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OZET

BAZI ILERI CIKMIS FASULYE HATLARINDA, HALE YANIKLIGI (Pseudomonas
syringae pv. phaseolicola) ve ADi YAPRAK YANIKLIGI (Xanthomonas axonopodis pv.
phaseoli) HASTALIKLARINA KARSI DAYANIKLILIK GENLERININ
MOLEKULER YONTEMLERLE BELIRLENMESI

Yemeklik tane baklagiller 6nemli protein kaynagi olmalari sebebiyle 6zellikle gelismekte olan
tilkeler i¢in ayricalikli yere sahiptirler. Baklagiller familyasindan fasulyenin taneleri, zengin
karbonhidrat ve protein igerigi ile verdikleri yliksek kalorinin yani sira, ¢ok lezzetli olmalar1
sebebiyle diinyada ve tilkemizde yogun olarak tiiketilmektedir. Bakteriyel fasulye hastaliklari,
hem diisikk verime hem de ekonomik olmayan kimyasal tarim ilact kullanimina sebep
olmaktadir. Hastaliklarla miicadelede direngli fasulye cesitlerinin gelistirilmesi i¢in markor
destekli seleksiyonun (MAS) kullanildigi islah caligmalar1 alternatif bir yontemdir. Bu
calismada, Eskisehir Gegit Kusagi Tarimsal Arastirma Enstitiisii (GKTAEM) melezleme
calismalarindaki fasulyelerde (Phaseolus vulgaris L.), hale yanikligi (Pseudomonas syringae
pv. phaseolicola) ve adi yaprak yanikligi (Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli)
hastaliklarina karsi direng gen profillerinin 6zgiil molekiiler markorler ile belirlenmesi
amaglanmistir. Melezleme yolu ile gelistirilen fasulye varyetelerine ait sirik ve bodur
genotiplerini iceren yetmis iki ileri ¢ikmis hat kullanilmigtir. Fasulye 6rneklerinden DNA
izolasyonlar1 ticari kit kullanilarak gergeklestirilmistir. PZR (polimeraz zincir reaksiyonu)
cogaltimlari, hale yaniklig1 (HY) hastaligina kars1 dort adet ve adi yaprak yanikligia (AYY)
hastaligina kars1 yedi adet SCAR (diziye karakterize ¢ogaltilmis bolge) markorii kullanilarak
gerceklestirilmigtir. PZR friinleri, etidyum bromiir igeren agaroz jel elektroforezinde
yuriitiilmiis ve goriintiilenmistir. Direng gen profil analizleri sonucunda 20-SBD-25, 20-
SBarBD-12 ve 20-SD-10 fasulye hatlari, digerlerinden daha fazla gen igererek 6ne ¢ikmustir.
Caligma sonucunda yetmis iki fasulye hattinin direng gen profillerine ait veriler MAS
kapsaminda dogrudan kullanilabilir niteliktedir. Bu ¢alisma, ililkemizde fasulye bakteriyel
hastaliklarina dayanikli ¢esitlerin gelistirilmesine yonelik 1slah caligmalarinin ebeveyn

seleksiyonuna katki saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: Fasulye, Hale Yanikligi, Adi Yaprak Yanikligi, MAS, SCAR Markérler.



ABSTRACT

DETERMINATION OF RESISTANCE GENES AGAINST HALO BLIGHT
(Pseudomonas syringae pv. phaseolicola) AND COMMON LEAF BLIGHT
(Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli) IN SOME ADVANCED BEAN LINES USING
MOLECULAR METHODS

Since legumes are an essential source of protein, they have a privileged place, especially in
developing countries. Bean grains from the legumes family are consumed extensively in the
world and in our country, due to their rich carbohydrate and protein content, as well as their
high calories, as well as being deliciousness. Bacterial bean diseases cause both low yield and
uneconomical use of chemical pesticides. Breeding studies using marker-assisted selection
(MAS) is an alternative method for developing resistant bean varieties in the fight against
diseases. In this study, it was aimed that determine of resistance gene profiles against halo blight
(Pseudomonas syringae pv. phaseolicola) and common leaf blight (Xanthomonas axonopodis
pv. phaseoli) diseases in beans (Phaseolus vulgaris L.) in GKTAEM (Eskisehir Transitional
Zone Agricultural Research Institute) crossbreeding studies, using specific molecular markers.
Seventy-two advanced lines including pole and dwarf genotypes of bean varieties developed
by crossbreeding were used. DNA isolations from bean samples were performed using a
commercial kit. PZR (polymerase chain reaction) amplifications were performed using four
SCAR (sequence characterized amplified region) markers against halo blight (HB: HY) and
seven SCAR markers against common leaf blight (CLB: AYY). PZR products were run and
visualized in agarose gel electrophoresis with ethidium bromide. Results of the resistance gene
profile analysis showed that the 20-SBD-25, 20-SBarBD-12, and 20-SD-10 bean lines
containing more genes than the others stood out. As a result of the study, the data of the
resistance gene profiles of seventy-two bean lines can be used directly within the scope of MAS.
This study will contribute to the parental selection of breeding studies for the development of

bean bacterial diseases resistant varieties in our country.

Keywords: Bean, Halo Blight, Common Leaf Blight, MAS, SCAR Markers.
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1. GIRIS

Yemeklik tane baklagiller onemli protein kaynagi olmalari sebebiyle o6zellikle
gelismekte olan iilkeler i¢in ayricalikli yere sahiptirler. Diinyada insan beslenmesindeki bitkisel
karbonhidratlarin %7’si, proteinlerin %22’si; hayvan beslenmesindeki karbonhidratlarin %5’
ve proteinlerin %38’1 yemeklik tane baklagillerden saglanmaktadir. Bilesiminde %18-31,6
oraninda protein iceren yemeklik tane baklagiller, beslenme sorununun ¢oziimiinde ve

beslenmedeki protein  agi@inin  giderilmesinde ekonomik ve etkin {riin  grubunu
olusturmaktadirlar (Adak vd., 2010).

Fasulye (Phaseolus vulgaris L.), insan beslenmesinde yeri ve 6nemi her gecen giin artan
bir kiiltlir bitkisidir. Fasulye taneleri, zengin karbonhidrat ve protein igerigi ile verdikleri
yiiksek kalorinin yani sira, ¢ok lezzetli olmalar1 sebebiyle Diinyada ve iilkemizde yogun olarak

tiikketilmektedir (Ozkaya, 2013).

Baslica protein kaynaklarimiz, bitkisel ve hayvansal {irlinlerdir. Bitkisel {irinlerden
baklagillerin kuru taneleri cins, tiir, ¢esit, yetistirme tekniklerine ve ¢evre kosullarina gore
degisiklik gostermektedir (Cakir vd., 2016). Cesitli nedenlerle hayvansal proteinlerden
yeterince yarar saglanamadig1 durumlarda, bitkisel protein kaynaklarina ihtiya¢ duyulmaktadir.
Bu noksanligin giderilmesinde de yemeklik tane baklagiller olduk¢a 6nem arz etmektedir

(Adak, 2014).

Gerek iklim kosullar gerek iilkelerin gevresel yonetim planlarina bakliyatlarin en uygun
tirinler olmasi, gerekse de bakliyat iiriinlerinin insan tiiketimi haricinde balik yemi, hayvan
yemi ve ihracat dahil olmak iizere ¢esitli pazarlar igin kullanilabilir hale gelmesi baklagil ekim
alanlarni arttiracaktir. Ancak konteyner sikintisi ve artan navlun fiyatlarindan dolayi,
limanlarda olusan tikaniklar nedeni ile {ilkelerin kuru fasulye teminlerinde ve tarladan isleme

merkezlerine iiriin nakliyesinde sikintilar mevcuttur (BUGEM, 2022).
1.1. Tiirkiye’de Baklagiller

Ulkemizin hemen hemen her bdlgesinde yetistirilen yemeklik tane baklagiller Tiirk
mutfaginin ve ozellikle dar gelirli ailelerin protein kaynagini olusturmaktadir. Baklagiller,
ihracat potansiyelleri, istihdama olan katkilari, ekim ndbetine kolayca girebilmeleri, nadas
alanlarinin azaltilmasinda etkili olmalari, besin degeri yoniinden zengin olmalar1 nedeniyle
tiretim ve tiikketimde 6nemli bir {irtin grubudur. Baklagiller, havanin serbest azotunu topraga
baglayarak toprak verimliligini artirmalari nedeniyle tarimsal liretimin siirdiiriilebilirligi ve

cevre koruma ag¢isindan da Onemlidirler. Bitkisel liretim igerisinde ekim alani ve iiretim



yoniinden biiylik bir paya sahip olan tahillar ve yemeklik tane baklagiller tilkemizin ekolojik
ozelliklerine en iyi uyum gosteren bitkilerdir (TAGEM, 2019).

Tiirkiye’de tarla bitkileri iiretimi yapilan toplam alanin yaklasik %74’tinii olusturan
tahullar birinci, %8,3 nii olusturan yemeklik tane baklagiller ise ikinci sirada yer almaktadir.
Ulkemizde yemeklik tane baklagil iiretimi yapilan bu alanin %47,1’ne nohut, %40,4’{ine
mercimek, %10,4’line kuru fasulye ve %1,3 ne ise bakla ekilmekte olup, toplam yemeklik tane
baklagiller tiretimimizin %43,3’{inli nohut, %40,5’ini mercimek, %12,6’si1 kuru fasulye ve

%2,7’sini ise bakla olusturmaktadir (Ozkaya, 2013).
1.2. Fasulye

Fasulye olarak bilinen Phaseolus vulgaris L., protein ve mikro besinler agisindan zengin
olan olgunlasmamis baklalar1 ve kuru tohumlari nedeniyle diinya ¢capinda yetistirilen en 6nemli
dane baklagillerden biridir. Fasulye, diinyadaki gida kith@ni ve yetersiz beslenmeyi

iyilestirmek i¢in ucuz bir protein ve gida kaynagi sunar (Ugvuanyi vd., 2022).

Yemeklik dane baklagiller familyas: Rhizobium bakterisiyle havanin serbest azotunu
bitkiye kazandirmasi ile simbiyotik ortaklik icerisindedir. Koklerde yer alan bakteriyle ekim
sonrasi topraga azot ve organik madde kazandirdigindan, baklagiller iyi bir ekim ndbeti bitkisi
durumuna gelmektedir (Tirkmen vd., 2016).

