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OZET

Yiksek Lisans Tezi

ISPIR FASULYESI (Phaseolus vulgaris L.) GENOTIPLERINDE SSR
MOLEKULER BELIRTECLER iLE GENETIK CESITLILIGIN
BELIRLENMESI

Giiller OZKAN
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Fen Bilimleri Enstitiisti
Tarla Bitkileri Anabilim Dali
Tahillar ve Yemeklik Baklagiller Bilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Kamil HALILOGLU

Kuru fasulye (Phaseolus vulgaris L.), insan tiiketimi agisindan Tirkiye gibi diinyada da en
onemli yenilebilir baklagil bitkisidir. Farkli c¢esitler arasinda genetik ¢esitliligin
degerlendirilmesi, hastalik direnci, erken olgunluk, yiiksek verim ve kurakliga direng gibi
istenen Ozelliklerin iyilestirilmesini saglar. Genetik ¢esitliligin belirlenmesi ve haritalama
caligmalarinin yapilmasi i¢in en iyi belirteg basit dizi tekrarlari (Simple Sequence Repeat) gibi
kodominant belirteglerdir. Ulkemizin Kuzeydogu Anadolu bolgesine ait gen kaynaklaridan 40
yerel ¢esit toplanmig ve 5 ticari ¢esit ile toplam 45 kuru fasulye (Phaseolus vulgaris L.)
genotipinin genetik ¢esitliligin belirlenmesi amaglanmistir. Kullanilan 27 SSR belirteci toplam
142 polimorfik bant {iretmis, belirte¢ bagina allel sayis1 2 (GATS91 ve PVTTO001 belirtegleri)
ile 12 (BM153 belirteci) arasinda degismis ve ortalama allel sayisi 5.26 olarak bulunmustur.
Belirteg bagma gen cesitliligi, BM053 ve BM153 belirtegleri i¢in 0.37 ve 0.87 arasinda
degismistir. Heterozigot bireylerin popiilasyonda orantili olarak hesaplandiginda heterozigotluk,
0.00 ile 1.00 arasinda degismekte olup ortalama 0.30'dur. SSR lokusunun beklenen
heterozigotlugu 0.37 (BM053) ile 0.88 (BM153) arasinda degisirken ortalamasi 0.69 olarak
bulunmustur. Nei gen ¢esitliligi ortalama (HE) 0.69 olmustur. Polimorfik bilgi igerigi (PIC)
BMO053 belirteci ile 0.33, BM153 belirteci ile 0.86 arasinda degismis ve belirte¢ basina ortalama
0.63 olarak belirlenmistir. Genetipler arasindaki genetik uzaklik, NTSYS-pc yazilim
kullanilarak hesaplanmig ve 0.08 ile 0.83 arasinda degistigi gozlenmistir. En yiiksek genetik
uzakligin sirasiyla Karacasehir-90 ticari ¢esiti ile Hat49, Hat50 ve Hat53 (0.83) genotipleri
arasinda, en diisiik genetik uzaklik ise Hat6 ile Hat26 (0.08) arasinda olmustur. Nei’nin genetik
mesafesi kullanilarak yapilan kiimeleme analizinde 45 kuru fasulye genotipi 3 gruba ayrilmistir.
Bu analiz sonucunda olusan dendogram ile cografik mesafeler arasinda ¢ok az uyusma
bulunmustur. Genetik yap1 analizine gore de yerel gesitler ve ticari ¢esitlerin de bulundugu 3 alt
grup meydana gelmistir. Genetik ¢esitlilik ve yap1 analizine ait veriler gelecekteki calismalar
icin kuru fasulye 1slah programlarmnin planlanmasinda kullanilabilir. Kuzeydogu Anadolu
Bolgesi’nden toplanan genotipler ve ticari ¢esitler arasinda varyasyonlarin mevcut oldugu ve
1slah programlarinda kullanilabilecekleri sonucuna varilmustir.

2018, 50 sayfa
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DETERMINATION of GENETIC DIVERSITY with SSR MOLECULAR
MARKERS in THE GENOTYPES of ISPIR BEAN (Phaseolus vulgaris L.)
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Dry bean is one of the most important legumes in human consumption in the whole as well as in
Turkey. Assessment of genetic diversity among different varieties help to improve desired
characteristics of the crops such as disease resistance, early maturity, high yield and resistance
to drought. The best markers for determining genetic diversity and mapping studies are
codominant markers such as simple sequence repeat. Forty local landraces were collected from
Northeast Anatolia Region and this study was aimed to determine the genetic diversity of 45 dry
beans (Phaseolus vulgaris L.) genotypes with 5 commercial varieties. The 27 SSR markers
produced a total of 142 polymorphic bands, ranged from 2 alleles per marker (GATS91 and
PVTTO001) to 12 (BM153 marker) with an average number of 5.26 alleles. The gene diversity
per marker varied between 0.37 and 0.87 for BM053 and BM153 markers. When heterozygous
individuals are calculated proportionally in the population, the heterozygosity ranged from 0.00
to 1.00, with an average of 0.30. The expected heterozygosity of the SSR locus ranged from
0.37 (BMO053) to 0.88 (BM153), with an average of 0.69. Nei gene diversity scoured an average
of 0.69. The polymorphic information content (PIC) was 0.33 for the BM053 marker, 0.86 for
the BM153 marker and an average of 0.63 per locus. The genetic distance between the
genetypes was calculated using NTSYS-pc software and it was changed between 0.08 and 0.83.
The highest genetic distance was between Line49, Line50, Line53 (0.83) and cultivar
Karacasehir-90 while the lowest was between Line6 and Line26 (0.08) respectively. In cluster
analysis using Nei's genetic distance, 45 dry bean genotypes were divided into 3 groups. As a
result of this analysis, very little relationship was found between the dendrogram and the
geographical distances. According to the genetic structure analysis, 3 subgroups including local
landraces and commercial varieties were found. Data of genetic diversity and structure analysis
can be used for planing dry bean breeding program for future studies. There were variations
between local genotypes which was collected from Northeastern Anatolia Region and the
commercial varieties, and these varieties can be use in breeding programs.

