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DNA TABANLI MOLEKULER YONTEMLER KULLANILARAK
TURKIYE’DE YETISTIRILEN FARKLI FASULYE (Phaseolus vulgaris)
GENOTIPLERININ GENETIK CESITLILIK ANALIZI
OZET

Diinyada fasulyenin 230 civarinda tiirinlin var oldugu, bunlarin 20 adedinin
insan beslenmesinde yogun olarak kullanildigi ve en fazla iiretimi yapilan tiiriin ise P.
vulgaris oldugu bilinmektedir. Bu c¢alismada, Eskisehir Tarimsal Arastirma
enstitisiinden temin edilen 38 fasulye genotipinde, ISSR (Basit Tekrarli Diziler Arasi
Polimorfizmi), RAPD (Rastgele Cogaltilmis DNA Polimorfizmi) ve ITS
(Transkripsiyon Igindeki Ara Parga) DNA tabanli molekiiler belirtecleri kullanilarak
genetik cesitlilik analizi gerceklestirilmistir. Analizlerde dis grup olarak farkli fasulye
tirtne ait Ph.Corh ¢esidi kullanilmstir.

PCR rinu bantlar PhoretixIDPro programiyla analiz edilmis, elde edilen var
(1) yok (0) (binary yontemi) verileri kullanilarak UPGMA metoduyla Jaccard
Benzerlik/Mesafe Matriksi olusturulmustur. Matriks verilerinden elde edilen Newick
formatiyla Mega 6.0 programinda her bir yontem igin filogenetik aga¢ olusturulmustur.
ISSR yontemiyle elde edilen filogenetik agaca ait mesafe matriksi verilerine gore
UI1140 ve Novanbey (mesafe verisi: 0.946) genotiplerinin birbirine en uzak bireyler
oldugu gorilmiistir. RAPD yontemiyle elde edilen filogenetik aga¢ sonucuna gore ise,
Cardinal Yozgat Barbunyasi ve 17SBVD20 (mesafe verisi: 0.805) genotiplerinin en
uzak bireyler oldugu belirlenmistir. ITS yontemiyle elde edilen filogenetik agag, dis
grup ayrimi net olmadigi i¢in degerlendirilmemistir.

Genetik yakinliklari daha Once analiz edilmemis genotipler kullanilarak
gerceklestirilen bu calismadan elde edilen veriler, gelecekte yapilacak 1slah
caligmalarinda hastaliklara daha dayanikli ve verimi yiiksek yeni gesitlerin gelistirilmesi

icin 6nemli bir veri tabani niteligindedir.

Anahtar Kelimeler: Fasulye (Phaseolus vulgaris L.), ISSR, RAPD, ITS, Filogenetik
Agag



THE GENETIC DIVERSITY ANALYSIS OF DIFFERENT BEAN
(PHASEOLUS VULGARIS) CULTIVATED GENOTYPES IN TURKEY USING
DNA-BASED MOLECULER METHODS
ABSTRACT

It is known that there are around 230 species of beans in the world and 20 of
them are used extensively in human nutrition and P. vulgaris is the most produced
species.

In this study, the DNA-based molecular markers of 38 beans genotypes obtained
from Eskisehir Agricultural Research Institute an important database has been created
for rapid recovery of new varieties which are both resistant to determined diseases and
with high efficiency in the future improvement studies with ISSR (Inter Simple
Sequence Repeat Polymorphism), RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) and
ITS (Internal Transcribed Spacer) markers. Ph.Corh cultivars belonging to different
bean species were used as external groups in the analyzes.

The band analysis of the PCR products of the selected markers was performed
by PhoretixIDPro program. By using the data obtained by the binary method, Jaccard
similarity matrix was obtained by UPGMA method. With the Newick format obtained
from matrix data, phylogenetic tree was created for each method in Mega 6.0 program.

As a result of distance matrix data obtained by tree obtained by ISSR primer,
U11140 and Novanbey (distance matrix: 0.946) genotypes were found to be the most
distant individuals and the drawn tree with RAPD primers, Cardinal Yozgat Barbunyasi
and 17SBVD20 (distance matrix: 0.805) genotypes were identified as the most distant
individuals. The phylogenetic tree obtained by the ITS method was not evaluated
because the distinction of the out-group was not clear.

Data obtained from this study performed using genotypes that genetic
relationship wasn't analyzed have got important data qualification to develop new more

resistant and fruitful varieties in future breeding studies.

Keywords: Bean (Phaseolus vulgaris L.), ISSR, RAPD, ITS, Phylogenetic Tree
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AFLP : Amplified Fragment Length Polymorphism (Cogaltilmig Parca Uzunluk
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1.GIRIS

Diinyadaki hizli niifus artis1 bazi sorunlari beraberinde getirmektedir. Bunlardan
en Onemlisi gida problemidir ve bu problemin ¢6ziimii ancak bilimsel ve teknolojik
¢alismalarin yardimi ile olacaktir (Uysal, F., 2002).

Diinyada fasulyenin 230 civarinda tiirliniin var oldugu ve bunlarin 20 adedinin
insan beslenmesinde yogun olarak kullanildigi, en fazla iiretimi yapilan tiiriin ise P.
vulgaris oldugu bilinmektedir (Uysal, F., 2002). Ekonomik ve bilimsel amacl iiretimde
oldukga sik tercih edilen fasulyenin en 6nemli iiyesi olan Phaseolus vulgaris turiadur
ayrica kiiltiirii yapilan fasulyelerin %90’ nin1 bu tiir olusturmaktadir (Gepts, 2001).

Fasulye, diinyada taze bakla Gretimi 1.557.233 ha alanda 23.595.714 ton; kuru
tane Uretimi olarak ise 29.392.817 ha alanda 26.833.394 ton (Anonim, 2016) olarak en
fazla ekim ile tiretimi yapilmakta olan yemeklik tane baklagil bitkisidir (Blair ve ark.,
2007; Galvan ve ark., 2006; Benchimol ve ark., 2007). Kuru fasulyeler, rehidrasyonun
ardindan olgun kuru tohum seklinde tiiketilen, taze fasulyeler ise kabugu olgunlagmadan
once taze olarak tiiketilen fasulyelerdir (Myers ve ark., 1999).

Fasulye insan beslenmesinin diginda hayvan beslenmesi, kozmetik sanayi ve
boya yapimi gibi alanlarda da kullanilmaktadir (Singh ve ark., 2007). Diger yandan
capa bitkisi olmasi, ekim ndbetine girmesi, derin kok yapisina sahip olmasi sebebi ile alt
tabakalardaki besin maddelerini topragin istiine tasimasi, topragl gevsetmesi,
koklerinde Rhizobium bakterisinin olusturdugu nodiiller sayesinde topraga azot
baglamasi nedeni ile ¢evrecilik ve siirdiiriilebilir tarim agisinda da 6nemini glinimuzde
arttiran baklagil bitkisidir (Akcin ve ark.,1998).

Tarimsal tiretimde olduk¢a 6nemli olan fasulye, saglikli bir yasam icin gerekli
olan protein, vitamin ve mineralleri igermesi sayesinde 6ne ¢ikmaktadir (Kacar ve ark.,
2004; Marotti ve ark., 2006; Ekincialp ve Sensoy, 2018).

Fasulyenin hazim edilebilirlik oram %84,1°dir. Ustelik fasulye baklalarinda
bulunan phasol ve phaseolin maddeleri kandaki seker miktarinin diisiiriilmesine seker
hastaliginda  kullanilan  insiilin  karekterinde olmast nedeniyle kullanildig:
bildirilmektedir (Salk ve ark 2008).

Orta Amerika kokenli bir bitki turi olan fasulyenin iki gen havuzu tespit
edilmistir. Bunlar Orta Amerika (Mesoamerica) ve Giiney Amerika (Andean)

bolgeleridir (Gepts 2001).



Son  yapilan  dizileme  ¢aligmalari  fasulyenin  kokeninin  Orta
Amerika(Mesoamerica) oldugunu destekler niteliktedir (Rossi ve ark.,2009.;Bitocchi ve
ark., 2012). Fasulye Amerika’da kesfinden sonra muhtemelen Iber yarimasindan
Avrupa’ya ulasmistir (Ortwin-Sauer.,1996). P. vulgaris, kendine doéllenen bir bitki
olmasi, basit diploid yapida olmasi (2n=22) ve nispeten kiiciik genomu olmasi ve iyi
gelistirilmis molekiiler yap1 haritasinin bulunmasi gibi Ozellikleri nedeniyle genomik
calismalar icin oldukc¢a uygun bir tardir (Murray ve ark 2002; Torres ve ark 2004).

Tiirkiye’de kuru fasulye, ekim alani ve iiretim yoniinden nohut ve mercimekten
sonra t¢iincii sirada yer almaktadir (Salk ve ark 2008). Guniimizde fasulye kuru tane
uretimi 225 000 ton civarindadir (Ghafoor ve ark., 2000). Ekim alani olarak en fazla
Karadeniz bolgesinde yaygin olup, bunu orta giiney (Kayseri, Konya, Nigde, Nevsehir)
ve orta kuzey (Eskisehir, Kutahya, Usak, Yozgat) bolgeleri izlemektedir (Ghafoor ve
ark., 2000).

Bitki 1slahi, bitkilerin biyolojik ve genetik agidan dizenlenmesi ve var olan
genetik  farkliliklardan  yararlanarak, onlar1 istenilen amaglar dogrultusunda
gelistirmektir (Sézen, O., 2006). Bitki 1slah teknikleri sayesinde kiiltiirii yapilmakta olan
bitkilerin verimini arttirmak, {irin kalitesini diizeltmek ile miimkiin olacaktir (S0zen,
0., 2006).

Ancak tiketici gesitliligine bagli olarak artan farkli talepler, yasam kiltirtindn
de artmasiyla daha dengeli ve saglikli beslenme istekleri, {ilkenin ekolojik
farkliliklarinin fazla olmasi, tarimdaki gelismeye bagl olarak olusan hastalik zararlilarin
yogunluklar1 gibi nedenler, mevcutlarla yetinmeyip siirekli yeni ¢esitlerin
gelistirilmesini gerektigini gdstermektedir (S6zen, O., 2006).

Bitki cesitleri arasindaki genetik cesitlilik tahillarin genetik 1slahi i¢in ¢ok
Onemlidir. Entelektiiel 6zelliklerin korunmasi ve mevcut elit cesitlerin yasamasi i¢in
olumsuzluklar olusturacak ¢evresel sorunlara karsi bir temel olusturmaktadir (Akgin ve
ark.,1998).

Genetik ¢esitlilik bilgisi genetik 1slah programlarinda geri melezleme teknigi ile
yeni ¢esitler iiretmek amaciyla kullanilmakta ve farkli kurumlar tarafindan yillarca
kullanilan kiiltiir 6rneklerinin stabilitesi hakkinda bilgi vermektedir (J.S. Veloso ve ark.,
2015).



Kiltiir cesitliligi bilgisi gelecekteki yetistirme programlarindaki ¢esitliligini
degistirme veya ¢esit ¢esit bakim prosediirlerini 6nerme ihtiyacini isaret edebilir (J.S.
Veloso ve ark., 2015).

Bir bitkiyi ve ya bitki grubunun morfolojik olarak digerlerinden farkli oldugunu
gosteren Ozellikler morfolojik belirte¢ (markdr, markor, markor, isaretleyici vb.) olarak
adlandirilabilir (Giilsen ve Mutlu, 2005). Meyve kabugu, cicegin sekli, yapragin sekli,
bitki, meyve ve tohum gibi 6zellikler bu grup belirtecleri olusturmaktadir (Giilsen ve
Mutlu, 2005).

Protein belirtecleri ile analiz yapilmasi, morfolojik karakterlerin kullanilmasini
tamamlayict niteliktedir (Karaca ve ark., 2002). Protein belirtecleriyle analiz,
poplilasyonlardaki farklilasmay1 morfolojik markorlere oranla daha giivenilir bir sekilde
gostermektedir (Sehirali ve ark., 2005). Fakat bu belirteclerin sayica az olmalari, ¢evre
kosullarindan etkilenmeleri gibi sebeplerden dolayr genis 6l¢iide kullanilmamaktadirlar
(Onus, 1999; Akashi ve ark., 2002).

Gen kaynaginin kullanilabilmesi i¢in kiiltiire alinmis tiirlerin ve bunlarin yabani
akrabalarinin genetik ¢esitliligin dagilimi ve yayiliminin ayrintili bir sekilde anlagilmasi
gereklidir (Furan ve Gebeloglu 2017). Bu ise DNA polimorfizmine dayanan
teknolojilerin  kullanilmasin1 barindiran bazi yontemler ile birlikte daha etkin
basarilabilmektedir (Madakbas ve ark., 2016) DNA molekiler markorleri (DNA
isaretleyicileri), cesitler arasindaki farklilik ve benzerliklerin belirlenmesi veya
cesitlerle ebeveynleri arasindaki benzerliklerin ve farkliliklarin belirlenmesinde yaygin
ve etkin olarak kullanilmaktadir (Karaca ve ark., 2002).

DNA markor teknolojisindeki ilerleme olaganiistii boyutlara ulagmistir. DNA
markdrleri, filogenetik analizlerden genlerin klonlanmasina kadar ¢esitli analizlerde ¢ok
degerli araglar saglamislardir (Erdinc ve ark., 2013). PCR bazli belirtegler tarafindan
kolaylastirilan yiiksek yogunluklu molekiiler haritalarin gelisimi, hemen hemen tiim
karakterlerin haritalanmas1 ve etiketlenmesini miimkiin kilmistir (Kumar, 1999; Furan
ve Gebeloglu 2017). Ayrica DNA markdrleri say1 olarak fazla ve ¢evre sartlarindan
etkilenmemekle birlikte RAPD ve ISSR markorleri fasulyelerde genetik ¢esitliligin
belirlenmesinde sik¢a kullanilmaktadir (Erdinc ve ark., 2013).