Ulkemizde son yillarda yapilan 1slah calismalari ile fasulyenin dekara verimi daha ¢cok
artmustir. TUIK verilerine goz atildiginda 2021 yilinda fasulye iiretimi dekara 283 kg olurken
bezelye 266 kg ve bakla 252 kg’la onu takip etmistir (Tablo 1.1.).

Tablo 1.1. Tirkiye’de son 10 yilda dekara baklagil verimleri

Kuru baklagiller, 2012-2021 -Verim (Kg / Dekar)
Kuru Kirmizi Yesil
Bakla | Bezelye | Nohut Fasulye Mercimek | Mercimek
2012 216 220 124 215 191 123
2013 252 256 119 230 152 106
2014 253 260 116 236 140 117
2015 256 281 128 251 164 122
2016 274 268 127 262 147 119
2017 278 284 119 266 149 129
2018 277 287 122 259 128 126
2019 285 281 121 253 128 110
2020 262 279 123 271 157 112
2021 252 266 97 283 88 73

Kaynak: (TUIK, 2022a.)



1.2.1. Fasulyenin Onemi

Insan en gelismis birey oldugu halde proteinlerin yap: taslar1 olan amino asitleri
sentezleme yetenegine sahip degildir. Aminoasitlerin sekiz tanesi (izol6sin, 16sin, valin, lisin,
metionin, fenilalanin, treonin, triptofan) insanlarin giinliik besinleriyle mutlaka karsilanmalidir.
Insan beslenmesinde bitkisel proteinlere gore hayvansal proteinler daha uygun olmasina
ragmen, baklagiller protein ve aminoasit kapsami yoniinden hayvansal kaynaklarla boy
Olclisebilir durumdadir. Baklagil tiirlerinin birim alandan temel amino asit {iretimleri arasinda
farkliliklar vardir. Fakat baklagil olmayan bitkiler ve hayvansal iiriinlere oranla daha fazla
amino asit lrettikleri de saptanmistir. Bundan dolay1 beslenmede protein agiginin giderilmesi

yoniinden fasulye, ekonomik ve daha etkin bitki grubunu olusturmaktadir (Sehirali, 1988).

Sekil 1.1.Fasulye bitkisi

Tablo 1.2. Tirkiye’de son 10 yilda fasulye ekim alanlart

Toplam Alan

Yil (Dekar)
2012 931740
2013 847630
2014 911103
2015 935840
2016 898197
2017 897221
2018 848045
2019 889385
2020 1029857
2021 1077964

Kaynak: (TUIK, 2022b)



Birim alandan elde edilen maksimum tane verimine tohumluk olarak kullanilan fasulye
¢esidinin genetik performansi etki ettigi gibi ¢evre sartlar1 ve buna bagl olarak da ortaya ¢ikan
cesitli hastaliklar da etki etmektedir. Fasulye tane verimi lizerine dnemli derecede etki eden ve

iklime bagli olarak ortaya ¢ikan hastaliklar1 etmenlerine gore 3 grupta toplayabiliriz. Bunlar:
1-Bakteriyel hastaliklar 2- Fungal (mantar) hastaliklari 3- Viral (viriis) hastaliklari
1.3. Fasulyede Bakteriyel Hastaliklar

Bakteriyel hastalik etmenleri bitkilerde, siirgiinlerde ve yapraklarda lekeler, baz1 bitki
organlarinda yumusak ¢iirtikliikler, siirglinlerde kurumalar, solgunluk ve bitkinin ¢esitli
organlarinda ur seklinde ortaya c¢ikan belirtiler yapmaktadirlar. Bitkilerde hastalik yapan
bakteriler bitki dokusuna ya dogal agikliklardan ya da gesitli yaralardan girmektedirler. Bulasik
topraktaki bakteriler, hastalikli bitki artiklarinda, toprakta hatta bulastig1 tiretim aletlerinde 1-3
yil aras1 canli kalabilirler. Bakteri tarlaya bulagmis ise bu alanlarda ekim nébeti uygulanmali ve
ayni bitkinin bu siireler i¢inde tarimindan vazgecilmelidir. Hastalikla bulasik siirgiinler ve
dallar temizlendikten sonra mutlaka yakilmasi gereklidir. Ilacli miicadelesi miimkiin olan
bakteri tiirlerinin en duyarli olduklari ilaglar Bordo bulamaci ve hazir Bakir’li preparatlardir.
Bakterilerin ¢ogu 37°C, bir boliimii ise 45°C'nin iizerinde seyreden sicaklik sartlarinda

yasayamaz ve Oliirler (Erman vd., 2009).
1.3.1 Fasulye Adi Yaprak Yamkhgi (Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli)

Adi yaprak yanikligi sicak hava hastaligidir ve bitkilere en biiyiik hasar sicaklik 28-
32°C oldugunda ortaya ¢ikar. Bu kosullar, bitki biiylimesinin erken ¢iceklenme doneminden ve
gec vejetatif doneminde yaygin olarak goriiliir. Sicak ve nemli havalarda uzun siire yiiksek
oranda yikict olabilir, bu da verim ve tohum kalitesinde azalmaya neden olur. Hastalik
kontamine tohumla ortaya ¢ikabilir; iirlin dokiintiilerinde bakteri kislar ve hastalik sicak
havalarla birlikte en fazla nemli, yagishh hava kosullarinda yayilir (Harveson ve Schwartz,
2007).

Bazi1 yagislar yogun sis veya uzun yagmurlama sulamadan sonra, bakla iizerindeki
lezyonlar bakterilerle kaplanir. Fasulye tohumlarinda, tohum kabugu boyunca sari veya
kahverengi lekeler goriilebilir. Tohumlar ciddi sekilde enfekte oldugunda kiigiiliirler ve
ekildiklerinde uygun sekilde ¢cimlenmezler veya ¢imlenenler zayif goriiniir (Muedi ve Fourie,
2014).



Sekil 1.2. Yapraklarda fasulye adi yaprak yanikligi

1.3.2. Fasulye Hale Yamikhig (Pseudomonas syringae pv. phaseolicola)

Hale yanikligi belirtileri ilk 6nce yapraklarin alt yiizeylerinde koseli, kiigiik, suyla
1slanmis noktalar (neredeyse kii¢iik igne batmalarini andiran) olarak ortaya ¢ikar. Bu lekeler
bliyliylip kahverengiye dondiikge, noktalarin etrafinda karakteristik acik yesil ila sar1 bir hale
belirir. Bu hale, bakteri tarafindan iiretilen bir toksinin etkisinden kaynaklanir ve hastaligin
tanisal bir semptomudur. Siddetli enfeksiyonlarda bitkilerin yapraklari ve iist kisimlart sararir.
Kabuklarda, kiigiik, suyla 1slanmis, igne deligi biiylikliigiinde noktalar gelisir ve bunlar batik
noktalara doniisiir ve kirmizimsi kahverengiye doner. Bazen bu lekelerin i¢inde kremsi beyaz
bir sizinti goriilebilir. Yaygin bakteriyel yaniklik ve hale yaniklik hastaliklarinin bakla
semptomlar1 neredeyse ayirt edilemez. Kapsiil enfeksiyonlari, i¢indeki tohumlara bulasarak
burusmalarina, renklerinin bozulmasina veya normal boyutlarindan daha kii¢iik olmalarina

neden olabilir (Anonim, 2018).


https://www2.ipm.ucanr.edu/PMG/P/D-BN-PSYR-FO.001.html
https://www2.ipm.ucanr.edu/PMG/P/D-BN-PSYR-FO.001.html
https://www2.ipm.ucanr.edu/PMG/P/D-BN-PSYR-FR.001.html
https://www2.ipm.ucanr.edu/PMG/P/D-BN-PSYR-FR.001.html

Sekil 1.3. Yapraklarda hale yanikligi

1.4. Bakteriyel Hastahklarla Miicadele Yontemleri:
1.4.1. Kiiltiirel Onlemler

Enfekte fasulye tohumu hale yanikligi bakterisinin en 6nemli kaynagidir. Fasulye
tohumunda 4 yildan fazla canl kalabilen patojen, uygun hava kosullarinda 16.000'de tek bir
kontamine tohum ciddi bir salgina neden olmak igin yeterlidir. Patojen ayrica Onceki

sezonlardan kalan fasulye artiklarinda da yasayabilir (Dillard ve Legard, 1991).

Her fasulye iireticisinin ilk amaci tohumdan bulasan bu hastaliklarla miicadelede birincil
adim olarak hastaliktan ari dayanikli sertifikali tohum ekmektir. Bununla birlikte, bakteriler
yine de iirlinliniize bagka yollarla ulasmanin yolunu bulabilir. Bu nedenle, bakteri kontroliinde
etkili bir yontem oldugu i¢in, bu bakterilere direngli fasulye ¢esitlerinin ekilmesi 6nerilir. Daha
once bakteri bulasmis fasulye saplar toprakta hala bulunabileceginden, ayni toprak pargasina
en az iki yil fasulye ekilmemelidir. Patojen ayrica 6nceki mevsimlerdeki fasulye kalintilarinda
da hayatta kalabilir. Bakteriyel hastaliklar ekipman, yagmur, yagmurlama sulama veya insanlar
ve hayvanlar tarafindan yayilabilir. Hastalik 15°C ila 28°C arasinda hizli bir sekilde gelisebilse
de, 28°C'nin tizerindeki sicakliklar karakteristik sar1 halelerin ve sistemik klorozun gelisimini
engeller (Mc Grath, 2021).


https://pppmb.cals.cornell.edu/people/margaret-mcgrath/

1.4.2. Kimyasal Kontrol

Bakir bazli bakterisitler, fasulye yapraklari tizerindeki patojen bakteri popiilasyonlarini
etkili bir sekilde azaltir ve bu patojenlerin enfekteli mahsullerde yayilmasini engeller.
Bakteriyel hastaliklar1 6nleyici bir programla hastalikta bir miktar azalma saglanabilmesine
ragmen, bakir sprey programlart ile etkili bir sekilde kontrol edilememektedir. Bu koruyuculari
mevsimin baslarinda, soguktan sicaga, nemli havalarda yedi ila on giinde bir uygulama yapmak,

bakteriyel patojenlerin olusumunu azaltabilir (Schwartz, 2022)

Ulkemizde fasulye iiretimi yapilan alanlarda gerek bakteriyel gerekse fungal etmenlere
kars1t yogun olarak bakirli preparatlar tercih edilmektedir. i¢ Anadolu Bélgesinde yapilan
calismada genel olarak fasulye ekim tarihi yagislara ve iklim sartlarina goére degismekte olup,
en uygun zaman Mayis ayimnin 1 ila 15’1 arasidir. Bu donemde yapilan fasulye ekimlerinde ise
hastalik etmeni Haziran sonu kismen bazi yerlerde goriilmekte, Temmuz aylarinda ise yogun
olarak goriilmektedir. Bu nedenledir ki hastalik etmenin goriildiigii iiretim alanlarinda bitkinin
erken doneminde yapilacak olan kimyasal miicadelede, iki kez bakir hidroksit veya bakir
oksikloriir uygulamalari ile etmenin bakir dayanikliligi azalirken hastalik da 6nemli oranda

engellenebilecektir (Balgik ve Bastas, 2021).
1.5. Fasulyede Hastalik Direnci

Modern bitki 1slahinin dikkate deger bir basarisi, kuskusuz nematodlara, patojenlere ve
bocek zararlilarina karsi direngli gelismis gesitlerin ve hibritlerin gelistirilmesidir. Direngli
mahsul ¢esitlerinin yaygimn kullanimi hagere salginlarini ve patojeni engeller. Boylece insan
yapimi bir ortamda biyolojik dengenin korunmasma yardimci olur. Direngli cesitlerin
kullanimi, pas ve bazi nematodlar gibi olduk¢a 6zel parazitlerin oldugu bir¢ok durumda
uygulanabilir tek kontrol yontemidir. Bu nedenle, zararlilara ve patojenlere dayanikli {irtinler,

modern tarim ve bahgecilik uygulamalarinda 6nemli bir yer edinmistir (Leppik, 1970).