2018, 50 pages

Keywords: Bean genetic relationships, molecular markers, structure.
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1. GIRIS

Insan yasamini siirdiirebilmesi icin gerekli olan enerji ¢ogunlukla bitkiler tarafindan
karsilanmaktadir. Gelismekte olan iilkelerde en Onemli sorunlar arasinda kalori ve
protein yetersizligi yer almaktadir. Bu nedenle hayvansal ve bitkisel proteinlere olan
ihtiya¢ artmaktadir. Ancak bitkisel proteinlere oranla hayvansal proteinlerin fiyatlarinin
yilksek olmasi, ihtiya¢ duyulan proteinlerin ¢ogunun bitkisel kaynaklardan

karsilanmasina sebep olmaktadir.

Beslenmede bitkisel kaynaklar icerisinde ilk siray1 tahillar alirken ikinci siray1 yemeklik
tane baklagiller almaktadir. Yemeklik baklagiller icerisinde yer alan fasulye (Phaseolus
vulgaris L.), diinya ve iilke tariminda 6nemli yere sahiptir. Fasulye, Orta Amerika
yerlileri Aztec ve Maya’lar tarafindan 8000 y1l 6nce ilk kez kiiltiire alinmistir (Cardoso
et al. 2014). Ulkemize 17. yiizyilda giren fasulye, genis bir varyasyon gostererek iyi
adapte olmustur. Fasulye, lilkemizde tarimi1 yapilarak toprak islahinda, insan ve hayvan

beslenmesinde kullanilmaktadir (Sehirali ve Ozgen 1988).

Fasulye vitamin ve mineraller, nisasta ve fitokimyasal maddeler bakimindan zengin bir
kaynak olmasi yaninda, yag igerigi diisiik bir gida maddesidir (Beebe et al. 2000;
Svetleva et al. 2006; Nyombaire et al. 2007). Birgok {iilkede insanlarin toplam giinliik
kalorisinin yaklasik %15'ini ve giinliik proteinin %30'undan fazlasini saglamaktadir
(Hanai et al. 2010). Kuru fasulye, yenilebilir kisimlar1 ve bitkisel yapisi bakimindan
yiiksek seviyede genetik ¢esitlilik gostermektedir (Biswas et al. 2010).

Fasulye tiiketici tercihlerine ve gesitlere gore ya bakla diye adlandirilan yesil fasulye
seklinde veya kuru fasulye olarak tohumlar1 hasat edilir. Eski cesitler, ¢cevresel stres
faktorlerine karsi daha toleranshi olmalari, organik ve diisiik girdi ile yetistirilebilmeleri,
ayn1 zamanda daha lezzetli olmas1 ve beslenme 6zellikleri agisindan tercih edilmektedir

(Klaedtke et al. 2017).



Cizelge 1.1. Diinya’da, Tiirkiye’de ve Erzurum’da fasulye ekim alani (ha), tiretimi (ton)
ve verimi (kg/da)

Birim Diinya Tiirkiye Erzurum
Ekim Alan1 291.26 93.090 11.727
2012 Uretim Miktar1 24.453.279 200.000 1.719
Verim 83.96 214.85 147
Ekim Alam 293.07 84.691 11.401
2013 Uretim Miktar1 24.617.270 195.000 2.174
Veri 4 230.2
erim 8 30.25 191
Ekim Alan1 302.93 90.449 11.383
2014 Uretim Miktart 26.854.288 215.000 2.299
Verim 88.65 237.70
202
Ekim Alan1 307.00 93.543 12.071
2015 | Uretim Miktar 27.644.185 235.000 2571
Verim 90.04 251.22 213
Ekim Alan1 293.92 88.548 11.327
2016 Uretim Miktar1 26.833.394 235.000 2.506
Verim 91.29 265.39 221

Ulkemizde kuru fasulye ekim alani son yilda bir &nceki yila oranla azalma gdstermesine
ragmen Uretim miktarinda bir degisim goézlenmemis, verimde ise artis meydana
gelmigtir. 2016 yilinda ekim alan1 88.548 ha, iiretim miktar1 235.000 ton ve verimi
265.39 kg/da olmustur (FAO 2017). Materyalini topladigimiz Erzurum Ili’nde ise
fasulye ekim alanmi yine son yilda bir onceki yila gore azalmig, buna karsin birim

alandan elde edilen verim artmistir (TUIK 2017).

