LG1’de haritalanmistir. Ayrica tohum
taslagi sayisi ile SNP markirlart arasinda iligki saptanmamistir. Galeano et al.
(2012) yaptiklar1 ¢alisgmada, LG7’de lokalize olmus BM160 markirin1 tohum
taslagi sayist ile iliski bulmuslardir. BM160 markirinin bu calismada 4 alleli
oldugu belirlenmis ve bitki biiylime sekli ve bitki tipi ile iliskili bulunmustur. Bu

alleller genoma dagilmis olabilir ve her farkl: allel farkli 6zelliklere etki edebilir.

Bu calismada 22 markir ciceklenme zamam ile iliskili bulunmustur. En
onemli yiksek korelasyon ise, ¢igeklenme zamanmi ve 18 markir arasinda
saptanmustir (r* =0.88, p=4x10"%). Bunlardan 3’ii SSR markir;; BM210, BM151
ve BM157°dir. Bu markirlar fasulye genomunda sirasiyla LG7’de 127 cM,
LG8’de 124 cM’da ve LG10’da 46 cM’da haritalanmistir (Galeano et al., 2012).
Ayrica saptadigimiz bu sonuglar Chavvaro et al. (2010) ve Blair et al. (2012)
calismalar1 ile de benzerlik géstermektedir. Chavvaro et al. (2010), ciceklenme
zamani1 ile ilgili geni LG1’de fin lokusu yakininda lokalize oldugunu
bulmuslardir. Blair et al. (2012) ise fasulyede RIL populasyonlar: ile yaptiklari
iligki haritalama ¢alismasinda, LG7’de bulunan BM185 ve LG5’de bulunan
BM138 markirlar1 ve c¢igceklenme zamami arasinda yiiksek korelasyon
bulmuglardir. Yine SNP ile yapilan ¢alismamizda; SNP1, SNP24, SNP31, SNP32,
SNP33, SNP34, SNP41, SNP43, SNP45, SNP46 olmak iizere 10 SNP markiri ile
ciceklenme zamani arasinda yiiksek korelasyon bulunmustur. Fasulye genomunda
SNP1 markirn LG1’de 69 cM’da, SNP41 markirn1 LG2’de 5 cM’da ve SNP43
markir1 ise LG2’de 5 cM’da haritalanmistir (Galeano et al., 2012). Taran et al.
(2002) ise 142 birey iceren F, fasulye populasyonunda yaptiklar1 ¢alismada,
benzer sekilde LG11°de cigeklenme zamami ile iligskili markir bulmuslardir.
Calismada bulunan SNP39 markiri, Taran et al.”un (2002) ci¢ceklenme zamani ile
buldugu bu bdlgeyle aymidir. Geriye kalan 5 6nemli biiylik korelasyon, AFLP
markirlart (M-CAA/E-AAC, M-CAA/E-AAG, M-CAA/E-AGG, M-GAT/E-ACT,
M-GAT/E-AGT) ile ciceklenme zamani arasinda bulunmustur.
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Calismada her bir fenotipik 0zellik i¢in en 6nemli iliskiye sahip markirlar
belirlenmistir. Liflilik 6zelligi ile SSR Bmd39 markar1 (p=0.00263, r>=0.15), bitki
tipi 6zelligi ile M-CAA/E-ACG ve M-GAT/E-ACT (p=0.00110, r>=0.18) AFLP
markirlar, bitki biiyiime sekli 6zelligi ile M-GAT/E-ACT (p=0.00112, r*=0.18)
AFLP markiri, tohum taslagi sayisi1 ozelligi ile M-CAA/E-ACG (p=0.00195,

r2=0.16) AFLP markir arasinda yiiksek 1% oranlari saptanmistir.

Bu calismada kullanilan bazi markirlar birden fazla 6zellik ile korelasyon
halindedir. Bu sonuca goére; SNP1, M-CAA/E-AAC, M-CAA/E-AAG, M-GAT/E-
ACT, M-GAT/E-AGT markirlari, liflilik 6zelligi, bitki tipi, bitki biiylime sekli ve
ciceklenme zamamni ile iligkili bulunmustur (Bkz. Cizelge 4.9). Galeano et al.
(2012), LG2’de bulunan BSn66 SNP2 markirini olgunlagsma siiresi, % bos bakla,
bitkideki bakla sayisi, bakladaki tohum sayisi, bitkideki tohum sayis1 ve verim ile
iliskili, LG3’de bulunan BSn44 2 markirmi ¢iceklenme zamani, olgunlagma
siiresi, 100 dane agirligi, ortalama bakla uzunlugu, bakladaki tohum sayisi,
bitkideki tohum sayis1 ve verim ile iligkili bulmuslardir. Hou et al. (2011), soya
fasulyesinde yaptiklar1 ¢alismada benzer sekilde bazi markirlarin birden fazla
agronomik ozellik ile iliskili bulundugunu bildirmislerdir. Ornegin satt001
markirini sukroz igerigi, 100 dane agirligi ve 100 bakla agirligi ile iliskili, satt588
markirini serbest aminoasit icerigi, 100 dane agirligr ve 100 bakla agirlig: ile
iliskili bulmuslardir. Bir markirin birden ¢ok agronomik karakter ile iliskili
olmasmin nedeni bu karakterleri kontrol eden genlerin pleitropik etkisinden
kaynaklanmis olabilir (Tommasini et al., 2007; Xu et al., 2013).