Bununla birlikte, bitki 1slahgilar icin yiiksek kaliteli c¢esitlerde ve hibritlerde ¢oklu
direng gelistirmek kolay degildir. Birincil endiseleri, iistiin ¢esitlerin gelistirilebilecegi tiim
genotipik diren¢ kaynaklarini bir araya getirmektir. Bu muazzam gorev, erisilebilir tim bitki
kaynaklarinin diinya ¢capinda kesfedilmesini ve kullanilmasini zorunlu kilmaktadir. Bu nedenle
kiiltiir bitkilerinin ve bunlarin vahsi atalarinin gen merkezleri ve tiir gesitliligi alanlar1 bilinmesi

gereklidir (Maddock ve Ingram, 1981).



1.5.1. Bakteriyel Hastaliklara Diren¢

Fasulye cesitleri arasi1 gecisler ve isaret¢i destekli gamet se¢gme yonteminin, baslica
bakteriyel fasulye hastaliklarina karsi genleri hastalik direnci igin piramitlemede etkili oldugu
kanitlanmistir. Bir genotipte hastalik direnci i¢in genleri piramitlemek, hastaliklar1 kontrol

etmek icin daha dayanikli ve siirdiiriilebilir bir stratejidir (Sing, 2001).

Niceliksel ve niteliksel olarak kalitsal ¢oklu hastalik direnglerinin, yiiksek verimli,
yiiksek kaliteli ve genis ¢apta uyarlanmis gesitlere hem geleneksel hem de modern molekiiler
isaretleyici destekli teknikler kullanilarak es zamanli gelistirilen ¢esitler bakteriyel hastaliklara
kars1 direng¢ saglar. Tohum verimi, bitki tipi veya biiylime aligkanlig1 i¢in erken nesillerde
(F2'den F5'e) tekrarlanan geriye doniik melezlemeler kullanilarak F1'den tiiretilmis ailelerdeki
secimle birlestirilmis ¢ok ebeveynli melezlemelerde F1'deki baskin ve ortak baskin direng

alelleri igin gamet se¢imi yapilmasina olanak sunar (Singh, 1994).
1.6. Markor Destekli Seleksiyon

Fasulye yetistiricileri, ekonomik 6neme sahip 6zellikleri se¢gmek i¢in genotiplerin gorsel
olarak taranmasina giivenirdi. Bununla birlikte, bu yontemin basarili bir sekilde uygulanmasi,
ozelligin kalitsalligima ve tekrarlanabilirligine baglidir. Bu nedenle, fasulye 1slah
programlarinda molekiiler belirteclerin kullanilmasi, gergeklestirilecek ¢aprazlamalarin

dogrulugunu artirir (Kelly ve Miklas, 1998).

MAS" (Markor destekli seleksiyon) 1slah programlarina entegre etmenin temel basarisi,
markdrlerin geleneksel ve klasik 1slah yontemlerine gore gercek avantajlar sundugu veya onlari
yeni bir sekilde tamamladigi uygulamalarin belirlenmesinde yatmaktadir. MAS, fenotipik
taramanin pahali, zor veya imkansiz oldugu veya o6zelliklerin diisiik kalitim derecesine sahip

oldugu veya secilen 6zelligin bitki gelisiminde gec ifade edildigi durumlarda 6nemli avantajlar
sunar (Xuand ve Crouch, 2008).

MAS'In basarisi, belirtecler ile hedef gen arasindaki mesafeye, aktarilacak hedef
genlerin sayisina, 6zelligin genetik temeline, analiz edilebilecek bireylerin sayisina ve hedef
genin sahip oldugu genetik arka plana baglidir. Aktarilacak olan hedef genler, kullanilan
molekiiler belirteglerin tiirii ve spesifik teknik olanaklarin mevcudiyetine baglidir (Babu vd.,
2004).



1.6.1. Molekiiler Markorler

Fasulye 1slahinda molekiiler markorler; tohumculukta safiyet analizlerinde, genetik
kaynagin yapisini anlamada, duplike olan genotiplerin belirlenmesinde, genetik kaynagin tekrar
organizasyonunda, gen kaynaklarmin karakterizasyonunda ve 1slah programina Segilecek
ebeveynlerin belirlenmesinde kullanilirlar. Ayrica molekiiler markor teknolojisi, ¢esitli stres
etmenleri ile iligkili genom bolgelerinin belirlenmesi ve genom yapisi hakkinda bilgi edinildigi

calismalarda siklikla kullanilmaktadir (Yorgancilar vd., 2015).

SCAR belirtecglerinin yiiksek 6zgiilliigli, DNA parmak izi i¢in énemli bir arayiiz araci
haline gelebilir. Endiistriyel 6neme sahip hibrit suslarin se¢imi, bitkilerde cinsiyet tayini etkili
bir sekilde yapilabilir. Saha degerlendirmesini, zamani ve is¢ilik maliyetini azaltmak i¢in erken
bir asamada yapilir. SCAR belirteclerinin giivenilirligi, kimlik dogrulama karsisinda DNA
parmak izi alma ve Ozellige Ozgli karakterizasyon i¢in mevcut en iyi segenek olarak
goriinmektedir. Onemli 6zelliklerin ayirt edilmesi igin gesitli biyolojik sistemlerde daha fazla

saylda SCAR markoriiniin gelismesi gereklidir (Bhagyawant, 2015).
1.6.1.1. SCAR Markorler

SCAR markdrleri, ¢ogaltilmis bolge icinde daginik genomik diziler ve yiiksek kopya
sayisi igerebilir. Bu nedenle gen klonlama, harita tabanli ve isaretleyici destekli tarama gibi
biiyiik 6l¢ekli ve bolgeye 6zgii uygulamalarda degerlidirler. SSR, AFLP ve ISSR gibi diger
PZR tabanli ve PZR tabanli olmayan yontemler, RAPD belirteclerinden daha tekrarlanabilir
amplifikasyon modellerine sahiptir. Tiirler arasinda boyut olarak farklilik gésteren polimorfik
bolgelerden iiretilen bir SCAR markorti, SCAR boyut kaymalaria dayali olarak 6rnek kimlik
dogrulamasima izin vermektedir. Bu yiizden SCAR markorler, bitki tiirlerinin kimlik
dogrulamasi igin en iyi markor teknolojisi olarak ortaya ¢ikmistir (Kiran vd., 2010). Fasulyede
hastalik direnci i¢in markor destekli se¢im, 1slahgilara geleneksel 1slah yontemleriyle miimkiin

olmayan firsatlar sunmaktadir (Kelly ve Miklas, 1998).

SCAR belirtegleri, dogada baskin oldugundan, 6zellikle hastaligin baskin gen tarafindan
kontrol edildigi durumlarda, hastalik direnci i¢in 1slahta yaygin olarak kullanilmaktadir. Pek
cok yaygin fasulye hastaligima direng genleriyle baglantili farkli SCAR belirtecleri
tanimlanmistir (Miklas vd., 2009).

1.7. Fasulyede Bakteriyel Hastaliklar Uzerine Yapilan Calismalar

Mutlu ve digerleri (2005), molekiiler markorler yardimiyla geri melezleme yaparak elde

ettikleri bireylerde adi yaprak yanikligi hastaligina karst dayamklilik  durumlarini



belirlemislerdir. Aragtirmacilar, aynt zamanda SU91 ve SAP6 dayamiklilik molekiiler
markorlerini kullanarak dayaniklt Chase ve hassas Othello ¢esitlerinin ¢aprazlanmasiyla adi
yaprak yanikligi hastaligina karsi daha fazla dayaniklilik gésteren ABCP-8 genotipini

gelistirmistir.

Palacioglu ve digerleri (2021), Tiirkiye’de yetistirilen 40 adet fasulye gesidini, pas
(Uromyces appendiculatus) ve adi yaprak yanikligi (X. axonopodis pv. phaseoli) hastaliklarina
kars1 dayaniklilik kaynaklar1 agisindan degerlendirmislerdir. Elde ettikleri sonuglarla, yaygin
olarak yetistirilen fasulye ¢esitlerindeki dayaniklilik kaynaklarinin belirlenmesinde molekiiler
markorlerin etkinligini ortaya koymuslardir. Tiirkiye’de kdy popiilasyonlarinin ve diger
cesitlerin dayaniklilik kaynaklarinin hizli ve etkin bir sekilde belirlenmesinde bu molekiiler
markorlerin kullanilabilecegini belirtmislerdir. Ayrica fasulye bitkisinde adi yaprak yanikligi
ve pasa kars1 dayaniklilik genleri igeren bu ¢esitlerin 1slah ¢aligmalarinda 6nemli birer genetik

kaynak saglayacagini tavsiye etmiglerdir.

Muhamba ve digerleri (2013), molekiiler markdorlerin klasik 1slah yontemlerinin yerine
geememesini, ancak fasulye islah programlarinda her ikisinin de faydalarindan dolay1
kullanilmasini istemislerdir. Hastaliklara kars1 ¢esit gelistirmede mevcut direng kaynaklar1 ve
MAS"1n uygun sekilde kullanilmasinin 1slah programlarinin gelistirilmesi i¢in 6nemli oldugunu

sOylemislerdir.