Gilinlimiizde ekilebilir araziler ve iretkenlik sinirlar1 giderek azalmakta ve topragin
yiyecek iiretme kapasitesini tahrip eden uygulamalar kullanilmaktadir (Ulukan 2011).

Bu yiizden topragin iyilestirilmesindeki dogal yollardan biri de baklagillerin ekimidir.

Fasulye, gelismis kok sistemleri ile topragin alt tabakalarinda bulunan besin maddelerini

toprak yiizeyine ¢ikararak topragi besin maddelerince zenginlestirmektedir. Rhizobium



bakterisi fasulye koklerinde nodiil olusturmaktadir (Sprent and Sprent 1990).
Baklagillerde azot sabitleyebilme 6zelligi olmasindan dolayi, toprak verimliligini
artirmakta, diger bitkiler i¢in toprak dokusunu iyilestirmekte ve toprak patojenlerini
azaltmaktadirlar. Bu 6zelliklerinden dolay1 ekim sistemlerinde 6nemli bir bilesen haline
gelirler (Graham and Vance 2003; Miiller et al. 2015). Boylece sulu tarim arazilerinde
miinavebeye alinmasi gereken bitkiler arasinda yer almaktadir. Buna ek olarak, bircok
baklagil bitkisi mikorizal mantarlarla simbiyotik yasamlar1 yoluyla topraga bagl fosfat
salgilarlar (Sanders and Tinker 1973; Hayman 1983). Ayn1 zamanda kuru otu hayvan
yemi olarak degerli bir kaynaktir (Upadhyaya et al. 2011).

Gida tiretim kalitesinin artirilmasi ve artan insan niifusunun beslenmesi i¢in énemlidir.
Bir iriintin farkli germplazminin bulunmasi, besin giivenliginin yani sira yiyecek elde
etmede yardimei olabilecek genleri tespit etmek icin onemli bir genetik kaynaktir

(Zargar et al. 2016).

Ekonomik ve beslenme onemine ek olarak, kendi kendine tozlasmasi ve genomunun
kiiciik olmasiyla, genetik analizler i¢in milkemmel bir model tir 6zelligi tasir

(Perseguini et al. 2011).

Cesit gelistirme caligmalarinin hizla artmasi ve tohumluk politikalar1 ile yurdumuza
bircok cesidin girmesi saglanmistir. Yeni ¢esitler liretim miktariin yiiksek olmasi
konusunda katki saglarken, yerel kdy cesitlerine olan ilgiyi azaltarak var olan gen
kaynaklarinin da azalmasina neden olmaktadir. Yerel koy cesitleri essiz gen
kaynaklaridir, ¢linkii bazi1 konulardaki potansiyelleri heniiz aydinlatilmamis olup,

gelecekteki aragtirmalarda kullanilabilecektir (Aydogan 2017).

Ulkemizin bazi1 bélgelerinde halen yerel gesitler kullanilmaktadir ve iiretim sonucu elde
edilen mahsul yoresel pazarlarda satilmakta, ayni zamanda aile ihtiyacini
karsilamaktadir. Yerel g¢esitle kuru fasulye yetistiriciliginin yapildig1 yerlerden biri de
Erzurum’un Ispir ilgesidir. Ispir ilgesinin cografik durumu, iklimi ve toprak yapisi

ciftciler icin vazgegilmez {iriinden biri olan kuru fasulyede genis bir varyasyon



olusturmustur. Ilcede yetistiriciligi yapilan beyaz taneli seker fasulyesi tipindeki
poplilasyon, lezzetli olusundan dolay1 i¢ pazarda oldukca ilgi gérmektedir (Biyikli
2015).

Ispir ilgesinde iiretimi yapilan bu popiilasyonun fiziksel ve genetik olarak saf olmayis,
yetistiricilik ve pazarlamada bazi sorunlarla karsilasilmasina neden olmaktadir. Bu
sebeple iiretimin daha verimli hale getirilebilmesi igin Ispir ilgesinde yetistirilen
poplilasyon igerisinden popiilasyonu en iyi sekilde temsil edebilen saf hatlar

belirlenmistir (Biyikli1 2015; Aydogan 2017).

Bitki genetik kaynaklarindaki cesitlilik 1slah ¢alismalari i¢in olduk¢a Onemlidir. Bu
sebeple yerel varyeteler, genetik acidan kiiltiir bitkilerine yeni &zelliklerin
kazandirilmas1 ve ileride c¢ikabilecek sorunlarin giderilmesi i¢in Onemli birer gen

kayagidirlar (Ulukan 2011).