Fasulyede de molekiiler belirteclerin kullanilmasiyla yapilan genetik ve haritalama
calismalarinin da sayist glin gectikge artmaktadir (Duran ve ark., 2005; Cruz ve ark.,
2005; Sicard ve ark., 2005; Angioi ve ark., 2010; Khaidizar ve ark., 2012; Ceylan ve
ark., 2014; Madakbas ve ark., 2016).

Bu c¢alismada, Eskisehir Tarimsal Arastirma enstitiisiinden temin edilen 38
fasulye genotipinde, ISSR, RAPD ve ITS DNA tabanli molekiiler belirtecleri
kullanilarak genetik cesitlilik analizinin yapilmasi amaglanmustir.

Elde edilecek veriler gelecekte yapilacak 1slah ¢alismalarinda hem belirlenen
hastaliklara dayaniklt hem de verimi yiiksek yeni ¢esitlerin hizli bir sekilde elde

edilmesi i¢in 6nemli bir veri tabani olusturacaktir.

1.1. Fasulye (Phaseolus vulgaris L.) Bitkisinin Kékeni ve Tarihgesi

Kltir fasulyesinin (P. vulgaris L.) kokeni uzun siire tartisma konusu olmustur.
18. yy ortalarina kadar botanikgiler fasulyeyi Hindistan kokenli kabul etmisglerdir.
Oncelikle cografi ve morfolojik olarak farkli yabani fasulye popiilasyonlarinin varlig: 2
yabani fasulyenin evcillestirilmesinin nerede meydana geldigini sorgulanmistir.
Gentry'ye (1965) gore, yabani fasulye muhtemelen Giiney Amerika’ya tagindigi yer
olan Meksika'da evcillestirildi. Berglund-Briicher ve Briicher (1976) Gliney Amerika'da
yabani fasulyenin evcillestirilebilecegini onerdi, ama Orta Amerika'da ayr1 bir
evcillestirmeyi diglamadi. Arkeolojik kayitlar fasulyenin benzer yaslardaki orta
Amerika’daki bulgulari igerir (Kaplan, 1967.; Kaplan ve ark, 1965). Bu 2 bulgu Orta ve
Giiney Amerika arasindaki ilk belgelenen temastan daha eskidir (Harlan, 1971). Baz1
yazarlar ise bagimsiz olma olasiligini ileri siirmiislerdir (Heiser, 1965; Evans, 1976).

Tohum proteinlerinin elektroforetik modellerinde varyasyon analizinin yararl
oldugu anlagilmistir (Anonim 2013). Bir tiir iginde bitki girisimleri arasinda iliskiyi
kurmak icin Fazeolin, ana tohum depolama proteininin elektroforetik modelinde
varyasyon belirleme yontemi yabani fasulyenin, ekili formlari i¢in iyi bir belge niteligi
tasimaktadir (Kaplan ve ark, 1965). Bodur formda yabani fasulye bulunmadigi ve bu
formlarin mutasyon sonucu meydana geldigi belirtilmektedir (Anonim 2013).

Ulkemizde fasulye tariminin diger yemeklik baklagillerden sonra basladigi ve
yaklasik olarak 200 seneden beri kiiltiiriiniin yapildigi distiniilmektedir vermektedir
(J.S. Veloso ve ark., 2015). Fasulye iilkemize 17. yy ’da ulasmis ve Tiirkiye’nin her
yerinde yetistirilebilecek kadar iyi adapte olmus bir bitkidir (Sézen O.,2006).



Gen merkezi olmadig1 halde, Giiney-Dogu Anadolu ve Samsun-Tokat-Amasya
mikro gen merkezlerinin fasulye ig¢in genetik ¢esitlilik merkezi oldugu
soylenebilmektedir (Sehirali ve ark., 2005).

Ulkemiz anavatanlar1 olmadig1 halde birgok sebze tiirii i¢in nemli bir cesitlilik
alanidir ve yetigsmeleri i¢in uykun ¢evresel faktorlere ve toprak istegine sahiptir (Sehirali
ve ark., 2005). Tirkiye, iizerinde bulundugu verimli Anadolu topraklarinin pek ¢ok
medeniyete ev sahipligi yapmis olmasi ve sahip oldugu ekolojik ¢esitlilik hemen hemen
biitiin bitki tiirlerinde oldugu gibi fasulyede de uzun yillar igerisinde varyasyonun ortaya
¢ikmasina sebep olmus, degisik kaynaklardan iilkeye gelmis olan materyallerin de
bulunduklar1 bolgelerde uzun yillar boyunca yetistirilmesiyle Ozellikleri birbirinden

degisik yoresel fasulye ¢esitleri meydana gelmistir (Anonim 2013).

1.2.Fasulye (Phaseolus vulgaris L.) Bitkisinin Onemi

Fasulye bitkisinin, dik cali (yliksekligi 30-75 cm) seklinde ya da sarilici
(yiiksekligi 1.2-2 m) 6zellikte iki ayr1 formda bulunur (Cevrim, 2007). Her iki tipte de
govde bogumlu olmakla birlikte, sarilic1 fasulyelerde bogum sayisi1 daha fazladir ve
govde istlinde siilikler bulunmaktadir (Gevrim, 2007). Yassi, yuvarlak, diiz ya da
kivrik olabilen meyvelerinin uzunlugu 5-25 cm arasinda degisir; genellikle yesil renkte,
bazen de mor ya da kirmizi lekelidir. Tohumlar ise, fasulye c¢esidine gore yesil, sari,
pembe, kirmizi, kahverengi, mor ya da siyah renkte kiireye benzer sekilde, yassi,

silindirimsi ya da bobrek seklinde olabilir (Cevrim, 2007).



Sekil 1.1: Fasulye Bitkisi Yaprak, Dal, Bakla ve Danesi (Anonim 2013).

Kazik koklere sahiptirler. Topraktaki Rhizobium bakterileri ile birlikte
havadaki serbest azotunu baglarlar (Cevrim, 2007).

Fasulye 6zellikle sicak {ilkelerde ve iilkemizde genis bir sekilde tarimi yapilan
tek yillik bir yemeklik baklagil bitkisidir. Gelismekte olan {ilkelerde baklagiller ¢cok
kritik bir protein kaynagidir (Akhavan ve ark. 2013). Ortalama % 22-25 bitkisel protein
igeren fosfor, demir, kalsiyum, potasyum, vitaminler (A, B, D vitaminleri) bakimindan
zengin olan yemeklik dane baklagiller gelismekte olan iilkelerin beslenmesinde 6nemli
yer alir (Anonim 2013). Bitkisel protein kaynagi olan fasulye tanesi % 18-30 oraninda
protein icermektedir (Akashi ve ark., 2002). Fasulye, C vitamini ve betakaroten gibi
kalp hastalig1 ve kanseri onleyen antioksidanlar agisindan zengindir (Akhavan ve ark.
2013). Sinirleri kuvvetlendirir, bedeni ve zihni yorgunluklari giderir, vlcudun

kuvvetlenmesini saglar (Akhavan ve ark. 2013).



Pankreas bezinin geregi gibi c¢alismasina yardimci olur. Seker hastaligini
onlenmesinde etkilidir ve kandaki seker miktarini diisiiriir (Akhavan ve ark. 2013).

Ayrica baklagillerin havanin serbest azotunu fikse edebilme 06zellikleri,
cevrecilik ve siirdiiriilebilir tarimin halkga tutulmasinin arttig1 giiniimiizde 6nemini daha
da artirmaktadir (Anonim 2013).

Tiirkiye’de tarla bitkileri iiretiminin toplam alaninin yaklasik %74 {inii olusturan
tahillar arasinda birinci sirada, %8,3’linden meydana gelen yemeklik tane baklagiller
icerisinde ikinci sirada bulunurlar (Sehirali ve ark., 2005). Kurak ve yari kurak alanlarda
nohut ve mercimegin, sulu alanlarda ise fasulyenin ekim ndbetine girmesi, gerek birim
alanda elde edilen verimin artirilmasi, gerekse nadas alanlarinin azaltilmasi agisindan
onemlidir. Turkiye, verimli hilal olarak adlandirilan ve baklagillerin gen merkezi kabul
edilen Ulkelerden birisidir (Sehirali ve ark., 2005). Bunun disinda tiiketim oranlar
acisindan diinyada onemli bir yeri oldugu gibi tarihsel olarak net ihracat¢r konumunda
olmustur (Anonim 2016).

Ulkemizde kisi basina yillik ortalama 3-4 kg fasulye, 4-5 kg mercimek ve 5-6 kg
nohutun tiiketildigi bilinerek agiklanacak olursa, yemeklik tane baklagillerin lkemiz

insanlar1 agisindan 6nemi biiyiiktiir (TUIK, 2009).

1.3.Bitki Islahinin Anlam ve Onemi

Darwin ve Mendel ’in 20. yiizyildaki temel kesifleri bitki 1slah1 ve genetik i¢in
bilimsel temeli olusturmustur (Sehirali ve ark., 2005). Benzer sekilde biyoteknoloji
genomik arastirma ve molekiiler markor uygulamalarindaki gelismelerin geleneksel
bitki 1slah1 uygulamalariyla biitiinlestirilmesi 21. Yiizyilda mahsuliin iyilesmesinde
devrim yaratan disiplinlerarasi bir bilim olan molekiiler bitki 1slahinin temelini
olusturmustur (Anonim 2016). Ureme sistemleri, organizmalarin dogal biyolojisinin,
homozigotlugu etkileyen ve bdylece genetik cesitlilik ve genom evrimi seviyeleri ve
kaliplar1 dahil olmak {izere biyolojisinin bir¢ok yonii bakimimdan 6nemli ve siklikla
ihmal edilen bir bolumudir (Akashi ve ark., 2002). Enerji ihtiyac1 yani sira hammadde
stnirliligt  bugiin uygarliklarin  yiizlestigi ekolojik sorunlar bu sorunlart ¢6zme
zorunlulugunun itici gii¢leridir, boyle hizli gelisme icin firsatlar son zamanlarda
ekonominin yonu biyolojik bilimlerin etkileyici evrimini ortaya ¢ikarmistir (Galvan ve
ark., 2006).



Kiiresel 1sinma ve iklim degisikligi seklinde kendini gosteren kiiresel sorunlar,
genetik kaynaklarin 6nemini ve degerinin bir kez daha anlagilmasina neden olmustur
(Galvan ve ark., 2006).

Artan dilinya niifusunun gida gereksinimi giinlimiize dek bir Ol¢lide girdi
kullanim1 ve yiiksek verimli gesitler gelistirmek yoluyla karsilanmistir (Liu ve ark.
2014). Bu tiir degisikliklerin nedenini anlamak birlesik genetik ve ekolojik yaklagimlart
gerektirir (Galvan ve ark., 2006).

Gegtigimiz yiizyilda, ¢evre sorunlarinin sinirlar1 asan niteliginin tiim diinyada
ciddi sekilde hissedilmesine paralel olarak, uluslararasi oranda ¢Ozumlerin
gelistirilmesine yonelik ¢aligmalara ve aragtirmalara yogunlasilan bir donem olmustur
(J.S. Veloso ve ark., 2015).

Biyolojik c¢esitlilik, basta gida olmak iizere insanlarin temel ihtiyaglarini
kargilamasinda vazgegilmez bir yere ve Oneme sahiptir. Biyolojik ¢esitlikte meydana
gelen kayiplar, bunlarin sagladigi ekolojik hizmetlerde de kayip olmasina neden
olmaktadir. Bitkisel biyolojik ¢esitlilik bakimindan diinyanin en zengin iilkelerinden
biri olan Tiirkiye, farkli olumsuz durumlar nedeniyle biyolojik ¢esitlilik kaybiyla kars1
karstyadir (Angioi ve ark., 2010).

Sonug olarak ortaya g¢ikacak olumsuz etkiler dikkatlice incelendiginde, yasam
formlariin bilesimindeki stirekli ve hizli degisimin beklenen etkileri, hakli olarak
uluslararas1 kuruluglarin kaygi duymalarina sebep olmustur. 1992 de imzaya agilan
Birlesmis Milletler Biyolojik Cesitlilik S6zlesmesi dogal kaynaklarin korunmasina
yonelik kiiresel taahhutlerden birisidir (Sivalop M., 2013).

Tarimsal faaliyetlerden olan, ormancilik, yapilasma, sanayilesme, iklim
degisikligi, ekosistemin ayrigmasi gibi biyolojik cesitlilik tizerine olumsuz etkilere
neden olan etmenlerin gelecekte biyocesitliligin durumunu ne Olgiide etkileyecegi
sorusunun yanitin1 almak ic¢in hazirlanan bir takim senaryolarda 2000 yilinda % 45
diizeyinde olan potansiyelin 2030 yilinda % 34-42 arasindaki bir diizeylere kadar
diisecegi hesaplanmistir (Alkemade ve ark., 2009).

Bitki 1slahi, insanlarin ihtiyacin1 karsilamak amaciyla bitkilerin kalitiminin
degistirilmesi veya tyilestirilmesi bilim ve sanatidir. Bitki 1slahinin temelleri kalitimin
birimi olarak gen, gen manipiilasyonlart metotlar1, sonuglart dogru olarak tahmin

etmeye yarayan genetik davranig kurallaridir (Bilgin ve Korkut, 2005).



Bitki 1slahinin amaglar1 bir ya da birden fazla karakteri gelistirilmis bir ¢esit,
hibrit ¢esit tiretimine yonelik ebeveyn elde edilmesidir (Bilgin ve Korkut, 2005).

Ayrica bunlar disinda bitki 1slah1 verimin arttirilmasi, kalitenin yiikseltilmesi,
olumsuz ¢evre sartlarina dayanikli ve hastalik ve zararlilara dayanikli gesit elde
edebilmektir (Alkemade ve ark., 2009).