Haliloglu ve digerleri (2022), klasik 1slah ¢alismalar1 birgok bitki tiirii ve g¢esidinde
istenilen orana ulagsmis olsa da molekiiler markorler genotip gelistirme calismalarinda 1slah
programlarinda ¢cok 6nemli bilgiler saglamaktadir. Ayrica gesitler aras1 uzaklik ve yakinlik
kosullarinin genetik analizler yapilarak belirlenmesi yeni popiilasyonlarin olusturulmasina ve

yiiksek verimli heterosisli ¢esitlerin elde edilmesine katki saglamaktadir.

O’Boyle ve digerleri (2007), MAS kullanimi, fasulyede bakteriyel hastaliklara direngli
hatlar i¢in dogrudan fenotipik se¢im ihtiyacin1 tamamen ortadan kaldirmayacak olsa da, MAS
dogrudan tarama gerektiren hatlarin sayisim1 azaltmak i¢in kullanilabilir. Bu molekiiler
markdrlerin  kantitatif 6zellik lokusuna katkisi, uygun yetistirme teknigine sahip iireme
poplilasyonunda dogrulanmistir. Bu c¢aligmanin sonuglari, bakteriyel hastaliklara direngli,
yiiksek verimli fasulye hatlarmin tanimlanmasini saglayan diren¢ genlerinin etkisini

gostermistir.

10



2. MATERYAL VE YONTEM
2.1. Materyal

Bu ¢alismada kullanilan ileri ¢ikmis fasulye hatlar1 Eskisehir Gegit Kusagir Tarimsal
Arastirma Enstitlisti tarafindan klasik 1slah metodu ile gelistirilmis hatlardir. Bunlar, fasulye
sirik bolge denemesinden (SBD) 26 hat, fasulye bodur bolge denemesinden (BBD) 10 hat,
fasulye sirik barbunya bdlge denemesinden (SBarBD) 13 hat, fasulye bodur barbunya bolge
denemesinden (BBarBD) 14 hat, fasulye sirik denemesinden (SD) 4 hat ve fasulye bodur
denemesinden (BD) 5 hat’dur.

Tablo 2.1. ileri ¢ikmis fasulye hatlarinin listesi

Sira Sira

No iSiMm Sira No ISiMm No iSim
1 20-SBD-1 25 20-SBD-25 49 20-SBarBD-13
2 20-SBD-2 26 20-SBD-26 50 20-BBarBD-1
3 20-SBD-3 27 20-BBD-1 51 20-BBarBD-2
4 20-SBD-4 28 20-BBD-2 52 20-BBarBD-3
5 20-SBD-5 29 20-BBD-3 53 20-BBarBD-4
6 20-SBD-6 30 20-BBD-4 54 20-BBarBD-5
7 20-SBD-7 31 20-BBD-5 55 20-BBarBD-6
8 20-SBD-8 32 20-BBD-6 56 20-BBarBD-7
9 20-SBD-9 33 20-BBD-7 57 20-BBarBD-8
10 20-SBD-10 34 20-BBD-8 58 20-BBarBD-9
11 20-SBD-11 35 20-BBD-9 59 20-BBarBD-10
12 20-SBD-12 36 20-BBD-10 60 20-BBarBD-11
13 20-SBD-13 37 20-SBarBD-1 61 20-BBarBD-12
14 20-SBD-14 38 20-SBarBD-2 62 20-BBarBD-13
15 20-SBD-15 39 20-SBarBD-3 63 20-BBarBD-14
16 20-SBD-16 40 20-SBarBD-4 64 20-SD-3

17 20-SBD-17 41 20-SBarBD-5 65 20-SD-4

18 20-SBD-18 42 20-SBarBD-6 66 20-SD-6

19 20-SBD-19 43 20-SBarBD-7 67 20-SD-10

20 20-SBD-20 44 20-SBarBD-8 68 20-BD-1

21 20-SBD-21 45 20-SBarBD-9 69 20-BD-2

22 20-SBD-22 46 20-SBarBD-10 70 20-BD-3

23 20-SBD-23 47 20-SBarBD-11 71 20-BD-5

24 20-SBD-24 48 20-SBarBD-12 72 20-BD-7
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2.2. Yontem

2.2.1. Tohumlarim Cimlendirilmesi ve Yaprak Orneklerinin Almmasi

Gegit Kusagi Tarimmsal Arastirma Enstitlisi laboratuvarinda plastik petrilerde
¢imlendirilen fasulye tohumlari, igerisinde torf bulunan 1 litrelik plastik saksilara alinmis ve
15 giin boyunca bitki biiyiitme kabininde 28 °C, %42 nemde biiyiitiilmiistiir. Daha sonra fasulye
bitki yapraklarinin izolasyonu yapilmak iizere her genotipten ayri ayri olarak steril bistiiri
yardimiyla bitkinin st kisimlarindan saglikli ve geng¢ yapraklarindan (0,20 - 0,25g) DNA

izolasyonu i¢in yaprak 6rnegi alinmis ve buz i¢inde muhafaza edilmistir.

Sekil 2.1.Fasulye yapraklarinin siv1 azotta 6giitilmesi

2.2.2. DNA lzolasyonu, Nanodrop UV-Spektrofotometre ile Miktar ve Kalite
Tayini

Fasulye drneklerinin yapraklari sivi nitrojen ile 6giitiilmiis ve 2 ml eppendorf tiiplerine
aktarilmigtir. Toplam bitki genomik DNA's1, ticari bir DNA Izolasyon Kiti kullanilarak
(Plant&Fungi DNA Purification Kit, EURx Molekiiler Biyoloji Uriinleri, Polonya) yaprak

orneklerinden izole edilmistir.

DNA izolasyon kiti protokoliine gore, ilk asamada spin kolonuna 40 pul aktivasyon
tamponu (Buffer P) eklenmis ve spin kolonuna lizat karisimi eklenene kadar oda 1sisinda
tutulmustur. 100 mg 1slak 6giitiilmiis (un haline getirilmis) fasulye yaprak materyalini 2 ml
eppendorf tiipline eklenip, materyalin dipte toplanmasi igin kisa bir santrifiij yapilmistir. Tiipe

400 pl Lyse P eklenmistir ve materyali tampon i¢inde homojen olarak dagilacak sekilde yavasca
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alt Gist edilmistir. 3 ul RNase A ve 10 pl Proteinase K eklendikten sonra 65°C su banyosunda
ornekleri 30 dk. inkiibe edilip, inkiibasyon sirasinda tiipleri 5 dakika (dk.) araliklarla yavasca
alt st yapilarak karistirilmistir. 130 pl Buffer AC ekleyip, yavasca alt st ettikten sonra 5 dk.
buzda bekletilmistir.

2 ml’lik tiipler i¢indeki lizat 10 dk. 15000 RPM'de santrifiijlenmis ve 400 pl siipernatant
yeni bir tiipe dikkatlice aktarilmistir. 350 ul Buffer Sol P eklendikten sonra %96’ lik etanolden
250 ul eklenip tiipler birka¢ kez alt {ist yapilarak karistirilmistir. Sonrasinda 1 dk. 14000
RPM'de santrifiijlenmistir. Siipernatantin 600 pl’si toplama tiipiiniin i¢indeki spin kolonuna

eklenmis ve 1 dk. 14000 RPM'de santrifiiriijlenmistir.

Spin kolonu alip toplama tiipindeki siviy1 bosalttiktan sonra tekrar spin kolonunu
toplama tiipline yerlestirilmistir. Kalan siipernatanti da spin kolonuna ekleyerek 1 dk. 14000
RPM'de santrifiijlenmistir. Spin kolonunu alip toplama tiipiindeki siviy1 bosalttiktan sonra
tekrar spin kolonunu toplama tiipiine yerlestirilmistir. Spin kolonuna 500 pl Buffer Wash PX
eklenmis ve 1 dk. 14000 RPM'de santrifiijlenmistir. Spin kolonunu alip toplama tiiptindeki
s1viyl bosalttiktan sonra tekrar spin kolonunu toplama tiipiine yerlestirilmistir. Spin kolonuna
500 ul Buffer Wash PX eklendikten sonra 2 dk. 14000 RPM'de santrifiijlenmistir.

Santrifiij sonrasinda spin kolonu alinip 2 ml'lik yeni bir toplama tiipiine yerlestirilmistir.
150 pl Elution Buffer kolonun tam ortasina eklenmistir. Oda 1sisinda 2-3 dK. inkiibe edilip, 1
dk. 14000 RPM'de santrifiijlenmistir.

Kolon atilip toplama tiipiindeki DNA'nin miktar1 ve Kkalitesi, Nanodrop UV-
Spektrofotometre kullanilarak tespit edilmistir. Daha sonra DNA lar -18 °C'de saklanmustir.