Islah c¢alismalarinda temel amag, bitkilerin genetik yapilarinda meydana gelecek
varyasyondan yararlanarak miimkiin oldugunca daha kisa siirede, hastaliklara toleransli,
yiiksek verimli, daha kaliteli ve adaptasyon yetenegi yliksek olan yeni ¢esitlerin elde
edilmesidir. Klasik bitki 1slahinin uygulama siirecinde melezlemeler ile olusturulan ve
bu kapsamda agilim sergileyen projeniler igerisinden daha iyi nitelikler tasiyan
genotipler, gozlemlere dayali olarak segilmektedir. Fakat genotip X ¢evre etkilesiminden
dolay1 fenotipik seleksiyon oldukca zorlasmaktadir. Ayn1 zamanda, bu seleksiyon

zahmetli, yiiksek maliyetli ve uzun zaman alan iglemlerdir (Giileg vd 2010).

Klasik bitki 1slahinda karsilagilan bu gibi problemlere alternatif olarak molekiiler
belirtegler kullanilmaya baslanmistir (Francia et al. 2004). Molekiiler belirteglerden
cesit tescil ve sertifikasyonu, kaliteli ve yiiksek verimli g¢esitlerin belirlenmesi,
laboratuvar testleri ile tarla denemelerine ilave olarak kullanilmasi ve bu gibi sorunlarin
giderilmesinde faydalanilmaktadir (Bilgin ve Korkut, 2005). Molekiiler belirtecler,
genel olarak 1slahta daha kisa siirede ve daha diisilk maliyette, genetik ve baglilik

haritalamalarinda, ¢esit tanimlamasi1 ve korunmasinda, genotipler arasi uzakligin veya



yakinligin belirlenmesinde de kullanilmaktadir (Bilgin ve Korkut 2005).

Molekiiler belirtecler DNA seviyesinde genotipler arasindaki farkliliklari ortaya
cikararak, genetik kaynaklarin karakterizasyonu i¢in dogrudan, daha giivenilir ve etkili
bir yontemdir. Fasulyede kullanilan mevcut molekiiler belirtecler arasinda DNA
hibridizasyonuna dayali RFLP ve PCR tabanli belirtecler RAPD, ISSR ve SSR ve SNP
gibi belirtegler olup, daha kolay, daha ucuz ve daha hizli olduklari i¢in daha yaygin
olarak kullanilirlar. Bununla birlikte, RAPD ve ISSR dominant iken SSR'ler
kodominant belirteglerdir. SSR, kiiciik DNA dizileri, genellikle 2-6 bp uzunlugundadir
ve Okaryotlarin genomu boyunca dagilmistir. Genom haritalama, gen etiketleme,
genetik cesitlilik tahmini, c¢esit tanimlama ve belirteg destekli se¢imde kullanilirlar
(Sonnante et al. 1994; Mall and Chawla 2014). UPOV'un biyokimyasal ve molekiiler
teknikleri lizerine ¢aligsma grubu, bitki ¢esidi karakterizasyonu i¢in en yaygin kullanilan
belirteg sistem olarak SSR’1 belirlemislerdir (UPOV 2002). Yapilan ¢alismalarda SSR
molekiiler belirteg sisteminin SNP’e gore daha basarili sonuglar verdigi rapor edilmistir

(Miiller et al. 2015).

Calismamiz, Erzurum’un Ispir Ilgesi’nde ziraati yapilarak bdlgede ekonomik 6nemi
olan kuru fasulye popiilasyonlarinin, yiiksek tekrarlanabilirlikte, olduk¢a polimorfik
olan ve kodominant Ozelligi ile heterozigotluk veya homozigotluk durumunun
saptanmasina olanak taniyan, RAPD, RFLP ve AFLP gibi belirteclerden daha fazla
bilgilendirme 06zelligine sahip olan SSR molekiiler belirte¢ yontemini kullanarak,
genetik cesitliligi belirlemek ve hatlar arasindaki akrabalik derecesini bularak islah

caligmalar1 agisindan uygun hatlarin secilimine yardimci olmay1 amacglamaktadir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Fasulyenin (Phaseolus vulgaris L.) tanimi ve 6nemi

Fasulye bitkisinin yer aldig1 Fabaceae ailesi, Angiyospermler arasinda Orchidaceae ve
Compositae'den sonra ligiincii sirada yer almaktadir. Oldukga genis olan bu aile yaklasik
18.000 tiir ve 650 cinse sahiptir (Meza et al. 2013). Bir¢ogu, azot fiksasyon kapasitesine
sahip ¢ok sayida faydali tiir icerdiginden, tarimsal agidan biiylik 6nem arz etmektedir

(Burkart 1952).

Fasulye yaklagik 8000 yil 6nce kiiltiire alinmistir (Cardoso et al. 2014). Phaseolus cinsi
icerisinde en yaygin yetistirilen Phaseolus vulgaris tiridiir, ayrica yaygin olarak insan
beslenmesinde tiiketilen en 6nemli baklagil bitkilerinden biridir (Miiller et al. 2015).
Kokeni Latin Amerika olan fasulye (Phaseolus vulgaris L.) 6nemli bir baklagil bitkisi
olup, agirlikli olarak dogu ve giiney Afrika ile Latin Amerika’da yetistirilmektedir
(Mercati et al. 2013). Fasulye, tropik bolgelerde 300 milyondan fazla insan igin
besleyici ve diigiik maliyetli bir gida kaynagi olmakla birlikte kiiclik dlgekli ¢iftgiler i¢in
onemli bir gelir kaynagidir (Miiller et al. 2015).