Ciftciler tarafindan kaynak yetersizligi ile iretilen fasulye diisiik toprak
verimliligi, abiyotik stresler, bocek saldirilari, kuralik dahil pek ¢ok sorun ile karsi
karsiyadir (Alkemade ve ark., 2009).

Yuksek butceli giftciler pestisitler, glibreler, sulama yoluyla daha fazla miicadele
kaynaklaria sahiptirler. Ancak bunlarin kullanimi gevreyi tehdit eder, karlilig1 azaltir
ve zararli boceklerde etkili degillerdir, boylece tarim genelince biyotik ve abiyotik

stresler fasulyenin ekonomik verimini kisitlamaktadir (Angioi ve ark., 2010).

1.4. Molektler Markorler ve Bitki Islahinda Kullanim

Bitki 1slah calismalarinda melezlemeler yoluyla genetik islemlerin ve
seleksiyonun etkinligi arttirllmaya c¢alisilir. Bunlar da ¢ok uzun zaman alan 1slahi
yapilacak olan bitkinin tipine gore degisim gosterir, zahmetli ve yuksek maliyetli
islemlerdir  (Sivalop M., 2013). Belirtecler sayesinde bir gende gerekli
kombinasyonlarinin erken tanimlanmasina yardimci olunur ve genotip c¢esitlerinin
yaratilma dénemleri azaltilir. Istenilen bir genotipin bitki ciceklenmesinden 6nce tespiti
tam olgunlagsmay1 beklemeden veya hibriyolojik bir tespit analiz yapmadan bir yila
yakin tireme siirecinde bitkileri melezleyebilmeye olanak saglar (Sivalop M., 2013).

Thomas Morgan 6zelliklerin kalittminin ve genetik rekombinasyon 6zelliklerinin
baglantisin1 kesfetmistir. Bu kesif kalitimsal kromozom teosinin temelini olusturmustur
ve Nobel 6diili kazanmistir. Teorinin gelisimi ve baglanti gruplarinin agiga ¢ikmasi
genetik belirteclerle ilgili bir konsept olusturulmasi ile bitki 1slahi bir markér uygulama
alan1 olmustur (Zietkiewicz ve ark., 1994). Geleneksel 1slah siireci ¢ok maliyetlidir ve
kullanilan maddi kaynaklar zaman iligkisi sonucunda ¢esitliligin olusturulmasi 12-15 yil
ya da daha uzun sirer (Bilgin ve Korkut, 2005).

Molekiiler markorlerden genel olarak kalitatif ve kantitatif 6zelliklerin 1slahinda,
seleksiyonda, genetik ve linkage haritalamalarinda, g¢esit tanimlamasi ve korunmasi
islemlerinde, genotipler arasi genetik akrabalik derecelerinin tanimlanmasinda fayda

saglanmaktadir (Bilgin ve Korkut, 2005).
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Ayrica gesit tescil ve sertifikasyonunda sabit, yiksek verimli ve kaliteli ¢esitleri
belirlenmesinde tarla denemeleri ve laboratuvar testleri yaninda molekiiler markdrlerin
kullanilmasi olduk¢a 6nem kazanmaktadir. Kullanilan molekiiler yontemlerle bitki
1slah1 klasik bitki 1slahima kiyasla ¢ok daha hizli ve giivenilir sekilde melezleme

islemlerinin ger¢eklesmesine olanak saglamaktadir (Bilgin ve Korkut, 2005).

1.4.1. Molekuler markorler

Molekuler markorler, genomda herhangi bir gen boélgesi ya da gen bolgesi ile
iliskili igindeki DNA pargasidir. Molekuler markorler, hayvan bitki mikrobiyal tirlerin
genomik yapilarini anlamamizda yapisal ve fonksiyonel olarak oOnemli bir rol
oynamaktadir (Liu ve ark., 2014). Molekuler markdorler; genetik markorlerin, DNA
tabanli tipini meydana getirdiklerinden dolayi, DNA markdrleri olarak da bilinirler.
DNA markorleri farkli genotiplere ait DNA dizilis farkliligin1 gesitli sekillerde ortaya
cikaran markorlerdir (Botstein ve ark., 1980). Niikleik asit temeline dayali genetik
markorlerin genom analizlerinde kullanimi 1slahgilar i¢in gereksinim duyulan bir
alandir. Bu markérler kullanilarak birbirine morfolojik olarak ¢ok yakin olan kultur
cesitleri ayirt edilebilir ve tanimlanabilir (Gupta ve ark., 1994). Molekiler markor
teknikleri DNA molekiiliindeki polimorfik bdlgelerin saptanmasi prensibine dayanir.
Popiilasyonda her hangi bir genin veya 6zelligin birden fazla formu bulunuyorsa o gen
ya da fenotipik 6zellik polimorfik olarak kabul edilmektedir. Polimorfizm, DNA dizisi,
amino asit dizisi, kromozomal yap1 ya da fenotipik 0zellik varyasyonlart gibi birkag
sekilde gorulebilir (Gupta ve ark., 1994).

Biitlin bir genomun analiz edilebilecegi DNA’y1 elde etmek i¢in, herhangi bir
kisimdan alinan az miktarda doku pargasi yeterli olmaktadir (Botstein ve ark., 1980).

Ek olarak, DNA markorleri stabil olup, tiim dokularda ortaya ¢ikabilirler, ¢evre
kosullardan etkilenmezler, kodominant ya da dominant &6zellikte olanlari1 bulunur ve
kalitimsal basit ilkelere sahiptirler (Williams ve ark., 1990).

Kullanilan yontemler bakimindan molekiiler markorler, Hibridizasyona Dayali
Markorler ve Polimeraz Zincir Reaksiyonuna (PCR) Dayali Markoérler olarak iki ana
gruba ayrilabilir (Botstein ve ark., 1980).

Hibridizasyona dayali markorlere 6rnek olarak; RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism/Sinirli Par¢ca Uzunluklar1 Polimorfizmi), PCR tabanli markdrlere
ornek olarak; SSR (Simple Sequence Repeat/Basit Tekrarli Diziler veya
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Mikrosatelitler), RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA/Rastgele Cogaltilmis
DNA Polimorfizmi),

AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism/Cogaltilmis Parga Uzunlugu
Polimorfizmi), ISSR (Inter Simple Sequence Repeat/Basit Tekrarli Diziler Arasi

Polimorfizm) verilebilir (Botstein ve ark., 1980).

1.4.1.1. Hibridizasyona dayali molekiiler markorler

Rflp (restriksivon fragment length polymorphism/sinirli  parca uzunluklari

polimorfizmi)

DNA tabanli parmak izi teknolojilerinin genetik benzerlik ¢aligmalarinda faydali

oldugu kanitlanmistir, RFLP hala bitki tiirlerinde ¢esitlilik tahmininde yaygin
kullanilmaktadir ancak son zamanlarda gelistirilen PCR tabanli markor teknikleri de
mevcuttur (Gupta ve ark., 1994).

Hiicrelerden izole edilen genomik DNA’nin, belli bir noktadan niikleik asit
diziliglerini taniyan DNA kesim enzimleri tarafindan spesifik olarak kesilmesi ve prob
DNA’nin melezlendigi DNA etrafindaki degisik kesim yapilarinin belirlenmesi
temeline dayanir (Botstein ve ark., 1980).

RFLP, PCR esash olmayan gelistirilmis ilk markor sistemidir. RFLP markdrleri
kodominant (esbaskin) ozelliktedir (Bark ve Havey, 1995). Bu o6zellik sayesinde
heterozigot bireylerin de karakterize edilmesi mimkin olabilmektedir.

PCR temelli tekniklerin ortaya c¢ikisina kadar gecen siirede oldukc¢a yaygin
olarak kullanilan RFLP, sahip oldugu dezavantajlari ve PCR temelli tekniklerin
getirdigi avantajlar sebebiyle kullanimi 6zel ¢aligmalarla sinirli olarak kullanilan bir

teknik olarak kalmistir (Bark ve Havey, 1995).

1.4.1.2. Polimeraz zincir reaksiyonuna (pcr) dayali markorler

PCR teknolojisinin gelistirilmesiyle hibridizasyon temeline dayali RFLP
yontemine alternatif sunan bir dizi molekdler tahlilin gelistirilmesini ve DNA diizeyinde
polimorfizmi tespit eden sistemler gelistirilmistir (Liu ve ark., 2014).

Polimeraz zincir reaksiyonuna (PCR) dayali molekiiler markorler 1980’11 yillarin
ortalarinda Cetus firmasi arastirmacilarinin ¢alismalar ile gelistirilen klonlama teknigi,
dizi analizi ve DNA haritalamasi gibi temel molekuler biyoloji analiz ve deneylerinde

kullanilmaya baglanmistir.
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PCR, DNA’nin in vitro sartlarda enzimatik olarak sentezletilmesidir
(Zietkiewicz ve ark., 1994). PCR tekniginin gelistirilmesinde anahtar roli Thermus
aquaticus’dan izole edilen yiiksek sicakliga dayanikli polimeraz enziminin (Taq DNA
polymerase) kesfedilmesi biiyiik rol almistir (Bornet ve Branchard, 2001). Bu enzim
sayesinde hiicrede normal sartlar altinda gerceklesebilen dogal DNA replikasyonu
laboratuvar kosullarinda ‘termocycler’ adi verilen 0zel cihazlarin sayesinde
gerceklestirilmistir (Bornet ve Branchard, 2001).

Yontem, kiciuk miktarda izole edilmis spesifik bir DNA parcasinin, bir dizi
enzimatik islem sonucunda milyonlarca kez ¢ogaltilmasi temeline dayanmaktadir.
Ancak ¢ogaltilabilen unsurlar DNA’nin tamami degil, DNA’nin hedeflenen veya
rastgele sentezlenen belirli bolgeleridir (Gupta ve ark., 1994).

PCR, ¢ift sarmal bir DNA molekdliiniin tek zincire ayrilmasi, hedeflenen
dizilere oligoniikleotid primerin baglanmasi ve uzamasi esasindan meydana gelir (Gupta
ve ark., 1994). Primerler, kalip DNA molekiilleri yiiksek sicaklikta denatiire olduktan
sonra, tek iplikli DNA molekiilleri iizerinde kendilerine tamamlayici olan belirli
bolgelere baglanirlar (Gupta ve ark., 1994).

Primerlerin hedef bolgelere baglanmasi, diisiik sicaklik derecelerinde
gerceklesir. Ayrica reaksiyon ortaminda pH’y1 ve tuz konsantrasyonunu optimum hale
getiren tampon ¢Ozelti, polimeraz enzimi, polimeraz enziminin ihtiya¢ duydugu MgCl.
ve DNA iiretiminde kullanilacak Adenin (A), Timin (T), Guanin (G), Sitozin (C)
nikleotidlerinden her biri yeterli miktarda bulunur (Zietkiewicz ve ark., 1994).
Polimeraz enzimi sayesinde baglatict DNA, bir kalip DNA iizerine baglandiktan sonra,
onu 3’ ucundan 5’ yoOniinde uzatmaya baslar ve kalip DNA’nin aynisini iiretir

(Zietkiewicz ve ark., 1994).
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POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYONU (PZR, PCR)

Sekil 1.2: PCR’1n §ailsma prénsibi (Bornet ve Branchard, 2001).

ISSR (Inter simple sequence repeat/Basit tekrarli diziler arast polimorfizm)

ISSR teknigi, Okaryotik genomlarda 2, 3, 4, 5 kez tekrar eden niikleotid boyunca
lokustan bagimsiz bir sekilde genomda rastgele dagilimlarini esas alan hassas ve
tekrarlanabilirligi yiiksek olan bir yontem olarak 6ne ¢ikmaktadir (Zietkiewicz ve ark.,
1994; Gupta ve ark., 1994).

ISSR markorleri genetik c¢esitliligin belirlenmesinde, filogenetik ¢alismalarda,
genom haritalarinin meydana getirilmesinde ve evrimsel biyolojide pek cok tarla
bitkisinde uygulanabilen etkin bir tekniktir (Reddy ve ark., 2002). ISSR markérlerinin
kullanimi1  hizli, uygulanabilirligi kolay ve primerleri daha uzun olduklarindan
giivenilirlik durumlar1 fazladir (Bornet ve Branchard, 2001).

Yeterli bilgi sunan ISSR primerlerini kullanmak diisiik biit¢e, zaman tasarrufu ve
genetik analizlerde kolaylik saglamaktadir. ISSR markorleri sayesinde Mendel
kalitimina uygun sekilde dominant belirtegler elde edilmektedir (Wang ve ark., 1998).

Bununla beraber ayrica bazi durumlarda homozigot ve heterozigotlugun
tanimlanmasinda kodominant belirteglerde elde edilebilmektedir (Wang ve ark., 1998).
Basit diziler arasi tekrarlar (ISSR-Inter Simple Sequence Repeat) birbirine ¢ok yakin ve
karsilikli bigimde konumlanmis tekrar bolgeleri arasinda yer alan yaklasik 100-3000 bg
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uzunlugundaki DNA pargalaridir. Bu teknik Zietkiewicz ve ark. (1994) tarafindan
gelistirilmistir. Bu teknik, mikrosatellitler arasinda tekrarlanan DNA dizilerinin PCR ile
¢ogaltilmasi temeline dayanmaktadir. ISSR markoérleri genetik yapi, genetik gesitlilik,
filogenetik arastirmalar, gen tespiti, genom haritalama calismalarinda ve evrimsel

biyolojide kullanilabilmektedir (Zietkiewicz ve ark., 1994).

RAPD (Random amplified polymorphic DNA/Rastgele cogaltilmis DNA polimorfizmi)
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), PCR teknigi kullanarak sentetik

olarak sentezlenmis primerlerin vasitasiyla (genelde 10 baz uzunlugunda) yapilan
tesadiifi DNA pargalarmin ¢ogaltimma dayanan bir tekniktir (Williams ve ark., 1990).
Kullanilan primerler hem ileri hem geri primer gorevi gorir ve cogaltilan DNA
pargalarinin biiyiikligii genelde 0.5-5 kb arasinda degismektedir (Kress ve ark. 2005).
Polimorfizm, primerlerin baglanma boélgelerinin ¢esitlilik durumu ve buna bagh olarak
olusan farkli uzunluktaki DNA parg¢aciklarinin analizi ile belirlenmektedir (Williams ve
ark., 1990).