Sekil 2.2.Nanodrop UV-Spektrofotometre ile DNA'nin kalite 6l¢tiimii
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Tablo 2.2. Orneklerin niikleik asit konsantrasyonu ve kalite miktarlari

Sira ) Niikleik Asit | 260/ | Sira ) Niikleik Asit 260/
No Ornek No | Konsantrasyonu | 280 | No Ornek No Konsantrasyonu | 280
1 20-SBD-1 27,3 1,72 | 37 20-SBarBD-1 42,7 1,7
2 20-SBD-2 18,1 1,77 | 38 20-SBarBD-2 39 1,74
3 20-SBD-3 21,4 1,75 | 39 20-SBarBD-3 29,7 1,6
4 20-SBD-4 24,6 158 | 40 20-SBarBD-4 21,3 1,91
5 20-SBD-5 32,8 1,79 | 41 20-SBarBD-5 37 1,75
6 20-SBD-6 56,4 1,82 | 42 20-SBarBD-6 91,7 1,6
7 20-SBD-7 49,1 1,78 | 43 20-SBarBD-7 141,6 1,51
8 20-SBD-8 67 1,66 | 44 20-SBarBD-8 65,2 1,55
9 20-SBD-9 180,4 155 | 45 20-SBarBD-9 54,8 1,78
10 20-SBD-10 44,1 1,86 | 46 20-SBarBD-10 69,2 1,67
11 20-SBD-11 57,8 18 | 47 20-SBarBD-11 129,5 1,51
12 20-SBD-12 41,8 1,78 | 48 20-SBarBD-12 64,1 1,6

13 20-SBD-13 52,1 1,85 | 49 20-SBarBD-13 97,8 1,59
14 20-SBD-14 31 1,83 | 50 20-BBarBD-1 34,8 1,86
15 20-SBD-15 74,3 1,88 | 51 20-BBarBD-2 62,8 1,73
16 20-SBD-16 47,1 1,87 | 52 20-BBarBD-3 76,7 1,88
17 20-SBD-17 47 1,79 | 53 20-BBarBD-4 72,6 1,67
18 20-SBD-18 32,5 191 | 54 20-BBarBD-5 35,4 2,02
19 20-SBD-19 105,7 1,84 | 55 20-BBarBD-6 53,3 1,82
20 20-SBD-20 70,6 169 | 56 20-BBarBD-7 76,9 1,62
21 20-SBD-21 64,8 1,67 | 57 20-BBarBD-8 69,8 1,62
22 20-SBD-22 72,2 1,6 58 20-BBarBD-9 119,6 1,56
23 20-SBD-23 55,8 1,79 | 59 20-BBarBD-10 62,8 1,82
24 20-SBD-24 63 153 | 60 20-BBarBD-11 61,6 1,75
25 20-SBD-25 52,1 152 | 61 20-BBarBD-12 34,9 1,83
26 20-SBD-26 98,5 153 | 62 20-BBarBD-13 32,2 1,76
27 20-BBD-1 50,3 1,63 | 63 20-BBarBD-14 23,6 1,83
28 20-BBD-2 29,7 1,76 | 64 20-SD-3 51,6 1,88
29 20-BBD-3 93,2 1,55 | 65 20-SD-4 36,7 1,86
30 20-BBD-4 69,4 1,5 66 20-SD-6 48,6 1,64
31 20-BBD-5 49,9 1,65 | 67 20-SD-10 52,2 1,88
32 20-BBD-6 69,2 156 | 68 20-BD-1 42,5 1,87
33 20-BBD-7 66,6 1,56 | 69 20-BD-2 34,3 19

34 20-BBD-8 135,5 1,49 | 70 20-BD-3 37,1 1,84
35 20-BBD-9 66,5 162 | 71 20-BD-5 109,8 1,94
36 20-BBD-10 36,1 1,78 | 72 20-BD-7 54,8 1,77
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2.2.3. PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) Analizleri

Daha 6nce DNA izalasyonu tamamlanan ornekler, PZR analizi i¢in niikleik asit

konsantrasyonlarina gore toplam 200 pl olacak sekilde steril deiyonize su ile 2 ng/ul'ye

seyreltilerek ¢alisma soliisyonu hazirlanmstir.

Tablo 2.3. Calismada kullanilan SCAR primerlerin hastalik tipi, dizi ve literatiir kaynak

bilgileri.
Primer )
Ad Hastahk Forword (F) ve Reverse (R) Primer Literatiir Kaynagi
1
F: GGACGACAAGGAACATATTCA
SR13 Hale Yaniklig1 Miklas vd., 2009
R: GGACGACAAGGCTGCAAGAAC CAT
F: AACGGCGACATCAGTGTAAAGG
ST8 Hale Yaniklig1 Miklas vd., 2009
R:AACGGCGACAACCGACCATGTTTTAC
F: CTTCCGCAGTCGAGAGAT ]
SH11 Hale Yanikligi Miklas vd., 2009
R: CTTCCGCAGTAGCACC
F: CTGCTGGGACAATCACCAAGTC ]
SB10 Hale Yanikligi Fourie vd., 2004
R: CTGCTGGGACTCTCTTAC
SAPG Adi Yaprak F: GTCACGTCTCCTTAATAGTA Miklas vd., 2010a
Yaniklig1 R: GTCACGTCTCAATAGGCAAA Miklas vd., 2010b
Adi Yaprak F: TAGGCGGCGGCGCACGTTTTG
BAC6 Jung vd., 1999
Yanikligi R: TAGGCGGCGGAAGTGGCGGTG
Adi Yaprak F: CCACATCGGTTAACATGAGT
SuU91 Pedraza vd., 1997
Yaniklig R CCACATCGGTGTCAACGTGA
Adi Yaprak F: GCAGGGTTCGAAGACACACTGG
BC420 Yu vd., 2000
Yaniklig R: GCAGGGTTCGCCCAATAACG
R7313 Adi Yaprak F: ATTGTTATCGTCGACACG Bai vd., 1997
Yanikligi R: AATATTTCTGATCACACGAG Beattie vd., 1998
RA86S Adi Yaprak F TCCAAAGCCATTCTAGTT Bai vd., 1997
Yanikligi R: CAGCTACTTTCAAAC Beattie vd., 1998
Adi Yaprak F. GCTTCTGTTGGTAGTTTGCAT
NPP Morneau, 2019
Yanikligi R: ATAGGAATCTCGTGGAAGAGC
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PZR isleminde kullanilan SCAR primer dizileri literatiir bilgilerinden temin edilmistir.
DNA kaliplarinin dogrulugu i¢in ISSR-847 primeri (CACACACACACACACARC) ile bir
PZR taramasi yapilmistir. SCAR primerinin PZR sonuglari, her bir primer i¢in 6zgiil iiriin

biiyiikliigii (bg) gézlenerek degerlendirilmistir.

SCAR primerler BM Yazilim Danismanlik ve Laboratuvar Sistemleri Limited
Sirketinden alimus iiretimleri Metabion International AG (Almanya) firmasinca yapilmustir.
Liyofilize olarak gelen 22 adet (11 Adet Forword + 11 Adet Reverse) primerin beraberinde
gelen raporlarda belirtilen ve 100uM soliisyon elde etmek igin gerekli olan miktarlarda
deiyonize su eklenip 20-25 dk. kadar buzda bekletilmistir. Daha sonra 10-15 sn
vortekslenmistir. PZR ¢alismalarinda kullanilmak iizere stok primer hazirlamak igin iizerine
primer isimleri yazilan bos 22 adet ependorf tiipe 195 ul deiyonize su ve 5 ul primer ilave edilip

5-10 sn vortekslenmistir. Daha sonra -18 °C muhafazaya alinmistir.

Tablo 2.4. SCAR Primerlerin oturma 1silar1 (Tm°C) ve PZR fiiriin boyutlar1 (bg).

Primer Ad1 Hastahk TmeC PZR Ur(ili)z)Boyutu
SR13 Hale Yaniklig1 62 °C 1150
ST8 Hale Yaniklig1 61 °C 1350
SH11 Hale Yaniklig1 52°C 800
SB10 Hale Yaniklig1 55°C 525
SAPG6 Adi Yaprak Yaniklig: 53°C 820
BACG6 Adi Yaprak Yaniklig: 63 °C 1250
SU91 Adi Yaprak Yaniklig: 55°C 700
BC420 Adi Yaprak Yaniklig 62 °C 900
R7313 Adi Yaprak Yaniklig 50 °C 700
R4865 Adi Yaprak Yaniklig 50 °C 950

NPP Adi Yaprak Yaniklig 58°C 996 - Dayanikh

535 - Hassas

Bitki genomik DNA'sindan SCAR markorleriyle elde edilen fragment ({iriin)
amplifikasyonu, 11,8 pl deiyonize su, 2,5 ul 10XTaq Buffer, 1,5 ul MgClz, 2 ul dNTP, 2,5 ul
primer, 2 ul sablon DNA ve 0,2 pl Taq polimeraz (Solis BioDyne, Estonya) i¢eren 25 ul'lik bir

reaksiyon hacminde gergeklestirilmistir.

16



Bu islemler yapilirken isleri hizlandirmak i¢in 6nce PZR tiipleri numaralandirilmis
(kullandiginiz primer ve Ornek numarasi yazilmigtir, 6rnek SR13-1 gibi), her tiip igine
numarasina karsilik ayni numara sablon DNA’s1 ¢alisma soliisyonundan 2 pl koyulmus ve
hazirlanan tiipler mix hazir oluncaya kadar buzda muhafaza edilmistir. 72 6rnek i¢in bir tiipte
mix seklinde tablo 2.5.’de hesaplanan miktarlara gore (72X) PZR bilesenleri hazirlanmistir.
DNA o6rneklerimizin iizerine hazirlanan mixten 23 pl eklenerek toplam PZR 6rnek miktari 25
ul’ye tamamlanmistir. Daha sonra yaklasik 30 sn vortekslenmistir. Vortekslenen PZR 6rnek

tiiplerinde hava kabarcig1 olmayacak sekilde kontrol edilerek PZR cihazina yerlestirilmistir.

Tablo 2.5. PZR Bilesenleri protokolii, 1X ve 72X i¢in kullanim miktarlar1

Bilesen 1 Ornek I¢in Miktar (X) 72 Ornek I¢in (72X)
dH20 11,8 pl 849,6 ul
10X Taq Buffer 2,5ul 180 pl
MgCl> 1,5ul 108 pl
dNTP 2 ul 144 pl
F. Primer 2,5 ul 180 pl F.Primer
R. Primer 2,5ul 180 pl R.Primer
Taqg Polimeraz 0,2 ul 14,4 nl
Kalip DNA 2l PZR tiiplerine 6nceden
koyulmustur.
Toplam 25 ul 1476 ul

Amplifikasyon islemi termal dongiileyici (Thermo Arktik; Thermo Scientific, ABD)
kullanilarak gergeklestirilmistir: 95 °C'de 4 dk. ve 40 dongii: her biri 94 °C'de 45 sn, SCAR
primer amplifikasyonu igin 50-63 °C'de 50 sn (primer ¢esidine bagli olarak oturma 1silar1) ve
72 °C'de 1,5 dk. ve 72 °C'de 7 dk. boyunca final uzama asamasi. PZR islemi tamamlanan

tiriinler agoroz jel islemi i¢in -18 °C muhafazaya alinmistir.
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22.4. PZR (Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezinde Yiiriitiilmesi ve

Goriintiilenmesi

Elektroforez tanki i¢in 5X TBE’den 100 ml alinip {izerine 900 ml dH20 eklenmis ve
1000 mI’ye tamamlanmistir. Bu sekilde 0,5°lik TBE hazirlanmistir. Bir erlenin igerisine jel i¢in
5X’lik TBE tampon soliisyonundan 100 ml koyulmus ve fiizerine 1,3 g agaroz tartilip
eklenmistir. Mikrodalga firinda kaynatilmis, agaroz jel 1sis1 yaklasik 70 °C indiginde 5 ul EtBr
eklenmistir. Elektroforez tankinda jel tarak diizenegi kurulmus, hazirlanan agaroz jel yavasga
hava kabarcigi kalmayacak sekilde yatay jel tablasina dokiilmiistiir. 30 dk. jelin donmasi
beklendikten sonra jelin donmasinin ardindan taraklar yavasga jeli zedelemeden tabladan
cikartlmistir. Jelde her siranin sol bastan ilk kuyucuguna 100 b¢ plus DNA ladderdan 3 pl
yiiklenmistir. Daha sonra 1 pl Loading Dye, 6 ul PZR iiriinii pipetajla karistirilarak toplamda 7

ul PZR iriinii jel kuyucuklar: igerisine sirastyla yiiklenmistir.