Bu ¢alismada, Bmdl ve Bmd45 markirlart sirasiyla liflilik ve tohum taslag:
sayisi ile iligkili bulunmustur. Leite et al. (2011), fasulyede BMd1l ve BMd45
markirlarini tane verimi ile iligkili bulmuslardir. Yaptigimiz bu ¢alismada BM 160,
BM170, BM183 ve BM210 SSR markirlar ile bitki tipi ve bitki bliylime sekli
Ozellikleri arasinda korelasyon belirlenmistir. Bu markirlar Galeano et al. (2012)
tarafindan LG6 ve LG7’de haritalanmistir. Galeano et al. (2012), BM160 markir1
ve olgunlagma siiresi, % bos bakla, bitkideki bakla sayisi, bakladaki tohum sayisi
ve bitkideki tohum sayis1 arasinda yliksek korelasyon oldugunu bildirmisler ve
BM183 markirini, % bos bakla ve bitkideki tohum sayisi ile iligkili bulmuslardir.
Teixeira et al. (2005) ise, BM210 markirin1 (LG7) yaprak lekesi hastaligi ile
iligkili QTL olarak belirlemislerdir.
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Bu calismada fenotipik Ozellikler ile iliskili bulunan ancak daha Once
haritalanmamis bazi SSR, SNP markirlar1 da saptanmistir. Ayrica iliskili bulunan
fenotipik karakterlerle arasinda iliski saptanan AFLP markirlarinin  hepsi
gunimize kadar herhangi bir c¢alismada haritalanmamis ve iliskili olarak
saptanmamistir. Bu nedenle bu markirlar daha 6nce haritalanmadigi ve iliski
haritalama ¢alismamizda istatistiki olarak 6nemli saptandigi igin; fasulye bitki
1slahinda markira dayali seleksiyonda kullanilmak amaciyla yeni DNA markirlari

olarak kullanilabilir.
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6. SONUC ve ONERILER

Genetik ¢esitlilik ve genotipler ile ilgili genetik parametrelerin belirlenmesi
calismalari, molekiiler 1slah ¢alismalar1 i¢in ¢ok 6nemlidir. Clinkii bitki 1slahinin
temel amaci genetik c¢esitliligin belirlenmesi ve belirlenen bu ebeveynleri
melezleyerek melez populasyonda miimkiin oldugunca rekombinat bireylerin elde
edilmesidir. DNA markirlarini kullanarak erken generasyonlarda isabetli se¢imler
yapilabilir ve istenilen karakterler tek bireyde kombine edilmeye caligilabilir. Bu
calismada DNA markirlar1 kullanilarak fasulye genotipleri arasinda genetik
cesitlilik basarili bir sekilde belirlenmistir. Ayrica ¢alismada SNP markirlarinin
ayrim giicliniin SSR ve AFLP markirlarina gére daha yiiksek oldugu saptanmustir.
SNP ve SSR markilarinin ko-dominant olmalar1 nedeniyle 1slah programlarinda
dogrudan kullanilabilece§i sonucuna varilmistir. AFLP markirlarinin dominant
karakterde bir markir olmasi, kromozomun sentromer bdlgelerinde daha c¢ok
yogunluk kazanmasi gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir. Bu nedenle saptanan bu
AFLP  markirlarmin ~ Oncelikle  ko-dominant markira  doniistiriilmesi
gerekmektedir.

STRUCTURE programinda yapilan analize gére Tiirkiye kokenli genotipler
temel olarak iki ana gruba ayrilmistir. Muhtemelen bu gruplarin fasulyenin gen
merkezi olan Mezoamerikan ve Andean gen havuzlarina ait bireyleri temsil ettigi
diisiiniilmektedir. Ayrica yabanci lokasyonlu genotiplerin kendi arasinda daha
fazla cesitlilik gosterdigi belirlenmistir. Boylece olusan grup sayisinin fazla
olmas orijinal fasulye genotiplerinin melezlenmesi sonucu genetik varyasyonun
daraldigini gostermektedir.

Bugiine kadar yapilan klasik haritalama ¢alismalarinda en biiylik dezavantaj
analizin ¢ok sayida markir gerektirmesidir (Agrama et al., 2007). LD analizine
gore bu c¢alismada kullanilan ¢ogu markir 6nemli bulunmustur. Bu markirlar
dogrultusunda yapilacak olan haritalama sonuglarinin giivenilir olacagini
gostermektedir. Cok sayida markira gerek kalmadan yapilan iliski haritalama
caligmas1 ile klasik haritalama calismalarinda ortaya c¢ikan bu dezavantajin

Ustesinden gelinebilmistir.