RAPD markor sisteminin avantajlar1 arasinda az miktarda DNA’ya ihtiyag
duymasi, zaman tasarrufunun yiiksek olmasi, primerlerin tasariminin kolay olmasi,
RAPD markdrlerinin bitiin genoma bol bir sekilde dagilmis olmasi sayilabilir (Chen ve
ark. 2015). Fakat RAPD markdr sisteminin dezavantaji ise tekrarlanabilirlik durumunun
az olmasidir (Kesawat ve Das, 2009).

RAPD markorleri lokus spesifik olmadiklarindan bant verileri lokus veya
allellerin yorumlanmasi agisindan uygun degildir ve aymi buyuklikteki DNA pargalari

homolog olmayabilirler (Kesawat ve Das, 2009).

ITS (Internal Transcribed Spacer/Transkripsivon Icindeki Ara Parca)

Transkripsiyon Igindeki Ara Parca (ITS) niikleer ribozamal DNA’nin bitki
filogenetigi ve DNA barkod analizlerinde en yaygin kullanilan DNA markdrlerinden
birisi olmasi nedeniyle bitki gekirdek DNA barkodu olarak onerilmistir (Xu ve ark.
2015). ITS bolgesinin, bitkilerin molekiiler tanimlanmasi i¢in etkili ve evrensel bolge
oldugu bulunmustur (Yuan ve ark. 2015).

Nikleer ITS bolgeleri, goreceli olarak yiiksek degiskenlikleri ve amplifikasyon

olanaklarindan dolay1 genis bir sekilde siralanmigtir (Williams ve ark. 1990)
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ITS bolgeleri (ITS1 veya bunun bir kismi, ITS2), potansiyel ve yiiksek oranda
interrespesifik iligki ¢ozlnirligii nedeniyle, tamitimlik ve tir seviyelerinde bitki
molekiiler sistematiginde en yaygin kullanilan DNA fragmanlarindan biridir (Hebert ve
ark. 2003; Kress ve ark. 2005; Valentini ve ark. 2009; Liu ve ark. 2014; Chen ve ark.
2015; Xu ve ark. 2015; Yuan ve ark. 2015). ITS ilk olarak gigekli bitkiler igin bir
barkod olarak o6nerildi, ancak ¢ok sayida kopya ve anne-babadan farkli aleller, farkli
tirlerin  (6rnegin simbiyoz yoluyla) DNA kontaminasyonu gibi tamamlanmamis
eszamanli evrimi endiseleri nedeniyle bir stre sonra popiilerligini kaybetmistir (Schoch
ve ark. 2012). Tohumlu bitkiler i¢in bu kusurlarin biiyiik sorunlara neden olmadig1 bir
temel barkod olarak gogaltildig1 gosterilmistir (Hollingsworth 2011; Li ve ark. 2011,
Song ve ark. 2012).

Metodolojik calismalar, hem biparental kalitsal niikleer genomdan hem de tiirdes
olmayan kalitsal plastid genomdan tiirlerin dogru tanimlanmasi igin bir barkod
kombinasyonunun kullanilmasinin daha etkili veya gerekli oldugunu ve ITS'nin niikleer
genomdan tiirlerin tanimlanmasi i¢in en umut verici aday oldugunu gostermektedir
(Chase ve Fay 2009; Fazekas ve ark. 2009; Roy ve ark. 2010).

Klasik bitki 1slah g¢alismalari, uzun zaman alan, yiksek emek ve maliyet
gerektiren calismalar olup, melezlemede uygun ebeveynlerin se¢ilme (seleksiyon)
asamasi en kritik asamadir. Islah caligmalarinda kullanilacak ebeveynlerin molekiiler
yontemlerle genetik benzerlik/farkliliklarinin ~ belirlenmesi, uygun ebeveynlerin
seciminde biiyiik avantaj saglamaktadir. Bu ¢alismadan elde edilen veriler, fasulye 1slah
caligmalarinda kullanilacak ebeveynlerin daha kisa siirede belirlenmesini saglayacaktir.
Islah igin uygun ebeveynlerin molekiiler seleksiyonla belirlenmesi, zaman avantaji
disinda emek ve maliyet bakiminda da tasarruf saglamaktadir. Ayrica yeni gesit

gelistirme agsamalarinda varyasyon olusturmak hedeflenmektedir.
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2. MATERYAL ve YONTEM

2.1. Materyal

Fasulye, maksimum gelisme i¢in ortalama sicakligin 16-24 °C olmasini isteyen
bir sicak iklim bitkisidir. En uygun ¢imlenme sicakligi 18- 20°C olup dona kars1 ¢ok
hassas oldugu bilindiginden c¢alismada kullanilacak olan tohumlarin ekimi ve
yetistirilmesi Eskisehir Gegit Kusagi Tarimsal Arastirma Enstitiisii’nde yapilmustir.

Calismada kullanilan bitki materyalleri Tiirkiye’de bir¢ok yorede ekimi yapilan
29 adet tescilli yerel fasulye ¢esidi ve 8 adet ¢esit adayi ileri hattir.

38. Ornek dis grup olarak belirlenen Phaseolus coccineus dane 6zelligi bombay

tipi olan yar1 sarilici olan ¢ali fasulyesidir.

Cizelge 2.1. Calismada kullanilan fasulye ¢esit ve hat bilgisi.

Fasulye Cesitleri ve Hatlar
Akman-98

Bulduk

Cihan

Gina

GUngor

Karacasehir-90
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. Goynuik-98
17. Istanbul
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»

18. Aslan/Konya Dermasonu
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Cizelge 2.1. (Devam Ediyor) Calismada kullanilan fasulye gesit ve hat bilgisi.
19. Aslan/Akman-98

20. Emerson

21. Konya Dermasonu/Batalli

22. Cardinal/Y ozgat Barbunyasi
23. CB-929 Cranberry
24. Ul-1140

25. Balikesir Barbunyasi

26. Yalanc1 Dermason(Erzincan)
27. (ES-855/4F-2834)-39
28. Erzurum Sekeri/4F-2813
29. Aslan/Akman-98//Aslan
30. 17 SBarBVD-11

31. 17 SBarBVD-12

32. 17 SBVD-10

33.17 SBVD -14

34. 17 SBVD-15

35. 17 SBVD-18

36. 17 SBVD-19

37. 17 SBVD-20

38. Ph-Corh(Phaseolus coccineus)

2.2. YOntem

2.2.1. Tohumlarin ¢cimlendirilmesi ve yaprak orneklerinin ahmmasi

Gecit Kusagi Tarimsal Arastirma Enstitiisii  tarafindan  ekimi  yapilip
yetistirilecek olan fasulye cesitlerinin yapraklar1 izolasyonu yapilmak iizere her
genotipten ayr1 ayr1 olarak steril bisturi yardimiyla bitkinin saghkli ve geng

yapraklarindan (0,20 - 0,25 g) DNA izolasyonu i¢in yaprak 6rnegi alinmistir.

2.2.2. DNA izolasyonu
Klasik DNA izolasyonu yontemi ile fasulye drneklerinden genomik DNA izole

etmek i¢in CTAB tamponu kullanilmistir.
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CTAB Litik tampon hazirhg::

1grCTAB

14 ml 1.4 M NaCl veya 4.095 g toz NaCl

5ml 1M Tris

2ml 0.5 M EDTA (EtilenDiamin TetraAsetikasit)
0.5 g PVP (polyvynil pyrodine)

Soliisyonun son hali steril distile su 50 ml'ye ile tamamlanmis ve 120 °C'de 20
dakika otoklavlanmistir. Steril edildikten sonra tampona 200 ul B-merkaptoetanol
eklenmistir. CTAB ile DNA izolasyon asamalar1 ise asagidaki sekil ve sirada
uygulanmistir; izolasyona kadar DNA igeriginin zarar gérmemesi igin -86 °C’de
muhafaza edilen yaprak ornekleri derin dondurucudan ¢ikarilarak sivi azotta 6giitiillme
islemleri gerceklestirilmistir.

% Calismadan 6nce CTAB (Hexadecyltrimthylammonium bromid) tamponu
65°C’de 1s1tilir ve hazir hale getirilir.

% Siv1 azotta Ogiitiilmiis 100 mg bitki dokusu 1.5 ml’lik ependorf tuplerine
alinarak tizerine 1000 pul CTAB tamponu eklenerek homojen hale gelene kadar yavasca
pipetlenir. Karigim tiipii 620C’de 30 dakika inkiibe edilir ve belli araliklarla tiipler alt
ust edilir. Karisim tiipiine esit hacimde kloroform: isoamil alkol eklenir ve 10 dakika
boyunca alt iist edilerek karistirilir.

% Karisim 7500 rpm’de 10 dakika santrifiijlenir ve istte kalan sivi kisim yeni
1.5 mI’lik tlipe aktarilir. Aktarilan miktar pl cinsinden kayit edilir.

% Aktarilan miktarin 2/3’i kadar -20°C’de bekletilen isopropanol karisima
eklenir, birkag kez alt Ust edildikten sonra -20°C’de 2 saat inkiibe edilir.

« Inkiibasyon sonunda karisim tiipii 10 000 rpm’de 10 dk. santrifiijlenir.

% DNA peleti 300 pl % 70’lik etil alkol ile yikanir ve geker ocakta veya agik
havada kuruyana kadar Dbekletilir. Kuruyan DNA peleti istenilen DNA
konsantrasyonuna gore steril deiyonize suda veya TE buffer da ¢ozundarilur (Doyle, J.
J. ve Doyle J. L. 1987).

Izole edilen DNA 6rneklerinin Nanodrop 6zellikli Spektrofotometre’de
miktar ve kalite tayinleri gerceklestirilmistir. DNA Orneklerinden PCR deneyleri i¢in

kalip olarak kullanilmak iizere ¢alisma soliisyonlar1 hazirlanmustir.
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Bu calismada toplamda 38 bitkiden DNA izole edilmistir. Oncelikle izole edilen
total DNA orneklerinden 5 ul alinarak % 0.8'lik 80 ml agaroz jelde 90 volt'ta 35 dk.
yiiriitiilmiis ve ilerleyen ¢alismalar icin DNA elde edilip edilmedigi kontrol edilmistir.

2.2.3. Spektrofotometre ile DNA konsantrasyonu, saflik ve kalite tayini

izole edilen genomik DNA'larin sonraki basamaklarda kullanimma ge¢meden
once saflik derecelerinin ve kalite miktarlarinin kontrol edilmesi gerekir. Bu amagla
genomik DNA'larin Nanodrop Spektrofotometre cihazinda 260 ve 280 nm dalga
boylarinda okumasi yapilmig, nanogram veya mikrogram cinsinden saflik ve miktarlari
tespit edilmistir. Bu dl¢limlerde izolatlarin DNA peletleri hangi tampon ile ¢dziilmiis ise
o tampon kor olarak kullanilmistir. Olgiimlerde 260 ve 280 dalga boyundaki 1.8' den
blylk olgiim sonuglar1 ¢alisma i¢in uygun goriilmiistiir. Spektrofotometre'de okunan
degerler ile asagidaki formiiller kullanilarak DNA miktar1 saptanmustir.

» DNA miktari= OD260 x diliisyon katsayist x 50 pul/ml (2.1)

2.2.4. ISSR-RAPD-ITS-PCR i¢in kalip DNA hazirhig:
Genomik DNA'lardan ISSR-RAPD-ITS-PCR'da kullanmak amaciyla %2'lik
calisma soliisyonu hazirlanmistir. Bundan sonrasinda pl'sinde 2ng DNA olacak sekilde

genomik DNA'lar steril distile su ile seyreltilmistir.
2.3. ISSR-PCR Analizleri

2.3.1. ISSR-PCR hazirh@ ve kosullari

ISSR-PCR analizi ile Fasulyelerdeki polimorfizmi belirlemek icin DNA dizileri
British Colombia Universitesi Biyoteknoloji Laboratuvarindan (Kanada) temin edilen
17 farkli ISSR primeri, Sentromer (Istanbul, Tiirkiye) firmasma direttirilmis ve

calismada kullanmilmistir (Cizelge 2.2).



Cizelge 2.2. Kullanilan ISSR primerleri ile ilgili bilgiler.
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Primer kodu Primerin dizisi (5'...3") Ta°C Sonug
1 ISSR-01 AGAGAGAGAGAGAGAGG 52.8  Polimorfik
2 ISSR-02 GAG AGA GAG AGA GAG AT 50.4  Polimorfik
3 ISSR-03 GTG TGT GTG TGT GTG TC 528  Calismad:
4  ISSR-04 ACA CAC ACACACACACC 528  Calismadi
5 ISSR-05 GGG TGG GTT GGG GTG 58.8  Polimorfik
6 ISSR-06 TCT CTC TCT CTC TCT CG 52.8  Polimorfik
7 ISSR-07 CTCTCTCTCTCTCTCTA 50.4 Calismadi
8 ISSR-08 CAC ACACACACACACAG 50.4  Calismadi
9 ISSR-09 GGATGG ATGGATGGAT 49.2  Polimorfik
10 ISSR-10 GGG TGG GTT GGG GTG 52.8  Calismadi
11 ISSR-11 TGT GTG TGT GTG TGT GA 50.4 Monomorfik
12 ISSR-12 GTG CGT GCG TGC GTGC 59.4  Polimorfik
13 ISSR-13 CGATGG ATG GATGGAT 49.2  Polimorfik
14 ISSR-14 GAG AGA GAG AGA GAG AC 52.8  Polimorfik
15 ISSR-15 CTCTCTCTCTCTCTCTG 52.8  Polimorfik
16 ISSR-847 CAC ACACAC ACACACARC 53.7  Polimorfik
17 ISSR-829 TCTCTCTCT CTC TCT CG 52.8  Calismadi

(Y=(C,T)B=(C,G,T) D=(AGT)V=(AG,C))

ISSR-PCR deneylerinin  gergeklestirilebilmesi

icin  primerlerin  baglanma

sicakliklarinin  hesaplanmasi gerekir. Bu sebeple c¢alismalarda kullanilan ISSR

primerlerin baglanma sicakliklar asagidaki formiille hesaplanmistir:

(A+T baz sayilar1) x 2 °C + (G+C baz sayilar1) x 4 °C = Ta°C (2.2)

ISSR-PCR reaksiyonlar1 25 pl’lik hacimde 1X Taq Buffer, 2 uM MgClz, 2.5 pM
dNTP, 2.5 uM primer, 4 ng kalip DNA ve 1U Taq polimeraz enzimi (Fermantas,

Amerika) kullanilarak hazirlanmistir. Bu reaksiyonlarda kullanilan PCR bilesen ve

miktarlar1 Cizelge 2.3'te verilmistir.