Fasulye diploid olup, 2n=22 kromozoma sahiptir. Diger kiiltiir bitkilerine kiyasla kiigiik
bir genoma sahip olan kuru fasulye, boriilce (Vigna unguiculata) genomuna yakin, soya
fasulyesi (Glycine max) genomunun yaklasik yarisi1 kadar ve bakla genomundan (Vicia
faba) yaklasik 21 kat daha kiigiiktiir (Ellwood et al. 2008). Kuru fasulye genomu 521
Mb olup, %41 tekrarli DNA'lardan olusur (Schmutz et al. 2014)

Fasulye biiylik oranda kendine tozlagirken %1-8 oraninda yabanci tozlasir. Ortalama
verimin disiik, biyotik ve abiyotik strese karsi duyarli olmasina ragmen birgok iilkede
birincil protein kaynagini olusturmaktadir. Kuru fasulye tohumlarinin ortalama ham
protein igerigi %23 iken, bu oran %17.96-27.45 oraninda degigsmektedir (Rita et al.
2009).



2.2. Biyocesitliligin Onemi

Biyogesitlilik, tiirlerin yasama ortamlarinin c¢esitli biyotik ve abiyotik faktorler
bakimindan gosterdigi farkliliklari, ekosistemlerde yasayan canlilarin kendi aralarinda,
canlilar ile cansizlar arasinda, yere ve zamana gore degisen farkliliklari ile genler, tiirler,

ekosistemler ve iglevlerin tamamini ifade etmektedir (Akgiin vd 1998).

Birim alandan elde edilen verim, hibrit g¢esit 1slahin1 da kapsayan klasik 1slah
uygulamalari, belirteg destekli seleksiyon ve viriissiiz tireme igin doku kiiltiirii
yontemleri gibi uygulamalarla artirilabilir. Yirminci yiizyilda, yerel ¢esitlerin bir¢ogu,
daha fazla tane iireten, ancak ongoriilemeyen hastaliklara veya bocek istilalarina karsi
savunmasiz olan yeni gesitler ile degistirilmistir (Ulukan 2011). Istikrarli bir besin
kaynag1 saglamak i¢in tarimda farkli {iriin ozelliklerinde ¢esitlilige ihtiya¢ vardir.
Ornegin, farkli stres kosullarma dayanikli olan bir cesit ile yiiksek verimli bir gesidin
caprazlanmasi sonucunda hem dayanikli hem de yiiksek verimli bir ¢esit elde edilebilir,
fakat bu Ozellikleri tasiyan c¢esitlere ihtiyag vardir (Tatum 1971; Rao and Hodgkin
2002).

Bitki popiilasyonlarinda gesitlilik, bitki yetistiricileri i¢in ¢ok onemlidir. Bitki 1slahinin
temel amaci yiiksek verimli, Kaliteli, ¢esitli iklim ve toprak sartlarina adaptasyon
kabiliyeti iyi, hastalik ve zararlilara kars1 dayanikli gesit elde etmektir. Bitki 1slahgilari,
bu hedeflere ulasmak i¢in bitkiler arasindaki genetik cesitliligi kullanir. Cevresel
kosullara iyi bir sekilde adaptasyon ve bitki 1slahinda basari, genetik cesitlilik ile
Olclilen genetik taban araligi ile siirhidir. Genetik cesitlilik, bitki 1slahinda bir¢ok
sorunu gidermek i¢in gereklidir ve bitki genetik kaynaklar1 i¢indeki biyocesitlilikten
elde edilmistir (Ulukan 2011).

Genetik ¢esitlilik, arzu edilen niteliklere sahip yeni {istlin ¢esitlerin gelistirilmesi i¢in
gereklidir (Jain 1982). Bu nedenle, tiirler herhangi bir varyasyon gostermiyorsa genetik
calismalar yapilamaz. Tek tip bitki yetistirilmesi genetik kaynaklarin yok olmasina

neden olmaktadir (Bennett 1965). Cesitliligin olmamasi, bitkilerin gelecekteki olumsuz



durumlara kars1 dayanikliliklarini sinirlamaktadir ve bu durum hem genetikgileri hem de

yetistiricileri uyarmaktadir (Vetela“inen et al. 2008).

Genis genetik ¢esitlilik iyi bir bitki 1slahinin ve ¢evresel kosullara adaptasyonlarin
basarili bir sekilde gelistirilmesinin temelidir (Hutchinson 1940). Bu baglamda yerel

cesitlerin varligi olduk¢a 6nemlidir.

Gelismis lilkelerde iiretim tek tip olma egilimindedir; modern tarim teknolojisi igin
verim, kalite, biiyiime 6zellikleri ve olgunluk zamaninin ayni olmasi gerekliyse de, bu
tekdiizelik gizli bir tehlike yaratmaktadir; cogu orijinal genetik ¢esitliligin kaybedilmesi

ve genetik tabanin daralmasina neden olmaktadir (Hawkes 2008).