100 bp DNA Ladder
1% agarose, 1x TBE

Sekil 2.3. 100 B¢ DNA ladder.

Fasulye DNA PZR iiriinleri yatay jel elektroforezi kullanilarak 90 volt, 300mA de 90
dk. yuritilmistiir (Sekil 2.4.). Daha sonra elde edilen jel tiriinleri UV transiliminator altinda
incelenerek goriintii fotograflart alinmistir (Sekil 3.1.- 3.22.).

Sekil 2.4.Elektroforezde 6rneklerin yiiriitiilmesi.
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3. BULGULAR

Eskisehir Gegit Kusagi Tarimsal Arastirma Enstitiisii (GKTAEM) tarafindan klasik
1slah metodu ile gelistirilmis ileri ¢ikmis fasulye hatlarinda adi yaprak yanikligi ve hale
yanikligina kars1 dayaniklilik genlerinin tespiti i¢in SCAR primerleri ile gergeklestirilen PZR
tirtinleri, %1,3’liikk agaroz jelde yiritiiliip goriintiilenmistir. Sekil 3.1. ila Sekil 3.22. deki
goriintliler PZR sonucu elde edilen jel goriintiileridir. Her bir primere 6zgiil bantlar kontrol
edilerek dayaniklilik genlerinin varlik-yokluk durumlarinin tespiti yapilmis ve tablo halinde

asagida gosterilmistir (Tablo 3.1).

SR13 Primer 1-38

Sekil 3.1. SR13 primeriyle PZR agaroz jel goriintiisii. M: 100b¢ DNA Ladder, 1-38: Fasulye

ornekleri, Uriin boyutu: 1150bg. Uriin alinamamistir.
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SR13 Primer 39-72

Sekil 3.2. SR13 primeriyle PZR agaroz jel goriintiisii. M: 100b¢ DNA Ladder, 39-72: Fasulye

ornekleri, Uriin boyutu: 1150 bg. Uriin alinamamustir.

ST8 Primer 1-38

Sekil 3.3. ST8 primeriyle PZR agaroz jel goriintiisii. M: 100b¢ DNA Ladder, 1-38: Fasulye
ornekleri, Uriin boyutu: 1350b¢. Uriin veren hatlar: 13,17,18,19 ve 25 nolu hatlardan iiriin

alimmustir.
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ST8 Primer 39-72

Sekil 3.4. ST8 primeriyle PZR agaroz jel goriintiisi. M: 100b¢ DNA Ladder, 39-72: Fasulye

ornekleri, Uriin boyutu: 1350bg. Uriin veren hatlar: 48 nolu hattan {iriin alinmistir.

SH11 Primer 1-38

Sekil 3.5. SH11 primeriyle PZR agaroz jel goriintiisi. M: 100b¢ DNA Ladder, 1-38: Fasulye
ornekleri, Uriin boyutu: 800bg. Uriin veren hatlar: 7,23,25,31,35,36 ve 38 nolu hatlardan iiriin

alimustir.
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SH11 Primer 39-72

Sekil 3.6. SH11 primeriyle PZR agaroz jel goriintiisii. M: 100b¢ DNA Ladder, 39-72: Fasulye
ornekleri, Uriin boyutu: 800bg. Uriin veren hatlar: 39,40,41,42,43,45,47,48,49,50,51,52,53,54
55, 56,57,58,59,60, 61,62, 63,64,65,66,67 ve 72 nolu hatlardan tiriin alinmistir.
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SB10O Primer 1-38

Sekil 3.7. SB10 primeriyle PZR agaroz jel goriintiisii. M: 100b¢ DNA Ladder, 1-38: Fasulye
ornekleri, Uriin boyutu: 525b¢. Uriin veren hatlar: 2,5,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17,18,19,20
21,22,23,24,25,34,35,36,37 ve 38 nolu hatlardan tirtin alinmustir.
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SB10O Primer 39-72

Sekil 3.8. SB10 primeriyle PZR agaroz jel goriintiisii. M: 100b¢ DNA Ladder, 39-72: Fasulye
ornekleri, Uriin boyutu: 525bg. Uriin veren hatlar: 42,43,44,45,46,47,49,51,52,53,55,56,57,58,
59,60,61,63,65,66,67,68,69 ve 72 nolu hatlardan tiriin alinmstir.

SAP6 Primer 1-38

Sekil 3.9.SAP6 primeriyle PZR agaroz jel goriintiisii. M: 100b¢ DNA Ladder, 1-38: Fasulye
ornekleri, Uriin boyutu: 820b¢. Uriin veren hatlar: 8,16,17,20,25 ve 34 nolu hatlardan iiriin

alinmastir.
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SAP6 Primer 39-72

Sekil 3.10. SAP6 primeriyle PZR agaroz jel goriintiisi. M:100b¢ DNA Ladder, 39-72: Fasulye
ornekleri, Uriin boyutu: 820bg. Uriin veren hatlar: 43,44,45,64,67 ve 71 nolu hatlardan iiriin

alimmustir.

BAC6 Primer 1-38

Sekil 3.11. BACG6 primeriyle PZR agaroz jel goriintiisii. M:100b¢ DNA Ladder, 1-38: Fasulye
ornekleri, Uriin boyutu: 1250bg. Uriin veren hatlar: 1,2,3,4,5,8,9,10,11,12,13,14,16,17,18,19
21, 22 23,25 ve 35 nolu hatlardan tiriin alinmustir.
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BAC6 Primer 39-72

Sekil 3.12. BAC6 primeriyle PZR agaroz jel goriintiisii. M:100b¢ DNA Ladder, 39-72: Fasulye
ornekleri, Uriin boyutu: 1250bg. Uriin veren hatlar: 48,65,66 ve 67 nolu hatlardan iiriin alinmistir.

SU91 Primer 1-38

Sekil 3.13. SU91 primeriyle PZR agaroz jel goriintiisii. M: 100b¢ DNA Ladder, 1-38: Fasulye
ornekleri, Uriin boyutu: 700b¢. Uriin veren hatlar: 7,20,30,33 ve 38 nolu hatlardan iiriin

alimustir.
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SU91 Primer 39-72

Sekil 3.14. SU91 primeriyle PZR agaroz jel goriintiisii. M:100b¢ DNA Ladder, 39-72: Fasulye
ornekleri, Uriin boyutu: 700bg. Uriin veren hatlar: 40,51,61,63 ve 69 hatlardan iiriin alinmistir.

BC420 Primer 1-38

Sekil 3.15. BC420 primeriyle PZR agaroz jel goriintiisi. M: 100b¢ DNA Ladder, 1-38: Fasulye

ornekleri, Uriin boyutu: 900bg. Uriin alinamamustr.
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BC420 Primer 39-72

Sekil 3.16. BC420 primeriyle PZR agaroz jel goriintiisii. M: 100b¢ DNA Ladder, 39-72: Fasulye

ornekleri, Uriin boyutu: 900bg. Uriin almamamuistir.

R7313 Primer 1-38

Sekil 3.17. R7313 primeriyle PZR agaroz jel goriintiisii. M: 100b¢ DNA Ladder, 1-38: Fasulye

ornekleri, Uriin boyutu: 700b¢. Uriin alinamamistr.




R7313 Primer 39-72

Sekil 3.18. R7313 primeriyle PZR agaroz jel gortntiisii. M: 100b¢ DNA Ladder, 39-72: Fasulye

ornekleri, Uriin boyutu: 700bg. Uriin veren hatlar: 48 nolu hattan iiriin alinmustir.

R4865 Primer 1-38

Sekil 3.19. R4865 primeriyle PZR agaroz jel goriintiisii. M: 100b¢ DNA Ladder, 1-38: Fasulye

ornekleri, Uriin boyutu: 950b¢. Uriin veren hatlar: 1,11 ve 14 nolu hatlardan iiriin alinmustir.
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R4865 Primer 39-72

Sekil 3.20. R4865 primeriyle PZR agaroz jel gortntiisii. M: 100b¢ DNA Ladder, 39-72: Fasulye

ornekleri, Uriin boyutu: 950bg. Uriin veren hatlar: 64 ve 67 nolu hatlardan {iriin alinmaistr.

NPP Primer 1-38

Sekil 3.21. NPP primeriyle PZR agaroz jel goriintiisii. M: 100b¢ DNA Ladder, 1-38: Fasulye
ornekleri, Uriin boyutu: 956b¢. Uriin veren hatlar: 10,12,13,16,17,18,20,21,
24,25,26,27,28,29,33,34,35,36,37 ve 38 nolu hatlardan iiriin alinmustir.
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NPP Primer 39-72