Cizelge 2.3. Kullanilan ISSR-PCR bilesenleri ve miktarlari.

Bilesen Miktar
dH20 14.8 pl
10X Taq Buffer 2.5 pl (1x)
25mM MgCl; 1.5 ul (2.5 uM)
2.5mM dNTP 2 pl (2.5 uM)
2.5mM Primer 2 ul (2.5 uM)
Kalip DNA 2 ul (4 ng)
Taq Polimeraz 0.2 ul
Toplam 25 ul

PCR reaksiyonlart Cizelge 2.4'te verilen kosullarda 96-Well

Thermal Cycler cihazi kullanilarak gergeklestirilmistir.

Cizelge 2.4. ISSR-PCR uygulama protokold.

Dongu Sicaklik (°C) Sire
Sayist
Baslangi¢ Denatiirasyonu 1 95 4 dk.
Denattirasyon 9 45 sn.
Baglanma 45 49.2-60.5 45 sn.
Uzama 72 90 sn.
Final Uzamasi 1 72 7 dk.

2.3.2. Agaroz jel elektroforezi ile ISSR-PCR uranlerinin yUrattlmesi
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Olusan ISSR-PCR drinleri yatay jel elektroforezi (Thermo, Midicell Promo) ile

% 1.2'lik agaroz jel ilizerinde ayrilmistir. Agaroz jeller 5X TBE stok tamponunun

seyreltilmesi ile elde edilen 0.5X TBE tamponu ile hazirlanmistir. Uygun bir erlen

icinde 0.5X TBE tampon ile birlikte kaynatilan % 1.2'lik agaroz katilasmadan Once

10X'lik 7 pl etidyum bromid ilave edilerek karistirilmis ve jel tablasina dokiilmiistiir.

PCR firtinleri her bir kuyucuga 9 pl 6rnek 1 pl yiikleme tamponu olmak tizere 10

pl yiklenmis ve 90 V'ta 70 dk. ylritilmistiir.
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Bant blyukluklerinin belirlenmesi amaciyla her jelde ilk ve son kuyucuklara 100 b¢'lik
DNA ladder (Fermentas) yiiklenmistir (Sekil 2.1 ).

A bp Ng/0.5 pg % B bp na/0.Spa e

| 7 2000 23.0 5.6 SO A5
arie it e e (s ululn] .0 6.0
/ im0 230 se 2008 798 38
= A le =0 o oL - 3.

/., 1200 23.0 5.6 5 EU-':' a0
/ 1000 800 160 3 386 eo
~ 800 27.0 54 3 788 130

= ~ 200 27.0 5.4 — 2 250 50

= — 70O 27.0 5.4 = 2000 25.0 5.0

=3 — 600 27.0 5.4 = 1500 250 5.0

= S00 800 16.0 =

= L 20 20.0 6.0 = 1000 60.0 12.0

= -3 _ = 7SO0 25.0 5.0

g — 300 30.0 6.0 =

= — S00 250 5.0

o — 200 30.0 6.0 ot

L = == 250 25 .0 5.0

= — 100 20.0 6.0 o

= =
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— =

0.5 pafane, S cam length gel 0. Spgdlane, 2cm length gel,

1XTBE, 5VWem, 1 h 1X TAE, 7V/ecm, 45min

Sekil 2.1. A) Fermantas gene ruler 100 b¢ DNA ladder plus. B) Fermentas gene ruler 1
kb DNA ladder

2.3.3. ISSR-PCR iiriinlerinin goriintiilenmesi ve degerlendirilmesi

Agaroz jel elektroforezinde ylirlitme isleminden sonra olusan bant profilleri UV
translimiinatorii altinda gozlemlenmis ve Uvitec marka jel dokiimantasyon sistemi
kullanilarak fotograflanmistir. Bant biyiikliikleri sekil 2.1'deki 100 bg'lik DNA ladder

(Fermentas) markor ile kiyaslanarak degerlendirilmistir.

2.3.4. ISSR-PCR sonug¢larmin biyoinformatik analizi

Jel fotograflari tlizerindeki her bir ISSR bandi i¢in PhoretixIDPro Software
(Non-linearDynamics) programi yardimiyla, var (1) ya da yok (0) ikili matrisleri
olusturulmustur.
Bu veriler kullanilarak gesitler arasindaki genetik benzerlik degerleri Jaccard indeksi
belirlenmis ve UPGMA (unweighted pair group method with arithmetic mean)
programiyla ¢esitler arasindaki genetik iligkileri gosteren dendrogram elde edilmistir.
Phoretix IDPro programi kullanilarak elde edilen binary data, UPGMA (unweighted
pair group method with arithmetic mean) yontemi (http://genomes.urv.cat/UPGMA/)
kullanilarak Jaccard benzerlik ve mesafe verileri elde edilmistir. Bu verilerle olusturulan
Newick formatindaki bilgi, MEGA 6.0 programi yardimiyla filogenetik agaglar

olusturulmustur.
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2.4. RAPD-PCR Analizleri

2.4.1. RAPD PCR hazirhg: ve kosullar:

RAPP-PCR analizi ile fasulyelerdeki polimorfizmi belirlemek icin DNA dizileri
British Colombia Universitesi Biyoteknoloji Laboratuvarindan (Kanada) temin edilen
15 farkli RAPD primeri, Sentromer (Istanbul, Tiirkiye) firmasma iirettirilmis ve

calismada kullanilmistir (Cizelge 2.5).

Cizelge 2.5. Kullanilan RAPD primerleri ile ilgili bilgiler.

Primer kodu Primerin dizisi (5'...3") Ta°C  Sonug
1 OPD-01 ACCGCGAAGG 32 Polimorfik
2 OPC-04 CCGCATCTAC 32 Calismadi
3 P21 ACGGTGCCTG 34 Polimorfik
4 PS5 AACGCGCAAC 32 Polimorfik
5 P17 GTAGCACTCC 32 Polimorfik
6 P23 CGCCCAAGCC 32 Polimorfik
7 P24 CGC CCTGGTC 34 Polimorfik
8 P11 GGCCGATGAT 32 Polimorfik
9 P13 ACCGCCTTGT 32 Polimorfik
10 P16 TGGTGGCCTT 32 Polimorfik
11 P14 CAGCACTGAC 32 Polimorfik
12 OPB-17 AGGGAACGAG 33 Polimorfik
13 OPD-07 TTGGCACGGG 38 Polimorfik
14  OPB-20 GGACCCTTAC 32 Calismadi
15 P9 GGGAAGAGAG 32 Calismadi

(Y=(C,T)B= (C,G,T) D= (A,G,T) V= (A,G,C)
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Cizelge 2.6. RAPD-PCR bilesenleri ve miktarlari.

Bilesen Miktar
dH20 11.8 pl
10X Taq Buffer 2.5 pl (1x)
25mM MgCl; 1.5 ul (1.5 mM)
2.5mM DNTP 2 pl (0.5 mM)
2.5mM Primer 4 ul (0.4 uM)
Kalip DNA 3 ul (6 ng)
Taq Polimeraz 0.2 ul
Toplam 25 ul

PCR reaksiyonlar1 Cizelge 2.6'da verilen kosullarda 96-Well
Thermal Cycler cihazi kullanilarak gergeklestirilmistir.

Cizelge 2.7. RAPD-PCR uygulama protokol.

Dongu Sicaklik (°C) Sire
Sayist
Baslangi¢ Denatiirasyonu 1 95 4 dk.
Denattirasyon 9 55 sn.
Baglanma 45 30-34 60 sn.
Uzama 72 90 sn.
Final Uzamasi 1 72 7 dk.

2.4.2. Agaroz jel elektroforezi ile RAPD-PCR urinlerinin yuratulmesi

Olusan RAPD-PCR {rinleri yatay jel elektroforezi (Thermo, Midicell Promo)
ile % 1.2'lik agaroz jel iizerinde ayrilmigtir. Agaroz jeller 5X TBE stok tamponunun
seyreltilmesi ile elde edilen 0.5X TBE tamponu ile hazirlanmistir. Uygun bir erlen
icinde 0.5X TBE tampon ile birlikte kaynatilan % 1.2'lik agaroz katilasmadan once
10X'lik 2 pl etidyum bromid ilave edilerek karistirtlmis ve jel tablasina dokiilmiistiir.

PCR fiirtinleri her bir kuyucuga 6 pl 6rnek 1 pl yikleme tamponu olmak Uzere
7ul yuklenmis ve 85 Volt'ta 75 dk. yurutilmiistiir.
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Bant blyukluklerinin belirlenmesi amaciyla her jelde ilk ve son kuyucuklara 100 b¢'lik
DNA ladder (Fermentas) yiiklenmistir (Sekil 2.1).

2.4.3. RAPD-PCR iiriinlerinin goriintiilenmesi ve degerlendirilmesi

Agaroz jel elektroforezinde yliriitme isleminden sonra olusan bant profilleri UV
translimiinatorii altinda gozlemlenmis ve Uvitec marka jel ddkimantasyon sistemi
kullanilarak fotograflanmistir. Bant biiyiikliikleri sekil 2.1'deki 100 b¢'lik DNA ladder

(Fermentas) markdr ile kiyaslanarak degerlendirilmistir.

2.4.4. RAPD-PCR sonuclarinin biyoinformatik analizi

Jel fotograflar1 Uzerindeki her bir RAPD bandi igin Phoretix1DPro Software
(Non-linearDynamics) programi yardimiyla, var (1) ya da yok (0) ikili matrisleri
olusturulmustur. Bu veriler kullanilarak gesitler arasindaki genetik benzerlik degerleri
Jaccard indeksi belirlenmis ve UPGMA yontemi (http://genomes.urv.cat/UPGMA/)
kullanilarak Jaccard benzerlik ve mesafe verileri elde edilmistir. Bu verilerle olusturulan
Newick formatindaki bilgi, MEGA 6.0 programi yardimiyla filogenetik agaglar

olusturulmustur.
2.5. ITS-PCR Analizleri

2.5.1. ITS-PCR Hazirh@ ve Kosullari

ITS bolgesinin tamami i¢in bitki spesifik ve iiniversal primerler olan ITS-ul
(ileri) 5'GGAAGKARAAGTCGTAACAAGG-3'  ve ITS-u4  (geri) 5'-
RGTTTCTTTTCCTCCGCTTA-3' primerleri kullanilmigtir (TAO C. ve ark., 2006).
Primerler Investment Management (Colombia) firmasi tarafindan temin edilmistir.

ITS-PCR uygulamalarinin gergeklestirilebilmesi igin primerlerin baglanma
sicakliklarinin belirlenmesi gerekir. Bu amagla ¢alismalarda kullanilan ITS primerlerin
baglanma sicakliklari asagidaki formiille hesaplanmistir ve belirlenen primerler igin
baglanma sicakligi 55 °C olarak belirlenmistir.

ITS-PCR reaksiyonlar1 25 pl ve 12.5 pl'lik hacimlerde 1X Taq Buffer, 2 uM
MgClz, 2.5 pM dNTP, 2.5 uM primer, 20 ng kalip DNA ve 1U Taq polimeraz enzimi
(Fermantas, Amerika) kullanilarak hazirlanmistir. Her bir primer i¢in hazirlanan negatif
kontrol reaksiyonlara eklenmistir. Bu reaksiyonlarda kullanilan PCR bilesen ve

miktarlar1 Cizelge 2.8'te verilmistir.



Cizelge 2.8. Kullanilan ITS-PCR bilesenleri ve miktarlari.

Bilesen Miktar
dH20 11.8 pl
10X Taq Buffer 2.5 pl (1x)
25mM MgCl; 1.5 ul (2.5 uM)
2.5mM DNTP 2 pl (2.5 uM)
2.5mM Primer 2.5 ul (2.5 uM)
2.5mM Primer 2.5 ul (2.5 uM)
Kalip DNA 2 ul (20 ng)
Taq Polimeraz 0.2 ul
Toplam 25 ul
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PCR reaksiyonlar1 Cizelge 2.6'da verilen kosullarda 96-Well

Thermal Cycler cihazi kullanilarak gergeklestirilmistir.

Cizelge 2.9. ITS-PCR uygulama protokol.

Dongu Sicaklik (°C) Sire
Sayis1
Baslangi¢ Denatiirasyonu 1 95 4 dk.
Denatiirasyon 94 30 sn.
Baglanma 34 55 40 sn.
Uzama 72 55 sn.
Final Uzamasi 1 72 10 dk.