Bitki 1slahinda karsilagilan bir¢ok sorunu (hastaliklara ve zararlilara karsi direng,
sogukluk, kuraklik, tuzlanma vb. stres kosullar1 ve kalitenin arttirilmasi) gidermek icin
gerekli varyasyon hem bugiin hem de gelecekteki bitki kaynaklari i¢indeki genetik
cesitlilige dayanmaktadir. Daha iyi ¢esit gelistirmek, bitki ¢esitliliginin genis bir genetik
taban varlig ile karsilanabilir (Ulukan 2011).

Degerli genetik kaynaklarin korunmasi, tarimsal iiretim ve gida giivenligini artirmanin
siirdiiriilebilir yollarindan biridir. Uriiniin iyilestirilmesindeki basarinin anahtar1, hedef

ozellikler icin 1slah programlarindaki genetik ¢esitliligin devamliliginin saglanmasidir.

2.3. Fasulye Islah

Genetik cesitlilik hakkinda bilgi sahibi olmak, bitki islahgilar1 agisindan oldukca
onemlidir. Cinsler, tlirler ve popiilasyonlar arasinda ve kendi iglerinde olan
biyogesitliligin bilinmesi 6nem arz etmekte olup, bu husus islah g¢alismalarinda
basarinin temelini olusturmaktadir. Ayn1 zamanda genetik biyocesitliligin bilinmesi
1slah ¢aligmalar i¢in anaglarin se¢iminde nemli bir yere sahiptir (Coors and Pandey
1999).



Islah caligmalari, gen kaynaklarindaki cesitlilik ile yakindan ilgilidir. Bundan dolayidir
ki yerel varyeteler kiiltiir bitkileri agisindan meydana gelebilecek sorunlarin
giderilmesinde ve yeni 6zellikler kazandirilmasinda 6nem teskil etmektedirler (Biyikli
2015). Son donemlerde verimi yiiksek c¢esitlerin daha c¢ok ilgi gormesi, yerel
varyetelerin kullanimini olduk¢a kisitlamis, birgogunun yok olmasina sebep olmus ve

olmaya devam etmektedir.

Islah¢ilar acisindan bitkinin gen kaynaklarinin gesitli olmasi kazandirilmasi istenen
yiiksek verim, iri tohum ve hastaliklara dayaniklilik gibi ¢esitli 6zelliklere sahip yeni
cesitlerin gelistirilmesine imkan saglamaktadir (Villand et al. 1998).

Birim alana diisen verimi artirmak 1slah programlarinin en énemli amaglarindan biridir
(Tosun 2015). Fasulyede verim ve erkencilik agisindan varyeteler arasinda oldukga
fazla farkliliklar bulundugundan seleksiyona imkan tanimakta (Dreyer and Wielpiitz
1998), bu yiizden birgok arastirmada erkenci ve yiiksek verimli g¢esitlerin

gelistirilmesinde olumlu sonuglar alinmaktadir (Faure et al. 1983).

Etkili bir 1slah programini temel olarak bitki tiirleri icinde genetik ¢esitliligin kapsami
ve dogas1 hakkinda iyi bir bilgi gerektirir. Bir bitkinin genetik ¢esitliliginin bilinmesi,
iriin 1slaht i¢in kullanilabilecek 6nemli bir genetik kaynaktir. Popiilasyon yapisinin
degerlendirilmesi ve germplazmin genetik ¢esitliligi, yeni ozellikler ve iiriin 1slah1 i¢in

haritalama ve allelerin ortaya ¢ikarilmasinda 6nemli bilgiler saglar (Zargar et al. 2016).

2.4. Bitkilerde Kullanilan Belirtecler

Bitkilerde biyogesitliligin belirlenmesi amaciyla yapilan arastirmalarda, morfolojik,

biyokimyasal ve molekiiler belirteg yontemleri kullanilmaktadir.

Farkli kantitatif karakterler arasindaki korelasyonun incelenmesi, verim bilesenlerini
tyilestirmek amaciyla se¢cim yontemlerinin belirlenebilmesinde fikir sahibi olunmasini

saglar (Panchbhaiya et al. 2016).
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Morfolojik ve agronomik ozellikler genetik ¢esitlilige erismek i¢in diizenli olarak
kullanilsa da, genomu kapsamaya yetecek sayida degildir, ¢evresel faktorlerden ve
gelisme asamasina bagli olarak etkilenirler. Buradan hareketle molekiiler belirtecler
genetik ¢esitliligin analizinde 6nemli birer ara¢ haline gelmistir (Ammar et al. 2015).
Yetistirme materyallerinin genetik benzerligi ile ilgili bilgiler genetik c¢esitliligin
korunmasina ve 1slah programlarinin uygulanmasina yardimci olabilir. Dahasi, seckin
yetistirme materyalinin gen havuzundaki genetik degiskenligi izlemek, {iriini
iyilestirmeyi daha verimli hale getirecektir. Morfolojik ve biyokimyasal belirteglerin
siirli olmasi, gen kaynaklarinin gesitliliginin belirlenmesinde molekiiler belirteglerin
kullanimim1 artirmistir. Molekiiler belirtegler, morfolojik o6zelliklerin aksine DNA

seviyesindeki genotipler arasindaki farkliliklari ortaya ¢ikarir (Immaculee et al. 2015).