Sekil 3.22.NPP primeriyle PZR agaroz jel goriintiisii. M:100b¢ DNA Ladder, 39-72: Fasulye
ornekleri, Uriin boyutu: 956b¢. Uriin veren hatlar: 39,40,41,43,44,45,46,47,48,49,50,51,51,52
53,54,55,56,59,60,61,63,64,65,66,67,68,70,71 ve 72 nolu hatlardan triin alinmistir.
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Tablo 3.1. 1-72 Fasulye 6rnekleri ve diren¢ gen durumlari. v:Direng geni var, - : Direng geni

yok
Ornek - Hale Yanl}(g-g;.l;/[arkﬁrleri Adi Yaprak Yamikhig Markorleri (A.Y.Y.)
e R I stg | SH | SB [ SAP| BAC | SU | BC | 27313 | Rases | NPP
13 11 10 6 6 91 | 420
1 20-SBD-1 - - - - - v - - - V4 -
2 20-SBD-2 - - - v - v - - - - -
3 20-SBD-3 - - - - - v - - . - -
4 20-SBD-4 - - - - - v - - - - -
5 20-SBD-5 - - - v - v - - - - -
6 20-SBD-6 - - - - - - - - - - -
7 20-SBD-7 - - VY- - v | - - - -
8 20-SBD-8 - - - v | Vv v - - - - -
9 20-SBD-9 - - - v - v - - - - -
10 20-SBD-10 | - - - Yo v - - - - J
11 20-SBD-11 - - - v - v - - - N4 -
12 20-SBD-12 - - S VA I v - - - - J
13 20s80-13 | - | Y| - | Y| - | Y | -] - - - v
14 20-SBD-14 - - - v - v - - - N4 -
15 20-SBD-15 - - - v - - - - - -
16 20-SBD-16 | - - - VIV Y - - - - v
17 2017 | - | Y| - | Y|V |V - | - - - v
18 20sep18 | - | Y| - | Y| - | Y || - - -V
19 20s8D19 | - | V| - | Y| - v - - - - -
20 20-sBD-20 | - - o VAR B4 - v | - - - N
21 20-sBD-21 | - - - VYo v - - - - v
22 20-SBD-22 - - - v - v - - - - -
23 20-SBD-23 - - Y| Y| - v - - - - -
24 20-sBD-24 | - - S VA - - - - - v
25 20s8D25 | - | Y| Y| VY|V |V | -] - - W
26 20-SBD-26 - - - - - - - - - - v
27 20-BBD-1 - - - - - - - - - - v
28 20-BBD-2 - - - - - - - - - - v
29 20-BBD-3 - - - - - - - - - - v
30 20-BBD-4 - - - - - - v - - - -
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Tablo 3.1. ( Devam Ediyor) 1-72 Fasulye 6rnekleri ve direng gen durumlari. v:Direng geni

var, - : Direng geni yok

Ornek - Hale Yanl}(ﬁ%%’[arkﬁrleri Adi Yaprak Yanikhig Markorleri (A.Y.Y.)
No: [ 202000 T sH | sB | sap Bc| R | R
13 [ST8| 11 | 10 [ 6 |BACC|SUN| 420 | 7313 | ases | NP

31 20-BBD-5 - - v - - - - - - - -
32 2088D-6 | - | -~ | - | - | - - - - - - ;
33 20-BBD-7 - - - - - - v - - - v
34 20-BBD-8 - - o VA B4 - - - - - J
35 208809 | - | - | Y [ Y| - v - - - - v
36 | 208BD20 | - | - | YV | Y| - - - - - NV
37 | 20-sBarBD-1 | - - - v - - - - - - V4
38 |20sBaBD2 | - | - [V | Y | - - v - - - v
39 |20sBaBD3 | - | - [ Y | - | - - - - - - | v
40 |20sBaBD4 | - [ - [V | - | - - v - - -V
s |20sBaBD5 | - | - | Y | - | - - - - - - v
42 |20sBaBD6 | - | - [V | Y | - - - - - - ;
43 | 20-SBarBD-7 | - - VYV - - - - - v
44 | 20-sBarBD-8 | - - - v | Y - - - - - N4
45 | 20saBD-9 | - | - [V | YV [ VY - - - - -V
46 | 20-SBarBD-10 | - - - vV - - - - - - V4
47 | 20-sBarBD-11| - - YV - - - - - v
48 |20sBarBD-12| - | VYV | YV | VY | - v - - v - N
49 |20-sBarBD-13| - | - [V | Y | - - - - - NV
50 | 20-BBarBD-1 | - - | v - - - - - - v
51 |20BBarBD2 | - | - | YV | YV | - - v - - - v
52 |20BBarBD-3 | - | - | YV | YV | - - - - - -V
53 |20BBarBD4 | - | - | YV | YV | - - - - - - v
54 | 20-BBarBD-5 | - - | Y| - - - - - - - v
55 |20BBarBD6 | - | - | YV | YV | - - - - - - v
56 | 20-BBarBD-7 | - - YV - - - - - v
57 |20BBaBD8| - | - | YV | Y | - - - - - - ;
58 | 20-BBarBD-9 | - - YV - - - - - ;
59 |20BBaBD-10| - | - |V | V| - - - - - - v
60 |20-BBarBD-11| - - Y Yo - - - - - v
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Tablo 3.1. (Devam Ediyor) 1-72 Fasulye 6rnekleri ve direng gen durumlari. v':Direng geni
var, - : Direng geni yok

Srnek Hale Ya“‘;‘::g\'/;“rk"“e“ Adi Yaprak Yamkhg Markorleri (A.Y.Y.)
rne! i
. 2020 Orjin
No: ! SR [ grg | SH [ SB | SAP | oacg | SU | BC R R |NPP
13 11 | 10 | 6 91 | 420 | 7313 | 4865
61 | 20-BBarBD-12 | - - Y Y| - - v | - - - |V
62 | 20-BBarBD-13 | - - v - - - - - - - -
63 | 20-BBarBD-14 | - - Y Y- - v | - - - | Y
64 20-SD-3 - - | VYV - - - - v | Y
65 20-SD-4 - - | Y Y- v - - - - | Y
66 20-SD-6 - - VY- v - - - - | Y
67 20-SD-10 - R AR RS - - - v |V
68 20-BD-1 - - - v - - - - - - 4
69 20-BD-2 - - - 4 - - v - - - -
70 20-BD-3 - - - - - - - - - N 4
71 20-BD-5 S R R R A e - o
72 20-BD-7 - Y Y- - o - - | Vv
Tablo 3.2. PZR iiriinlerinin hastalik ve verim denemelerine gére dagilimi
Uriin Sayilar
Hat 0 1 2 3 4
Sayil
Denemeler | arm | HY. | AY.Y. | HY. | AY.Y. | HY. | AY.Y. | HY. | AY.Y. |HY.| AY.Y.
SBD 26 5 14 11 6 9 1 - .
BBD 10 6 2 5 2 3 - - -
SBarBD 13 - 6 6 6 5 1 - -
BBarBD 14 - 3 8 11 3 - . -
SD 4 - - - 4 2 - - 1
BD 5 2 2 5 1 - - ; -
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4. SONUC

Fasulye, bodur ve sirik fasulye olmak iizere iki biiylime tipinde yetistirilir. Sirik fasulye,
bodur tipine kiyasla daha yiiksek verim ve dayaniklilik nedeniyle Dogu ve Giiney Afrika'nin
yani sira Latin Amerika'da birgok bolgede tercih edilmektedir (Portilla vd., 2021). Bakteriyel
hastaliklardan hale yanikligi etmeni P. syringae pv. phaseolicola, sirik fasulyelere nazaran

ozellikle cal1 ve bodur fasulyelerinde 6nemli zararlar olusturmaktadir (Smith, 1986).

Gelencksel bitki 1slah1 ve diinya capindaki gen kaynaklarmin kullanimi fasulye
liretiminin iyilestirmesinde onemli onciil ¢alismalardir. Bununla birlikte, fasulye islahinin
etkinligini ve dogrulugunu iyilestirmek i¢in genomik araclarin kullanimina, gelismis
fenotipleme yontemlerine, iyi koordine edilmis fasulye yetistiricilerine ve talebe dayali 1slah
projeleriyle genetik kazanci artirmaya ihtiya¢ vardir. Genomik veriler kullanilarak belirli
allellerin dogrudan segilmesi sayesinde, bitkisel Ozelliklerin ve bitkilerde gen aktarim
bolgelerinin tanimlanmasi kolaylasmistir. Genomik yaklagimlar ayrica g¢esitlilik analizi,
germplazm karakterizasyonu ve istenilen 6nemli bitki karakterlerine 6zgiil markorlerin
tanimlanmasi igin kullanilmaktadir. Baglanti haritalar1 ve 6nemli karakterler i¢in kantitatif
6zellik lokuslarinin tanimlanmasi; glinlimiizde yaygin olarak kullanilan ve piramitleme yoluyla
(bazen bir seferde bazende birden fazla olmak {izere) basit¢e kalitsal 6zellikleri tanimlanmasi
sayesinde, markor destekli seleksiyonu igin 6nemli bir veri kaynagini olusturur (Assefa vd.,
2019).

Molekiiler markorlerin bitki 1slahinda kullanimi; gen piramitlerinin olusturulmasi, geri
melez 1slahi, yabani gen kaynaklarindan gen transferleri, resesif genlerin seleksiyonu ve erken
seleksiyon gibi avantajlar saglanarak klasik 1slahin etkinligi artirilmaktadir. Bu sayede yeni
cesitlerin gelistirilmesi hiz kazanmaktadir. Molekiiler markdr uygulamalar: tek basia klasik
1slahin yerine kullanilamamakla birlikte klasik 1slahin basarisini artiran destekleyici ve

tamamlayici teknikler olarak kabul edilmektedir (Yorgancilar vd., 2015).

Palacioglu vd. (2021), Tiirkiye’de yaygin olarak yetistirilen 40 fasulye ¢esidindeki pas
(U. Appendiculatus) ve adi yaprak yanikligmma (X. axonopodis pv. Phaseol) karsi farkli
dayaniklilik kaynaklarinin molekiiler markorler araciligiyla tespit edilmesi adli caligmalarinda,
adi yaprak yanikligina kars1 dayaniklilik kaynaklarini tespit etmek amaciyla yapilan PZR
caligmalarinda SAP6 markorii ile beklenen biiyiikliikte PZR iirlinii elde etmisler, ancak SU91

ve BC420 primerlerinden herhangi bir amplifikasyon iiriinii elde edememislerdir.
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Poyraz vd. (2017), SCAR markorler kullanarak on iki yerel fasulye cesidinde P.
syringae pv. phaseolicola ve X. axonopodis pv. phaseoli’ye karsi on direng geninin tespit
edilmesi adli ¢alismalarinda, P. syringae pv. phaseolicola'ya karsi dort direng geni igeren
Arslan ve Beryl fasulye cesitleri 6n plana ¢ikarken, SU91, BC420, R7313 ve R4864 SCAR

markdrlerinden herhangi bir {irlin alamamislardir.

Konya ilinden toplanan fasulye 6rneklerinden elde edilen antagonist endofit bakteri
izolatlarin izole edildigi bitki aksamlar1 degerlendirilmis ve ortaya ¢ikan sonuglar dikkat ¢ekici
olmustur. Engelleme etkinligine sahip 56 izolatin biiyiik bir cogunlugu hastalik etmenlerinin
goriildiigii tarlalardaki saglikli bitkilerin gévde ve meyvelerinden izole edilmistir Test edilen
antagonist endofit bakteriler izolatlar arasinda yliksek diizeyde antagonistik etkinlik gosteren,
Arthrobacter ilicis, Pseudomonas gessardii, Achromobacter spanius, Stenotrophomonas sp.,
Arthrobacter gandavensis ve Pseudomonas putida gibi antagonist bakteri izolatlarin fasulye
hale yaniklig1 hastalig1 etmeni P. syringae pv. phaseolicola’ye kars1 antagonistik etkinligi ilk
kez bu ¢aligsma ile ortaya konulmustur (Duman, 2020).