2.5.2. Agaroz jel elektroforezi ile ITS-PCR urunlerinin yarutilmesi

Olusan ITS-PCR urunleri yatay jel elektroforezi (Thermo, Midicell Promo) ile %
1.2'lik agaroz jel iizerinde ayrilmistir. Agaroz jeller 5X TBE stok tamponunun
seyreltilmesi ile elde edilen 0.5X TBE tamponu ile hazirlanmigtir. Uygun bir erlen
icinde 0.5X TBE tampon ile birlikte kaynatilan % 1.2'lik agaroz katilasmadan Once
10X'lik 7 pl etidyum bromid ilave edilerek karistirilmis ve jel tablasina dokiilmiistiir.
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PCR firtinleri her bir kuyucuga 6 pl 6rnek 1 pl yikleme tamponu olmak tizere 7
pl yiklenmis ve 90 V'ta 75 dk. yiirttilmistir. Bant blydkliklerinin belirlenmesi
amaciyla her jelde ilk ve son kuyucuklara 100 bc'lik DNA ladder (Fermentas)
yiiklenmistir (Sekil 2.1).

2.5.3. ITS-PCR iiriinlerinin goriintiilenmesi ve degerlendirilmesi

Agaroz jel elektroforezinde yiiriitme isleminden sonra olusan bant profilleri UV
translimlnatori altinda gézlemlenmis ve 212 Pro Gel logic marka jel dokiimantasyon
sistemi kullanilarak fotograflanmistir. Bant biyiikliikleri sekil 2.1'deki 100 b¢'lik DNA
ladder (Fermentas) markor ile kiyaslanarak degerlendirilmistir.

ITS PCR’1 sonucu elde edilen iiriinler kesim enzimleriyle kesilmek tizere kalip

olarak kullanilmak iizere -20 °C’de saklanmuistir.

Cizelge 2.10. ITS-PCR drtnlerinin Hindl1l Restriksiyon Enzimi ile Kesim Protokol.

Bilesen Miktar
dH-0 145 pl
10X Buffer 5ul
PCR Urlni 10 pl
HINDIII kesim enzimi 0.5 ul
Toplam 30 pl

60 dk 37 “C’ye ayarlanan PCR cihazi yardimiyla kesim gerceklestirilmistir.

Cizelge 2.11. ITS-PCR drtnlerinin BamHI Restriksiyon Enzimi ile Kesim Protokold.

Bilesen Miktar
dH20 14 ul
10X Buffer 5ul
PCR rund 10 i
BamHI kesim enzimi 1l
Toplam 30 pl

30 dk 37 °C’ye ayarlanan PCR cihaz1 yardimiyla kesim gergeklestirilmistir.



Cizelge 2.12. ITS-PCR drtnlerinin Alul Restriksiyon Enzimi ile Kesim Protokold.

Bilesen Miktar
dH20 14 ul
10X Buffer 5 ul
PCR Urunu 10 pl
Alul kesim enzimi 1l
Toplam 30 pl

30 dk 37 °C’ye ayarlanan PCR cihaz1 yardimiyla kesim gergeklestirilmistir.

Cizelge 2.13. ITS-PCR drunlerinin Smal Restriksiyon Enzimi ile Kesim Protokold.

Bilesen Miktar
dH.0 145 pl
10X Buffer 5ul
PCR Uruni 10 pl
Smal kesim enzimi 0.5ul
Toplam 30 pl

30 dk 25 °C’ye ayarlanan PCR cihazi yardimiyla kesim ger¢eklestirilmistir.

Cizelge 2.14. ITS-PCR drtinlerinin EcoRI Restriksiyon Enzimi ile Kesim Protokoli

Bilesen Miktar
dH20 14 ul
10X Buffer 5 ul
PCR Urund 10 ul
EcoRI kesim enzimi 1l
Toplam 30 pl

30 dk 37 °C’ye ayarlanan PCR cihaz1 yardimiyla kesim gergeklestirilmistir.

28
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2.5.4 ITS-PCR Kesim Sonuclarinin Biyoinformatik Analizi

Jel fotograflari iizerindeki her bir ITS-PCR kesim band:i i¢in Phoretix1DPro
Software (Non-linearDynamics) programi yardimiyla, var (1) ya da yok (0) ikili
matrisleri olusturulmustur. Phoretix1DPro programi kullanilarak elde edilen binary
data, UPGMA yontemi (http://genomes.urv.cat/UPGMA/) kullanilarak Jaccard
benzerlik ve mesafe verileri elde edilmistir. Bu wverilerle olusturulan Newick

formatindaki bilgi, MEGA 6.0 programi yardimiyla filogenetik agac¢lar olusturulmustur.
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3. BULGULAR

3.1. Fasulye (Phaseolus vulgaris L.) Genomik DNA izolasyonu

Calismamizda molekiiler biyoloji tekniklerinin uygulanabilmesi icin Oncelikle
yiiksek molekiil agirlikli DNA molekiiliiniin saf bir sekilde elde edilmesi gerekmektedir.
Bu amagla ¢alismamizin genelinde kullanmak i¢in 38 adet fasulye g¢esit ve hatlarinin
ozenli bir sekilde s1v1 azotta dgiitiilmiislerdir. Ogiitiilen fasulye yapraklarindan 100-200
mg alinarak CTAB yo6ntemi ile genomik DNA izolasyonu gerceklestirilmistir (Doyle ve
Doyle, 1987). Izolasyon sonunda elde ettigimiz genomik DNA'lardan 5 ul alinarak %
0.8'lik 100 ml agaroz jelde 90 V'ta 35 dk. ydrdtilup ilerleyen ¢alismalar igin DNA elde
edilip edilmedigi kontrol edilmistir

3.2. Genomik DNA'nin Spektrofotometre'de Olciimii, Miktar ve Saflik Tayini
Calismamizda bir sonraki asamaya ge¢cmeden once jelde parlak tek bir bant
olarak gorilen fasulye ‘ye ait DNA'larim Shimadzu marka Bio-Spec-nano Micro-
Volume Spektrofotometre'de saflik ve miktar tayinleri yapilmistir (Cizelge 3.1).
Niikleik asitler 15181 en iyi 260-280 nm boyunda absorbe ettiklerinden, dl¢timler bu
dalga boyunda yapilmistir. Bu dalga boydaki 6l¢iimler DNA'nin safligini yani kalitesini
gostermektedir. Olgiim sonucunda 1.8-2.0 arasindaki degerler saf olarak kabul
edilmistir. Calismada DNA oOrneklerinin saflik degerleri 1.8-2.0 arasinda Slgiilmiistiir

oldukca saf DNA 6rnekleri elde edilmistir.
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Cizelge 3.1. Fasulye orneklerinden izole edilmis genomik DNA'larin miktar ve saflik
Ol¢iim sonugclari.

Fasulye érnekleri Safhik (260/280 nm) DNA miktari (Ng/ul)
Akman-98 1.8 1046
Bulduk 1.9 1094,2
Cihan 1.8 2058,3
Gina 1.8 2052.7
Gulngr 1.9 1985.6
Karacagehir-90 2.0 1073,5
Zulbiye 2,0 2335
Novanbey-98 1.8 1574
Sururbey 1.8 1652.5
4F-2409 1.9 1542.4
Akin 1.9 1542.5
Batalli 1.9 1540.2
Muzaffer 2.0 1487
Topcu 19 1250
Karaman 2.0 1258.5
Goyniik-98 2.0 1548.7
Istanbul 1.8 1995.2
Aslan/Konya Dermasonu 1.8 2004.7
Aslan/Akman-98 1.8 1987.5
Emerson 1.8 1874.9
Konya dermasonu/Batalli 2.0 1756.5
Cardinal Yozgat barbunyasi 2.0 1750.1
CB-929 Cranberry 1.8 1038,8
Ul-1140 2.0 1051,1
Balikesir Barbunyasi 2.0 1304
Yalanc1 Dermason(Erzincan) 1.8 1564.7
Es-855/4F2834-39 1.8 1525
Erzurum Sekeri/4F-2813 2.0 1374,9
Aslan/Akman-98/aslan 2.0 1341,4
17SBarBVD-11 1.9 60
17-SBarBVD-12 2.0 50
17-SBVD-10 1.9 45
17-SBVD-14 1.9 87
17-SBVD-15 2.0 32
17-SBVD-18 2.0 51
17-SBVD-19 1.9 131
17-SBVD-20 19 45
Ph. Corh 1.9 136

3.3. ISSR-RAPD-ITS-PCR i¢in Kalip DNA Hazirhg:
Istenilen saflik ve miktarda genomik DNA'lar elde edildikten sonra, polimeraz

zincir reaksiyonlarinda kullanilabilmesi i¢in seyreltme islemi gergeklestirilmelidir.
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Clnku hazirlayacagimiz kalip soliisyonda total DNA miktarinin yogun olmasi ISSR ve
RAPD-PCR'da kullanilan primerlerin hedef DNA'ya baglanamamasina neden olur ve
dolayisiyla iirtin olusumu engellenmis olur.. Hazirlanacak kalip soliisyondaki genomik
DNA miktarinin az olmasi ise yetersiz miktarda iiriin olusmasi ile sonuglanir. Bundan
yuzden izole ettigimiz DNA'lardan pl'de 2 ng olacak sekilde kalip DNA c¢alisma
sollisyonlar1 hazirlanmistir. Ayrica reaksiyon i¢indeki kalip DNA'nin azhigi ya da
fazlalig1 da elde edilen PCR iiriin sayisin1 ve netligini etkilemektedir. Bu ¢alismada en
1yl PCR sonucu ¢alisma soliisyonundan; 25 pl'lik kurulan reaksiyonlara 2 pl (4ng) kalip
DNA kullanilarak elde edilmistir.

ITS-PCR’da kullanilan primerlerin hedef DNA’ya baglanabilmesi igin pl'de 10
ng DNA olacak sekilde kalip DNA calisma soliisyonlar1 hazirlanmistir.

Bu ¢alismada en iyi PCR sonucu ¢alisma soliisyonlarindan; 25 pl'lik kurulan

reaksiyonlara 2 pl (20ng) kalip DNA kullanilarak elde edilmistir.

3.4. ISSR-PCR Sonugclari ve Polimorfizm Bilgi iceriginin Hesaplanmasi

Asagidaki sekillerde fasulye ‘de olusan cesitliligi gorebilmek adina yapilan
ISSR-PCR deneylerinin jel gorintileri goriilmektedir, bu sekillerde M: markor
(Fermantas Gene Ruler 100 b¢ DNA ladder Plus), olarak 100-3000 bg arasinda bant
veren DNA ladder kullanildigr goriilmektedir (Sekil 3.1).
ISSR primerileri kullanilarak olusan bant profilleri biiyiikliiklerinin belirlenmesi ve

cesitliligi tanimlayabilmek adina tanimlayici bir markorle karsilastiriimistir.
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Sekil 3.1: ISSR-01 numarali primer ile kurulan PCR deneyinin jel gortntiisii. M:
Markor.

6018 0 2

Sekil 3.2: ISSR-01 numarali primer ile olusan bant profilleri. M: Markor

ISSR-01 primeri ile yapilan PCR sonucunda elde edilen 26 adet bantin tamanmu

polimorfik olarak elde edilmis ve polimorfizm oran1 % 100 bulunmustur.

Sekil 3.3: ISSR-02 numarali primer ile kurulan PCR deneyinin jel goriintiisii. M
:Markor.
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Sekil 3.4: ISSR-02 numarali primer ile olusan bant profilleri. M: Markor.

ISSR-02 primeri ile yapilan PCR sonucunda elde edilen 21 adet bantin tamami

polimorfik olarak elde edilmis ve polimorfizm orani % 100 bulunmustur.

Sekil 3.5: ISSR-05 numarali primer ile kurulan PCR deneyinin jel goriintiisii. M
:Markor.

| | B | | A

Sekil 3.6: ISSR-05 numarali primer ile olusan bant profilleri. M: Markor.
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ISSR-05 primeri ile yapilan PCR sonucunda elde edilen 16 adet bantin tamami

polimorfik olarak elde edilmis ve polimorfizm oran1 % 100 bulunmustur.
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Sekil 3.8: ISSR-6 numarali primer ile olusan bant profilleri. M: Markor.

ISSR-06 primeri ile yapilan PCR sonucunda elde edilen 25 adet bantin tamanu

polimorfik olarak elde edilmis ve polimorfizm oran1 % 100 bulunmustur.
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Sekil 3.9: ISSR-09 numarali primer ile kurulan PCR deneyinin jel goriintiisii. M

:Markor.

-

1R EINE [ FE . 2 B (E :u:ul |:ur 7
d J 1 J 1] |t /! L ' ! d Jd JJ i
L |r||.J | | i

i

. ‘ %
\
|

Sekil 3.10: ISSR-09 numarali primer ile olusan bant profilleri. M: Markor

X

ISSR-09 primeri ile yapilan PCR sonucunda elde edilen 5 adet bantin 4 tanesi

polimorfik 1 tanesi monomorfik olarak elde edilmis ve polimorfizm orami % 80

bulunmustur.

Sekil 3.11: ISSR11 numarali primer ile kurulan PCR deneyinin jel goriintiisii.

M:Markor.
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Sekil 3.12: ISSR-11 numarali primer ile olusan bant profilleri. M: Markor.

ISSR-11 primeri ile yapilan PCR sonucunda elde edilen 1 adet bantin tamami

monomorfik olarak elde edilmis ve polimorfizm orani % 0 bulunmustur.

Sekil 3.13: ISSR12 numarali primer ile kurulan PCR deneyinin jel gorintusu.
M:Markor.
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Sekil 3.14: ISSR-12 numarali primer ile olusan bant profilleri. M: Markor.
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ISSR-12 primeri ile yapilan PCR sonucunda elde edilen 5 adet bant polimorfik

1 bant monomorfik olarak bulunmus ve polimorfizm orani1 % 16.66 bulunmustur.

Sekil 3.15: ISSR13 numarali primer ile kurulan PCR deneyinin jel goriintiisii.

M:Markor.

T [T
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i

Sekil 3.16: ISSR-13 numarali primer ile olusan bant profilleri. M: Markor

s
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ISSR-13 primeri ile yapilan PCR sonucunda elde edilen 26 adet bantin tamami

polimorfik olarak elde edilmis ve polimorfizm oran1 % 100 bulunmustur.