2.4.1. Molekiiler belirteclerde arzulanan ozellikler

»  Polimorfik ve biitliin genoma dagilmis olmal

» Ko-domianat olmal

= Genetik farkliliklarin ortaya ¢ikarilmasinda yeterli olmali

*  (Cok sayida, bagimsiz ve giivenilir molekiiler belirteg iiretmeli
= Basit, hizli ve ucuz olmal

* Az miktar DNA ihtiyaci gerektirmeli

*  Farkli fenotiplerle baglant1 olugturmali

»  Tekrarlanabilir olmal

= (Cevreden etkilenmemeli.

Bu gibi 6zelliklere sahip olmasi avantajdir ama higbir molekiiler belirte¢ teknigi bu
avantajlarin tiimiine birden sahip degildir. Yapilacak ¢aligmanin amacina bagl olarak

aranan Ozelliklerin birkagina sahip bir belirteg sistemi kullanilmalidir (Joshi et al. 1999).
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2.4.2. Molekiiler belirteclerin bitkilerde uygulama alanlari

*  Genotip tanimlama

= (Cesit tescili

» [slah hatlarinin tanimlanmasi ve tohum saflik testleri

= Hibrit gesit saflik testleri

»  Genetik ¢esitliligin belirlenmesi

*  Gen kaynaklarinin genetik kdkeni

» Tarimsal performansin ve adaptasyon yeteneginin tahmini olarak siralanabilir

(Giileg vd 2010)

DNA belirteg teknikleri ikiye ayrilmaktadir.

2.4.3. DNA hibridizasyonuna dayah

2.4.3.a. RFLP (Restriksiyon par¢a uzunluk polimorfizmi)

RFLP ilk gelistirilen DNA belirteg teknigi olup, insan genom haritalamasinda
kullanilmak amaciyla dretilmistir (Botstein et al. 1980). RFLP teknigi ile iki
restriksiyon bolgesi arasindaki DNA pargaciklarinin insersiyon veya delesyonu ile
ortaya cikan degisim belirlenmektedir. Bu belirte¢ teknigi, arastirilacak olan bireylerden
izole edilmis DNA’lara restriksiyon endoniikleaz enzimi ile muamele edilir. DNA’larin
parcalarina ayrilmalarindan sonra once agaroz jel elekroforezinde yiiriitiilme, blotlama
yapilmasi1 daha sonra DNA probu ile hibridizasyona tabi tutulma ve goriintiilenerek
degerlendirilme asamalarindan olusmaktadir. Olduk¢a zaman almasi, ¢ok is giicli
gerektirmesi ve cok kaliteli DNA’ya ihtiya¢ duyulmasi bu teknigin dezavantajlar
arasindadir. Fakat RFLP tekrarlanabilen ve harika sonuglar veren bir tekniktir. RFLP ile

pek cok bitki ve hayvan tiiriiniin genomik tanilanmasi yapilmistir.

Guo et al. 1991 yilinda fasulye bitkisinde RFLP belirteci ile 19 adet prob kullanarak
yapmis olduklar1 ¢calismada tiirler arasinda yiiksek (%70-86), genotipler arasinda diisiik
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(%22-26) polimorfizm oldugunu belirlemiglerdir.

2.4.4. PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) temeline dayah

PCR, canli organizma kullanmadan az miktarda DNA ve enzim kullanilarak gerekli

kimyasallarin yardimiyla istenilen diziliste DNA ¢ogaltma islemidir (Anne et al. 2005).

PCR temelli molekiiler belirtegler SSR (basit tekrar dizileri), AFLP (¢ogaltilmig parca
uzunlugu polimorfizmi), RAPD (tesadiifi gogaltilmis polimorfik DNA) ve ISSR (Basit
Dizi Tekrar Arasi), SRAP (Sekansa Bagli Cogaltilmig Polimorfizmi), TRAP (Hedef
Bolge Cogaltim Polimorfizmi) gibi bir¢ok ¢esiti bulunmaktadir (Semagn et al. 2006;
Immaculee et al. 2015). Molekiiler belirtegler, bireysel genotiplerin karekterizasyonu ve
basarili melezleme i¢in ebeveynlerin se¢imi hususunda olduk¢a 6nemlidir (Mignouna et

al. 1998).

2.4.4.a. RAPD (Rastgele ¢cogaltilmis polimorfik DNA)

RAPD, PCR teknigi kullanarak sentetik primerlerin yardimiyla (genelde 10 baz
uzunlugunda) yapilan tesadiifi DNA pargasi cogaltimma dayanan bir belirteg
yontemidir. Polimorfizm, primerlerin baglanma bdlgelerinin ¢esitliligi ve buna bagh
olarak olusan farkli uzunluktaki DNA par¢aciklarindan kaynaklanmaktadir (Williams et
al. 1990; Welsh and McClelland 1991). Fasulyede ve birgok bitkide biyogesitlilik
calismalarinda kullanilmistir (Zargar et al. 2016).