Bu calismada, SCAR markoérler kullanilarak her bir fasulye Orneginin bakteriyel
hastaliklara kars1 direng gen profilini gosteren bir tablo (Tablo 3.1) olusturulmustur. Elde edilen
tablo verileri hale yanikligi (HY) hastaligi agisindan incelendiginde; SBD (Sirik Bolge
Denemesi) grubunda 5, BBD (Bodur Bolge Denemesi) grubunda 6 ve BD (Bodur Denemesi)
grubunda 2 olmak tiizere toplam 13 ileri hat o6rneginde hi¢ PZR iiriiniin olugmadigi
gozlenmektedir. Benzer sekilde adi yaprak yanikligi (AYY) agisindan SBD grubunda 2, BBD
grubunda 2, SharBD (Sirik Barbunya Bolge Denemesi) grubunda 1 ve BBarBD (Bodur
Barbunya Bolge Denemesi) grubunda 3 olmak iizere toplam 8 ileri hattin hi¢ PZR iiriinii
olusturmadigi anlagilmaktadir. Her iki hastalik i¢in tanimli markdrlerin bu ileri hat 6rneklerinde
0zgiil PZR band1 vermemesi, bu markorlerin farkli fasulye genotipleri arasinda segicilige sahip
oldugunu gostermektedir. Bu ileri hat orneklerinin markér primerleriyle eslesen ve
direnci/direng genini tanimlayan DNA dizilerini igermedigi anlasilmaktadir. Hale yanikligi
hastaligina direng bakimindan SBD ve SBarBD gruplarina ait birer hat olmak iizere toplam iKi
hat 3’er PZR iiriinii; adi yaprak yanikligi hastaligina diren¢ bakimindan ise SD (Sirik
Denemesi) grubuna ait bir hat 4 PZR iiriinii vererek 6ne ¢iktiklar1 goriilmektedir. Ayrica, adi
yaprak yanikligi hastaligina kars1 SBD grubunda 4, SharBD grubunda 1 ve SD grubunda da 1

ileri hat genotipinin her biri 3’er PZR {irtinii vermistir.

Calisma materyali olan fasulye ileri hatlar iginde; 20-SBD-25 sirik fasulyesi genotipi 6
(HY: ST8, SH11, SB10; AYY: SAP6, BAC6, NPP), 20-SBarBD-12 barbunya genotipi 6 (HY:
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ST8, SH11, SB10; AYY: BACG6, R7313, NPP) ve 20-SD-10 sirik fasulyesi genotipi 6 (HY:
SH11, SB10; AYY: SAP6, BAC6, R4865, NPP) PZR iiriinii vererek 6ne ¢ikmaktadir. 20-SBD-
17 (HY: ST8, SB10; AYY: SAP6, BAC6, NPP) ve 20-SD-3 (HY: SH11, SB10; AYY: SAP6,
RT4865, NPP) sirik fasulyesi genotipleri 5’er PZR iiriinii ile ilgi ¢ekmektedir. Sirik ve barbunya
fasulye ileri hatlarina sahip genotiplerin her birinin farkli direng gen dizilerini igermesinin

fasulye 1slah ¢aligmalarinda 6nemli bir avantaj saglayacagi 6n goriilmektedir.

Molekiiler markorlerle elde edilen verilerde, 6ne ¢ikan hatlarin 2019 ve 2020 yili
hastaliklara kars1 tarla verileri ile de degerlendirilmesi yapilmistir. Bakteriyel hastalik siddeti
yoniinden tarla gdzlemleri alinirken skorlamada 1 en diisiik 9 en yiiksek olacak sekilde gozlem
alimmustir. Deneme parselleri tekerriirlii olup, tekerriirlerden ayr1 ayr1 gézlem alinip daha sonra
ortalamalar1 alinmigtir. 20-SBD-25 sirik fasulyesi genotipi 2019 yilinda fasulye sirik bolge
denemeleri genelinde en iyi skor 1, en kotii skor 4-5 iken 1 ortalamasi, 2020 yilinda ise en iyi
skor 3, en kotii skor 4-5 iken 3-4 ortalamasi almistir. 20-SBarBD-12 ise 2019 yilinda fasulye
sirik barbunya bolge denemeleri genelinde en iyi skor 2, en kotii skor 3-4 iken 2 ortalamasi,
2020 yilinda ise en iyi skor 3, en kotii skor 3-4 iken 3 ortalamasi almistir. 20-SD-10 ise 2019
yilinda fasulye sirik bolge denemeleri genelinde en iyi skor 1, en koti skor 3-4 iken 2
ortalamasi, 2020 yilinda ise en iyi skor 2-3, en kotii skor 3-4 iken 3 ortalamasi almigtir. 20-
SBD-17 ise 2019 yilinda fasulye sirik bolge denemeleri genelinde en iyi skor 1-2, en kdtii skor
4 iken 3 ortalamasi, 2020 yilinda ise en iyi skor 3, en kotii skor 4-5 iken 3 ortalamasi almistir.
20-SD-3 ise 2019 yilinda fasulye sirik bolge denemeleri genelinde en iyi skor 1, en kot skor
3-4 iken 1-2 ortalamasi, 2020 yilinda ise en iyi skor 3, en kotii skor 3-4 iken 3 ortalamasi

almistir.

Morneau, 2019 yilinda yaptig1 tez ¢aligmasinda; NPP SCAR markoriini kullanmis ve
PZR uygulamalarinda 535bg {iriin veren drneklerin hassas, 956bg iirlin verenlerin ise dayanikli
oldugunu rapor etmistir (Morneau, 2019). NPP SCAR markortii ile 72 fasulye orneginin adi
yaprak yanikligina kars1 gen profili incelendiginde, 32 no’lu ileri hat disindaki tiim hatlarin
535bg iiriin verdigi, aym1 zamanda c¢ogu hattin da 956bg iirlin bandina da sahip oldugu
gozlenmistir. Bu sonug, her iki iirin bandin1 i¢eren hatlarin heterozigot direngli oldugu, sadece
535bg icerenlerin homozigot hassas oldugunu gostermektedir. 32 no’lu 6rnekte ise herhangi bir
iirlin band1 gozlenmemis olup, NPP markor primerleri i¢in bu hattin genomunda bir tanima
dizisi (eslesme) olmadig1 anlasilmaktadir. Direng gen profillerini igeren Tablo 3.1°deki bilgiler
ikili veriye (binary data) donistiiriilmiis ve aritmetik ortalama ile agirliklandirilmamas ¢ift grup

yontemi (UPGMA) kullanilarak bir benzerlik dendrogrami olusturulmustur (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Fasulye hatlarinin direng gen profillerine gore benzerlik dendrograma.
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Fasulye ileri hatlarinin diren¢ gen profili benzerligine goére dallanma topolojileri
incelendiginde, SBD grubunun diger gruplardan ayr1 ana dala sahip oldugu gozlenmis ve sadece
20-SBarBD-12 orneginin bu grup iginde bulundugu dikkat ¢ekmistir. SBD ileri hatlarindan
bazilarinin (20-SBD-6, 20-SBD-7, 20-SBD-15, 20-SBD-20, 20-SBD-23 ve 20-SBD-26) diger
hat gruplarinin olusturdugu dallanma profili i¢inde yer aldiklari; benzer sekilde BD ileri
hatlarinin da diger dallanma gruplart i¢inde dagilmis sekilde bulunduklar1 goriilmiistiir.
Dendrogramda 20-SBD-6 ve 20-BBD-6 ileri hatlarinin taranan direng¢ genlerini
icermemelerinden dolay1 diger hatlardan ayrilarak dis grup olusturduklar goriilmiistiir (Sekil
4.1). Diger ileri hatlardan daha fazla diren¢ geni igeren (20-SBD-25 ve 20-SD-10 gibi)
orneklerin ayn1 zamanda farkli direng genlerine sahip olmalarinin; bakteriyel hastaliklara
dayanikli yeni fasulye cesitlerinin 1slahina yonelik ¢alismalarda 6nemli avantaj saglayacagi 6n

gorilmektedir.

Calisma kapsaminda elde edilen sonuglar genel olarak degerlendirildiginde GKTAEM
tarafindan gelistirilen fasulye ileri hatlarinin biiylik ¢ogunlugunun adi yaprak yanikligi ve hale
yanikligina karst dayaniklilik genlerini tanimlayan dizileri icerdigi gozlenmistir. Enstitii
tarafindan yaklagik 10-11 yi1l boyunca yiiriitiilen titiz ¢alisma sonucunda elde edilen fasulye
¢esit adaylari arasinda; adi yaprak yanikligi ve hale yanikligina kars1 72 ileri hattan 70’inde en
az bir hastaliga kars1 dayaniklilig1 tanimlayan dizinin bulundugu molekiiler markor testleriyle
ortaya konulmustur. Bu ileri hatlardan 20-SBD-6 ve 20-BBD-6 no’lu sirik fasulyesi ileri hatlari

ise taranan direng genleri bakimindan hig direng bant iiriinii vermemistir.

Adi yaprak yanikligi ve hale yanikligina kars1 dayaniklilik gen profilleri belirlenmis
fasulye ileri hatlar1, bundan sonraki devam eden 1slah ¢alismalarinda da énemli birer genetik
kaynak durumundadir. Halen GKTAEM biinyesinde fasulye islahina yonelik caligmalar
kapsaminda mevcut fasulye ileri hatlarin1 da iceren ve cesitli hastaliklara karsi tarla
reaksiyonlariin o6l¢iildiigi calismalar devam etmektedir. Bakteriyel hastaliklara direncli
fasulye 1slahina yonelik yapilacak ¢alismalarda, klasik 1slah metoduyla birlikte markor destekli
seleksiyonun da kullanilmasi sayesinde, hastaliklara daha toleransli veya dayanikli ¢esitler elde
edilebilecektir. Devam edecek 1slah ¢alismalariyla, iilkemiz fasulye yetistiriciliginde sorun olan
bakteriyel hastaliklarla miicadelede, kimyasal ilaglarin kullanilmadigi daha saglikli ve verimli

tarim uygulamalarinin 6nii agilacaktir.
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