Sekil 3.17: ISSR14 numarali primer ile kurulan PCR deneyinin jel goriintiisii.
M:Markor.

EITRIORA 28 X

10 120 116 18 20

Sekil 3.18: ISSR14 numarali primer ile olusan bant profilleri. M: Markor

ISSR-14 primeri ile yapilan PCR sonucunda elde edilen 30 adet bantin tamanu

polimorfik olarak elde edilmis ve polimorfizm orani % 100 bulunmustur.
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Sekil 3.19: ISSR15 numarali primer ile kurulan PCR deneyinin jel goriintiisii.
M:Markor

ST 180 20 ™) 22 55 24 19 26 B8 26 I 30 BN 32 I 34

I 12141610 (2] | 55255278 B3]

Sekil 3.20: ISSR-15 numarali primer ile olusan bant profilleri. M: Markor.

ISSR-15 primeri ile yapilan PCR sonucunda elde edilen 13 adet bantin tamanu

polimorfik olarak elde edilmis ve polimorfizm oran1 % 100 bulunmustur.

ISSR-847

Sekil 3.21: ISSR-847 numarali primer ile kurulan PCR deneyinin jel goriintiisii.
M:Markor
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Sekil 3.22: ISSR-847 numarali primer ile olusan bant profilleri. M: Markor.

ISSR-847 primeri ile yapilan PCR sonucunda elde edilen 24 adet bantin 23
tanesi polimorfik 1 tanesi monomorfik olarak elde edilmis ve polimorfizm orani %
95,83 bulunmustur.

Polimorfizm Bilgi icerigi:

Fasulye 6rneklerinden evrimsel genetik ¢esitliliginin belirlenmesi ve tanimlanmasi i¢in
17 ISSR primeri taranmis (Cizelge 2.2) ve bu primerlerden 11'i ISSR-PCR yonteminde
kullanilmis ve sonug elde edilmistir.

PCR sonuglarina gore toplamda 193 bant elde edilmis olup bu bantlardan 190
tanesi polimorfik, 3 tanesi ise monomorfik yapida goriintiilenmistir (Cizelge 3.2).
Kullanilan primerlerden en fazla bantlasma orani 30 bant ile ISSR-14 no.'lu primerde
gorilurken, en diisiik bantlasma ise ISSR 11 numarali primerde 1 bant olarak
belirlenmistir

Olusan bant profilleri Phoretix]1 DPro programina gore var (1) ya da yok (0)
seklinde degerlendirildikten sonra genetik benzerlik indeksi Jaccard esitligi
hesaplanmustir (ek 1).

Jaccard benzerlik degerlerinden yola ¢ikarak bir dendrogram elde edilmistir.
Soyagacinin (filogenetik Agag) elde edilmesinde UPGMA analizi kullanilmistir (Sekil
3.23)



42

Cizelge 3.2. Kullanilan ISSR primerleri sonucu Fasulye gesit ve hatlarinda elde edilen
bantlasma sonuglar1 ve polimorfizm oranlari.

Primer no Toplam  Polimorfik  Monomorfik  Polimorfizm
bant bant sayisi bant sayisi orani (%)
sayisi

ISSR-01 26 26 - 100
ISSR-02 21 21 - 100
ISSR-05 16 16 - 100
ISSR-06 13 13 - 100
ISSR-09 5 4 1 80
ISSR-11 1 0 1 0
ISSR-12 6 6 - 100
ISSR-13 26 26 - 100
ISSR-14 30 30 - 100
ISSR-15 25 25 - 100

ISSR-847 24 23 1 95,83

Toplam 193 190 3 98,444
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Cihan

Movanbey93
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Zulbiye

Sururbey

Batalli
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Goynuk98
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Aslan-KonyaDermasonu
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175BarBVD12
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17SBVD15

173BVD14

175BVD20

17SBVD18
175BarBVD11
17SBVD14

PhCorh

Sekil 3.23. Fasulye c¢esit ve hatlarinda ISSR primerleri kullanilarak olusan bant

profilleri ile elde edilen dendrogram.
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3.5. RAPD-PCR Sonuglari ve Polimorfizm Bilgi I¢eriginin Hesaplanmasi

Asagidaki sekillerde Fasulye ‘de olusan cesitliligi gorebilmek adina yapilan
RAPD-PCR deneylerinin jel gorintileri gorilmektedir, bu sekillerde M: markori
(Fermantas Gene Ruler 100 b¢ DNA ladder Plus), (Cizelge 2.1). RAPD primerileri
kullanilarak olusan bant profilleri biyiikliklerinin belirlenmesi ve cesitliligi

tanimlayabilmek adina tanimlayici bir markorle karsilastirilmistir.

l|’4l i B "ﬂl\ BB

H i LS .r.||

Sekil 3.25. RAPD-OPD-01 numarali primer ile olusan bant profilleri. M: Markor

OPD-01 primeri ile yapilan PCR sonucunda elde edilen 26 adet bantin tamami

polimorfik olarak elde edilmis ve polimorfizm oran1 % 100 bulunmustur.
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Sekil 3.27: RAPD-OPB-17 numarali primer ile olusan bant profilleri. M: Markor.

OPB-17 primeri ile yapilan PCR sonucunda elde edilen 28 adet bantin tamami
polimorfik olarak elde edilmis ve polimorfizm oran1 % 100 bulunmustur.

L e

Sekil 3.28: RAPD-OPD-07 numarali primer ile elde edilen jel gorintisi. M: Markor
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Sekil 3.29: RAPD-OPD-07 numarali primer ile olusan bant profilleri. M: Markor

OPD-07 primeri ile yapilan PCR sonucunda elde edilen 18 adet bantin 17’si
polimorfik 1’monomorfik olarak elde edilmis ve polimorfizm oram1 % 97,55
bulunmustur.

8 W0 2 s s 2 B RSl K (B (B B
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Sekil 3.31: RAPD-P5 numarali primer ile olusan bant profilleri. M: Markor
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PS5 primeri ile yapilan PCR sonucunda elde edilen 22 adet bantin tamami

polimorfik olarak elde edilmis ve polimorfizm oran1 % 100 bulunmustur.

Sekil 3.33: RAPD-P11 numarali primer ile olusan bant profilleri. M: Markor

P11 primeri ile yapilan PCR sonucunda elde edilen 12 adet bantin 10 tanesi
polimorfik 2’monomorfik olarak elde edilmis ve polimorfizm oran1 % 83,33

bulunmustur.
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Sekil 3.35: RAPD-P13 numarali primer ile olusan bant profilleri. M: Markor

P13 primeri ile yapilan PCR sonucunda elde edilen 30 adet bantin tamami

polimorfik olarak elde edilmis ve polimorfizm orani1 % 100 bulunmustur.

Sekil 3.36: RAPD-P14 numarali primer ile elde edilen jel goriintiisii. M: Markor
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Sekil 3.37: RAPD-P14 numarali primer ile olusan bant profilleri. M: Markor

P14 primeri ile yapilan PCR sonucunda elde edilen 22 adet bantin tamami

polimorfik olarak elde edilmis ve polimorfizm orani % 100 bulunmustur.

Sekil 3.40: RAPD-P16 numarali primer ile elde edilen jel goriintiisii. M: Markor
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Sekil 3.41: RAPD-P16 numarali primer ile olusan bant profilleri. M: Markor
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P16 primeri ile yapilan PCR sonucunda elde edilen 15 adet bantin 14 tanesi
polimorfik 1 tanesi monomorfik olarak elde edilmis ve polimorfizm orami % 93,33

bulunmustur.

Sekil 3.42: RAPD-P17 numarali primer ile elde edilen jel gorintusi. M: Markor
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Sekil 3.43. RAPD-P17 numarali primer ile olusan bant profilleri. M: Markor

P17 primeri ile yapilan PCR sonucunda elde edilen 17 adet bantin 16 tanesi
polimorfik 1 tanesi monomorfik olarak elde edilmis ve polimorfizm orami % 94,11

bulunmustur.
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Sekil 3.44: RAPD-P21 numarali primer ile elde edilen jel goriintiisii. M: Markor

Sekil 3.45: RAPD-P21 numarali primer ile olusan bant profilleri. M: Markor

P21 primeri ile yapilan PCR sonucunda elde edilen 29 adet bantin 28 tanesi

polimorfik 1 tanesi monomorfik olarak elde edilmis ve polimorfizm oram1 % 96,55
bulunmustur.
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Sekil 3.38. RAPD-P23 numarali primer ile elde edilen jel goriintiisii. M: Markor

Sekil 3.39: RAPD-P23 numarali primer ile olugan bant profilleri. M: Markor

P23 primeri ile yapilan PCR sonucunda elde edilen 16 adet bantin tamami polimorfik

olarak elde edilmis ve polimorfizm oran1 % 100 bulunmustur.

SEERE QR cEcEE

Sekil 3.46: RAPD-P24 numarali primer ile elde edilen jel géruntist. M: Markor
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Sekil 3.47: RAPD-P24 numarali primer ile olusan bant profilleri. M: Markor

P24 primeri ile yapilan PCR sonucunda elde edilen 12 adet bantin 11 tanesi
polimorfik 1 tanesi monomorfik olarak elde edilmis ve polimorfizm oram1 % 91,66
bulunmustur.

Polimorfizm Bilgi igerigi:

Fasulye drneklerinden evrimsel genetik ¢esitliliginin belirlenmesi ve tanimlanmasi igin
15 RAPD primeri taranmis (Cizelge 2.2) ve bu primerlerden 12 tanesinde RAPD-PCR
yonteminde kullanilmis ve sonug elde edilmistir.

PCR sonuglarma gore toplamda 247 bant elde edilmis olup bu bantlardan 240
tanesi polimorfik, 7 tanesi ise monomorfik yapida gériintiilenmistir (Cizelge 3.3).
Kullanilan primerlerden en fazla bantlasma orani 30 bant ile P13 no.'lu primerde
gorulirken, en diisiik bantlasma ise P11 ve P24 numarali primerlerde 12 bant olarak
belirlenmistir.

Olusan bant profilleri Phoretix]1 DPro programina goére var (1) ya da yok (0)
seklinde degerlendirildikten sonra genetik benzerlik indeksi Jaccard esitligi
hesaplanmustir (ek 2).

Jaccard benzerlik degerlerinden yola ¢ikarak bir dendrogram elde edilmistir.
Soyagacinin (filogenetik Agac) elde edilmesinde UPGMA yontemi kullanilmistir (Sekil
3.48). Bu verilerle olusturulan Newick formatindaki bilgi, MEGA 6.0 programi

yardimiyla filogenetik agaglar olusturulmustur.
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Cizelge 3.3. Kullanilan RAPD primerleri sonucu fasulye ¢esit ve hatlarinda elde edilen
bantlasma sonuglar1 ve polimorfizm oranlari.

Primer Toplam bant Polimorfik bant Monomorfik bant Polimorfizm

no sayisi sayisi sayisi orani (%)
OPB-17 28 28 - 100
OPD-01 26 26 - 100
OPD-07 18 17 1 97,55
P5 22 22 - 100
P11 12 10 2 83,33
P13 30 30 - 100
P14 22 22 - 100
P16 15 14 1 93,33
P17 17 16 1 94,11
P21 29 28 1 96,55
P23 16 16 - 100
P24 12 11 1 91,66

Toplam 247 240 7 97,16
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Sekil 3.48: Fasulye ¢esit ve hatlarinda RAPD primerleri kullanilarak olusan bant
profilleri ile elde edilen dendrogram.
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3.6. ITS-PCR Sonuglar1 ve Polimorfizm Bilgi iceriginin Hesaplanmasi

Asagidaki sekillerde Fasulye ‘de olusan gesitliligi gorebilmek adina yapilan ITS-
PCR deneylerinin jel goérintileri gorilmektedir, bu sekillerde M: markér (Fermantas
Gene Ruler 100 b¢ DNA ladder Plus), (Cizelge 2.1). ITS primeri ile kurulan PCR
sonrasinda olusan irilinlin gesitli restriksiyon enzimleri ile kesilmesi sonucunda elde
edilen bant profilleri biiyiikliiklerinin belirlenmesi ve gesitliligi tanimlayabilmek adina

tanimlayict bir markorle karsilastirilmistir.

5008BP

KESIMDEN ONCE
(U1-U4 PRIMER)

Sekil 3.49: ITS primleri ile yapilan PCR deneyi jel goriintiisii. M: Markor
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Sekil 3.50: ITS primerleri ile yapilan PCR deneyinden elde edilen bant profilleri. M:
Markor

Secilen ITS primerinin referansina gore angiospermlilerde (Kapali tohumlular)
745b¢+128 b veri beklenmektedir. Fasulye cinsi de angiosperm iiyesi oldugundan

deney sonucunda elde edilen bant boyutu 745+128 bg dir.
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Sekil 3.51: ITS PCR drlnlerinin Hindll Restriksiyon kesim enzimi ile kesim deneyinin
jel goruntusi. M: Markor
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Sekil 3.52: ITS PCR drunlerinin Hindlll Restriksiyon kesim enzimi ile kesim deneyi
sonucunda olusan bant profilleri. M: Markor

Sekil 3.53: ITS PCR Urnlerinin EcoRI Restriksiyon kesim enzimi ile kesim deneyinin
jel goruntusi. M: Markor
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Sekil 3.54. ITS PCR urunlerinin EcoRI Restriksiyon kesim enzimi ile kesim deneyi
sonucunda olusan bant profilleri. M: Markor

Sekil 3.55. ITS PCR drinlerinin Alul Restriksiyon kesim enzimi ile kesim deneyinin jel
goruntisi. M: Markor
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Sekil 3.56: ITS PCR drinlerinin Alul Restriksiyon kesim enzimi ile kesim deneyi
sonucunda olusan bant profilleri. M: Markor
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Sekil 3.57. ITS-PCR iiriinlerinin ¢esitli Restriksiyon enzim ile kesimi sonucunda elde

edilen bant profilleri ile olusturulan dendrogram.
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4. TARTISMA-SONUC

Fasulye (Phaseolus wvulgaris L.) insan diyetinde en fazla tiketilen
baklagillerdendir. 2014 yilindaki 30 milyon hektar hasadi 25 milyon ton kiiresel tiretimi
hesaplanmistir. Bunun sonrasinda tiiketilen baklagillerden olan nohut ve bezelyenin
neredeyse iki katidir (FASOSTAT,2014). Geleneksel arazi kosullarina ev sahipligi
yapan bitki gen kaynaklari, biyolojik ¢esitliligin korunmasinda genetik ¢aligmalarin
gelistirilmesinde ve bitki 1slahindaki ilerlemede 6nemli bir degere sahiptir. Ayrica bu
bitki kaynaklar1 morfolojik kalite, agronomik 6zellikler ve genetik cesitlilikleri etkili bir
sekilde korunmalar1 ve 1slah i¢in kullanilmalar: ile karakterize edilmelidir (Susana ve
ark., 2017).