Iliski haritalar1; fenotipik 6zelligi etkileyen lokus ile markir arasinda LD
analizine dayanmaktadir. Iligki haritalar ile diger klasik baglant1 haritalar
arasindaki en oOnemli fark; QTL belirlemede rekombinasyon analizlerinin

miktaridir. Calismada iliski haritalama metodu sayesinde kisa siirede farkli
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fenotipik o6zellikler ile iliskili ¢ok sayida markir belirlenmistir. Bes fenotipik
Ozellik 62 markir ile iliskili bulunmustur. Bu nedenle iliski haritalar1 markir
yardimli seleksiyon ve fenotip-markir arasindaki iliskilerin belirlenmesinde

baglanti haritalarina giiglii bir alternatif olabilir.

Bu c¢alisma, molekiiler markirlar kullanilarak yapilacak olan gelecekteki
haritalama ¢alismalarina ve istatiksel yaklagimlarinin anlasilmasma degerli
bilgiler sunabilir. Melez populasyonlar kullanarak yapilan geleneksel QTL
haritalarin aksine iliski haritalarda daha fazla ¢esitlilige sahip dogal populasyonlar
kullanarak kalici QTL’lerin belirlendigini gostermektedir. Bu markirlar markira
dayali seleksiyonda, genom haritasina dayali gen klonlanmasinda, izole edilen
genlerin gen fonksiyonlarinin arastiriimasinda kullanilabilir.
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EKLER

EK 1.1 DNA izolasyonunda Kullanilan Cézeltiler

CTAB Buffer:

Bilesen Miktar
Tris- HCI (pH 7.4) 100 mM
NaCl 14 M
EDTA 20 mM
CTAB % 2
PVP (Polyvinylpyrrolidone) % 2
NazS,05 % 0.1

TE Tamponu:
Bilesen Miktar
Tris- HCI (pH 7.4) 10 mM

EDTA

1mM




EK 1.2 Agaroz Jel Elektroforezi’nde Kullanilan Cozeltiler

50X TAE (Tris-Asetat-EDTA) Cozeltisi(1 L icin):

Bilesen Miktar
Tris 242 g
Asetik asit (glacial) | 57.1 ml
EDTA 3729

1X Ydritme tamponu ise 50X stok TBE ¢6zeltisinin ultra saf su ile 50 kat

seyreltilmesi ile hazirlanir.

Brom Fenol Blue Bovasi:

Bilesen Miktar
Gliserol 7ml
50X TAE 200 pl
SDS (sodyum dodesil stilfat) (% 20) 100 ul
EDTA (0.5 M) 400 pl
Ultra saf su 2.3 ml

Etidyum Bromid Cozeltisi (0.5ua/m):

Bilesen Miktar
Etidyum Bromid (10mg/ml) | 25 ul
Distile su 500 ml




EK 1.3 AFLP Markir Analizinde Kullanilan Cézeltilerin Icerikleri

EcoRI/Msel Enzim Karisim (1.25 U/ul):

Bilesen Miktar
Tris- HCI (pH 7.4) 10 mM
NaCl 50 mM
EDTA 1 mM
DTT (Dikloro difenol trikloroethan) | 1 mM
BSA 200 pg/ml
Gliserol % 50
Triton X- 100 % 0.15
5X Reaksiyon Tamponu:
Bilesen Miktar
Tris-HCI 50 mM
Mg-Asetat 50 mM
K-Asetat 250 mM
T4 DNA Ligaz (5 U/ub:
Bilesen Miktar
EDTA 0.1 mM
DDT 1mM
KCI 50 mM
BSA (Bovine Serum Alblmin) 200 pg/ml
Gliserol % 50
Adaptor Karisimi (EcoRI / Msel adaptorleri):
Bilesen Miktar
ATP 0.4 mM
Tris-HCI (pH=7.5) 10 mM
Mg-Asetat 10 mM
K-Asetat 50 mM




EK 1.4 Poliakrilamid Jelin i¢erigindeki Maddeler ve Hazirlanisi

5X Stok TBE Cozeltisi (Tris-Borik Asit) (1 L icin):

Bilesen Miktar
Tris 539¢
Borik Asit 2759
0.5 MEDTA 20 ml

Yurutme tamponu ise 5X stok TBE ¢ozeltisinin ultra saf su ile 5 kat

seyreltilmesi ile hazirlanir.

% 8 Akrilamid Jel icerigi:

Bilesen Miktar
Ure 1269
SX TBE 6 ml
% 40 Akrilamid | 6 ml

Ultra saf su ile 30 ml’ye tamamlanur.

% 10 APS (Amonyum Persiilfat):

Bilesen

Miktar

APS

01g

Ultra Saf Su

1ml

Poliakrilamid Jel Hazirlanisi:

4°C’de saklanan % 8 Akrilamid jelden 30 ml olarak alinir. Asagida

belirtilen

hacimlerde

225ul

(Tetramethylethylenediamine) ayni
polimerizasyonu icin beklenir.

APS ve

anda eklenir.

22.5

ul

TEMED

Jel hizlica dokilur ve
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