Tiirkiye’de kuru fasulye iiretiminde ekim alanlarmin azalmasina bagh olarak
azalma hesaplanirken verim agisindan incelendiginde kaliteli ve sertifikali tohumluk
kullanim1 ve iireticilerin bilinglenmesi ile artis gostermistir (Susana ve ark., 2017). Bu
durumun gelecek yillarda daha da artmasi gerekmektedir. Hem verimin hem ekim
alanlarmin artisinin desteklenmesi bolgeye uyum saglamis giiclii ¢esitlilikte sertifikali
tohum tescili ile olacaktir. Ticari a¢idan gerekli durumlar1 gozeterek yeni cesitlerin
gelistirilmesi iireticilerin 6nemli taleplerindendir (Myers ve ark., 1999).

Klasik 1slah metotlartyla ¢ok uzun zaman ve emek gerektiren yeni cesit
gelistirilmesi durumu, molekiiler teknikler yardimiyla ¢cok daha hizli ve giivenilir bir
sekilde olacaktir. Klasik bitki 1slahinda islemler sadece gozlem ve secim ile
yiritilirken molekiiler 1slah teknigiyle birlikte bitkilere ait genetik yapinin
belirlenmesi 6zelliklerinin tespiti ile daha giivenilir ve bilingli melezleme islemleri
yapilarak yeni gesitlerin gelistirilmesi (Liu ve ark., 2014).

Cesit gelistirilmesindeki 6nemli kriterlerden olan hastalik dayanimi, verim gibi
arttirtlmas1 gibi etkenlerin arttirilabilmesi icin birbirine yakin akraba bireylerin
caprazlanmasi islemi ile istenilen sonucun elde edilmesi zorlasacaktir (Gupta ve ark.,
1994). Yani aymi gen havuzu igerisinde melezlemeler yeni ¢esit elde edilmesinde
istenmemektedir (Cevrim, 2007). Ancak bu ¢alismanin verileri ile uzak akraba bitkilerin
belirlenmis olmasi sonucunda bu c¢esitlerin ¢aprazlanmasi sonucunda ¢ok daha iyi ve
istenilen Ozelliklere sahip ¢esit elde etme olasiligi artmis olacaktir (Marotti ve ark.,
2006).



61

Bu calismada Phaseolus vulgaris L. tlriine ait 37 genotip ve Phaseolus
coccineus (yari sarilici) tilriine ait ates ya da Ispanyol fasulyesi olarak bilinen 1 genotip
kullanilmustir.

Her bir 6rnekten ayr1 ayr1 olmak tlizere 38 adet bitki 6rneginden DNA izolasyon
yaptlmistir. Elde edilen genomik DNA miktar ve safliklar1 spektrofotometre ile
okunmus ve agaroz jelde degredasyona ugramadiklari ve yeterli kalitede olduklari tespit
edilmistir. ISSR caligmasinda toplam 17 primer denenmis bunlardan en iyi sonug¢ veren
11 primer ile ¢alisma tamamlanmistir. ISSR primerlerinden 193 bant skorlanmis ve 190
tanesi polimorfik olarak belirlenmistir. Toplam polimorfizm orant %98,44 olarak
hesaplanmistir. RAPD c¢alismasinda toplam 15 primer denenmis ve bunlardan en iyi
sonug¢ veren 12 tanesi ile ¢alisma tamamlanmistir. RAPD primerlerinden toplam 247
bant skorlanmis ve 240 tane polimorfik bant elde edilmistir. Polimorfizm oran1 %97,16
olarak hesaplanmigtir. Farkli yontemlerle gerceklestirilen filogenetik analiz
caligmasinda, 38 numarali 6rnek olarak tanimlanan P. coccineus tiiriine ait bir genotipin
(Ph.Crorh) dis grup olarak dallanmasi beklenmektedir.

Calismada deneyi gergeklestirilen ISSR-PCR ve RAPD-PCR firiin sonuglar ile
ITS-PCR RE kesim sonuglarin1 gosteren agaroz jel goriintiilerinden Phoretix1DPro
(Non-linear Dynamics, Total LAB, Ingiltere) yazilim programi kullanilarak var (1) ya
da yok (0) ikili matris bilgisi (binary data) elde edilmistir. Elde edilen binary data,
UPGMA yontemi kullanilarak filogenetik agaglar olusturulmustur.

Filogenetik analizlerde mesafe temelli yontemlerden olan kiimelenme temelli
algoritmalar en benzer dizi ¢iftlerinden baslayan bir mesafe matrisine dayanarak
filogenetik agaci hesap eder. Bu algoritmalar aritmetik ortalamay1 kullanarak olmayan
cift grup yontemini (UPGMA) ve komsu birlestirme yontemini igerir. Kiimelenme
temelli algoritmada taksonlarin kokten esit uzaklikta oldugu varsayilir. UPGMA
metodunun avantajlari; endirekt 6l¢timlii uzakliklarda kullanilabilir, en hizli metotlardan
biri olmasi, ¢cok genis data setlerinin hizli analiz edilebilmesi ve bazi orant1 analizlerinde
kullanilabilmesidir (Gepts, 2001). Bu nedenle calismadaki filogenetik analizler igin
mesafe temelli yontemlerden UPGMA metodu kullanilmistir.

ISSR-PCR yoOntemiyle olusturulan filogenetik agacta her fasulye genotipinin

farkli dallanma topolojisine sahip oldugu, P. coccineus tiiriine ait genotipin dis grup



62

olarak net bir sekilde ayrildigr gérilmektedir. Bu durum yapilan PCR deneylerinden
elde edilen bant verilerinin 38 genotipin ayrimi i¢in yeterli oldugunu gostermektedir.

ISSR-PCR teknigi kullanilarak 12 ISSR primerinin PCR sonuglarindan elde
edilen bant profilleri analiz edildiginde olusan filogenetik aga¢ incelendiginde; iki ana
gruba ayrildig1 ve her bir ana grubun kendi i¢inde gruplar halinde dallanma gdsterdigi
tespit edilmistir. Tane tipi horoz olan Cihan, Zllbiye, Noyanbey-98, Akin, Muzaffer,
Goynuk-98 isimli gesitlerin aga¢ iizerinde ayn1 grubun ortak al grubunda dallanma
gosterdikleri gorilmektedir. Aslan/Konya dermasonu ve Aslan-Akman-98 isimli ileri
hatlarin Eskisehir tarimsal arastirma enstitiisiiniin verilerine gore yakin akraba olmasi
beklenmektedir. ISSR-PCR verileri ile olusturulan filogenetik aga¢ incelendiginde de
bu durumu destekledigi gdzlenmistir. Ote yandan CB929 Cranbery ve 17-SBVD11
isimli fasulye genotiplerinin de, tarimsal arastirma enstitlisuniin verilerine gore yakin
akraba olarak diistinlilmektedir. Ancak agag iizerindeki sonu¢ degerlendirildiginde ayni
ana grupta dallanmalarina ragmen, ana gruba bagl farkli alt grupta dallanmaya sahip
olduklart goriilmistiir. ISSR-PCR yontemiyle elde edilen filogenetik agag¢ genel olarak
incelendiginde ve  Eskisehir gecit kusagi TAGEM  verileriyle birlikte
degerlendirildiginde; gen havuzu genisletebilmek adina en iyi sonucun alinacagi bir
melezleme ¢alismasinda, genetik olarak en uzak bireylerin arasinda g¢aprazlamanin
yapilmast gerektigi diisiintiliirse, calismada kullanilan ayni tiire ait 37 farkli fasulye
genotipi arasinda en iyi adaylarin Novanbey-98 ve UI1140 (mesafe verisi: 0.946)
olabilecegi 6ngorilmektedir (Ek-1). Clinkii Novanbey-98 genotipinin dane yapisi horoz
ve bakteriyel hastaliklara orta toleransh 0zelliklerine sahip iken, U11140 genotipinin de
dermason ve bakteritel hastaliklara dayanikli 6zelliklerini tasidigr ve farkli fenotipik
karakterlere sahip birbirinden genotipik olarak daha uzak bireyler olduklari
anlasilmaktadir.

RAPD-PCR teknigi kullanilarak elde edilen bant profilleri sonucunda elde edilen
filogenetik aga¢ incelendiginde; net bir sekilde ayrilan Ph.Corh dis grup genotipinin
haricinde, ISSR-PCR yonteminden elde edilen agaca benzer sekilde iki ana gruba
ayrildigr goriilmektedir. Bu durum bize kullanilan primer sayisinin ve elde edilen

polimorfik bantlarin yeterli seviyede ayrim giicii oldugunu gostermistir.
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Oncelikle tane tipi horoz olan; Cihan, Zilbiye, noyanbey-98, Akin, muzaffer
Goynuk-98 genotiplerinin tamaminin ayni ana gruba bagli aynmi alt gruplar iginde
dallanma gosterdikleri tespit edilmistir. Filogenetik agag verileri Eskisehir Gegit Kusagi
TAGEM verileri ile karsilastirildiginda, beklenildigi gibi Aslan/Konya dermasonu ile
Aslan/Akman98’in ayni alt grupta dallanma gosterdikleri, Aslan/Akman98-Aslan ve 17-
SBVD19 genotiplerinin birbirine yakin daha kiigiik alt gruplarda dallanma gosterdikleri
goriilmiis ve bu iki verinin birbirini destekler nitelikte oldugu gériilmiistiir. RAPD-PCR
teknigi kullanilarak elde edilen bant profilleri sonucunda elde edilen filogenetik agac
genel olarak incelendiginde; birbirine genetik olarak en uzak bitkilerin Cardinal Yozgat
Barbunyasi1 ve 17SBVD20 (mesafe verisi: 0.805) belirlenmistir (Ek-2). Cunku Cardinal
Yozgat Barbunyasi genotipinin dane yapist barbunya ve bakteriyel hastaliklara orta
toleranshi Ozelliklerine sahip iken, 17SBVD20 genotipinin de dermason ve bakteritel
hastaliklara orta toleransli 6zelliklerini tasidigi ve farkli fenotipik karakterlere sahip
birbirinden genotipik olarak daha uzak bireyler olduklar1 anlagilmaktadir.

ITS-PCR urinlerinin gesitli restriksiyon enzimleri ile kesiminden elde edilen
bant profilleri ile olusturulan filogenetik aga¢ incelendiginde; P. coccineus tlrlne ait
genotipin disg grup olarak ayrilmadig1 ve P. vulgariss tiiriine ait diger 37 genotip iginde
karigik dallanma gosterdigi tespit edilmistir. Agac topolojisi genel olarak incelendiginde
38 genotip icinde baz1 genotiplerin %2100 benzerlik durumuna sahip oldugu
gOrilmiistiir. Bu durum bize restriksiyon enzimleriyle gergeklestirilen deneylerin yeterli
seviye olmadigmni, daha fazla kesim enziminin ayrim i¢in kullanilmasi ya da bu
bolgelerin maliyeti daha fazla olan DNA dizileme yontemi ile karsilastirilmasi
gerektigini gostermistir. ITS bdlge analizinin 1slah ¢aligmalarindaki ebeveyn segiminde
cok kullanislt bir yontem olmadigini da gostermistir.

Gelisen teknoloji ve artan imkénlar sayesinde molekiiler teknikler kullanilarak
daha az maliyet ve daha kisa siirelerde canlilar arasinda genetik benzerlik ve farklilik
analizleri gergeklestirilebilmektedir. Islah c¢alismalarinda ebeveynlerin se¢iminde
molekiiler tekniklerin daha yaygin kullanilmasi, iilkemiz tarim ve ekonomisinin daha iyi
noktalara gelmesine onemli katki saglayacaktir. Giinlimiiz diinyasinda genetik akrabalik
analizleri i¢in farkli molekiiler teknikler bulunmaktadir. Islah caligmalarda daha iyi ve
verimli sonuglar elde etmek i¢in, bu tekniklerin ayn1 anda birden fazlasinin uygulanmasi

ve verilerinin karsilagtirilarak kullanilmasinin uygun olacagi 6ngoriilmiistiir.
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Universiteler ve arastirma enstitiilerinde gergeklestirilecek benzer calismalarin,
1slah ¢aligmalar1 yapan diger enstitii, kurum veya 6zel kuruluslarla birlikte isbirligi
icinde yiirtitiilmesi; elde edilen verilerin daha hizli bir sekilde kullanilmasiyla ticari

degeri olan daha fazla sayida yeni iirlinlerin elde edilmesini saglayacaktir.
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ISSR-PCR Deneyleri Sonucunda Elde Edilen 38 Fasulye Cesit ve Hattinin

Jaccard Mesafe Matrix’i
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EK2: RAPD-PCR Deneyleri Sonucunda Elde Edilen 38 Fasulye Cesit ve Hattinin

Jaccard Mesafe Matrix’i
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EK3: ITS-PCR Deneyleri Sonucunda Elde Edilen 38 Fasulye Cesit ve Hattinin

Jaccard Mesafe Matrix’i
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