RAPD molekiiler belirte¢ sisteminin avantajlart arasinda diisiik miktarda DNA ihtiyaci,
zaman tliketiminin az olmasi, primer tasariminin kolay olmasi, RAPD molekiiler
belirte¢lerin genomik dagiliminin bol ve biitlin genoma dagilmis olmasi sayilabilir
(Yildirnm ve Kandemir 2001). Buna karsin RAPD molekiiler belirte¢ Sisteminin
dezavantaji ise tekrarlanabilirlifinin az olmast ve dominant olmasindan dolay1

bilgilendirme giiciiniin diisiik olmasidir (Dos Santos et al. 1994).
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2.4.4.b. AFLP (Cogaltilan parca uzunluk polimorfizmi)

AFLP belirteci, RFLP tekniginin kesme-tanima kisimlarinin PCR ile ¢ogaltilmasina
dayali bir DNA molekiiler belirteg¢ teknigidir. DNA’nin spesifik restriksiyon enzimleri
ile (EcoR1/Mse I) kesimi ve bu enzim sistemlerine uygun adaptorlerin (primerlerin)
kesim bolgelerine DNA ligaz enzimi ile birlestirilir. En son basamakta PCR ile se¢ici
cogaltim uygulanarak jelde goriintiilenir. Vos et al. (1995)’nin ilk ¢aligmalarindan
itibaren AFLP belirtegleri, ¢esitli bitkilerde genetik ¢esitliligi degerlendirmek amaciyla
basaril bir sekilde kullanmislardir (Mueller and Wolfenbarger 1999; Ridout and Donini
1999). AFLP belirtecleri, P. vulgaris ve P. lunatus tiirlerinde genetik cesitlilik ve
evrimsel yonlerin degerlendirilmesini amaclayan ¢alismada basari ile uygulanmigtir

(Tohme et al. 1996; Caicedo et al. 1999).

Yiiksek tekrarlanabilirlik, tiir ici ve tiirler arasi farkliliklar1 belirlemede kullanilabilir
molekiiler belirteg teknigidir (Powell et al. 1996). Fakat dominant belirteg olmasi

dezavantajidir.

2.4.4.c. SSR (Basit dizi tekrarlari)

Hamada et al. (1982) tarafindan basit dizi tekrarlar1 (SSR), ilk dnce tiim prokaryotik ve
Okaryotik genomlarda siklikla meydana gelen kisa tandem tekrar motifleri oldugu
tanimlanmistir. SSR, ayni1 zamanda, mikrosatellit veya STR (Kisa Bitisik Tekrarlar)
olarak bilinen ¢ok tekrarlanan iki-, lig-, dort-, veya bes- niikleotitlik motifler ile
(ornegin, CACACACA.., CATCATCAT.., ACGTACGTACGT., vya da
TAAAATAAAATAAAA) DNA'da bulunan, 1-6 baz cifti uzunlugundaki tekrar eden
dizilerdir. SSR hem kodlanan hem de kodlamayan bolgelerde bulunur ve RAPD, RFLP
ve AFLP gibi belirteglerden daha bilgilendirici ve degiskendir (Abuzayed et al. 2016).
SSR ¢ok alleli ve kodominanttir (heterozigotluk veya homozigotluk durumunu
saptanmasina olanak tanir). Bu oOzelliklerden dolayr en ¢ok kullanilan molekiiler
belirtegler arasindadir (Akash and Mayers 2012; Zalapa et al. 2012). Dahasi, SSR tiirler

aras1 polimorfizmin ortaya ¢ikmasi, tiim genom analizi ve kiyaslamali haritalarini ortaya
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cikarma gibi genis bir yelpazeye sahiptir (Abuzayed et al. 2016). Ayrica, biyogesitlilik
aragtirmalarinda bu belirtecler basarili bir sekilde kullanilmaktadir (Blair et al. 2012).
Bu amagla kullanilan mikrosatallitler, fasulye, boriilce, soya fasulyesi, misir, bugday,
piring ve sorgum vb. kiiltlir bitkileri ve yabanci tiirleri arasinda akrabalik derecelerini

gostermek amaciyla kullanilmaktadir (Abuzayed et al. 2016).

Ayrica DNA seviyesinde genotipler arasindaki farkliliklart ortaya ¢ikararak, germplazm
karakterizasyonu i¢in daha dogrudan, giivenilir ve etkili bir aractirlar (Mall and Chawla

2014).

2.4.4.d. SNP (Tek niikleotid polimorfizmi)

Tek niikleotid polimorfizmleri (SNP'ler), genom varyasyonunun en yaygin formunu
olusturur ve tiim genom boyunca bolca bulunur (Miiller et al. 2015). SNP, insan
genetiginde, Drosophila melanogaster ve Arabidopsis thaliana gibi model
organizmalarda standart olarak kullanilmaya baslanmistir (Loridon et al. 2013). Cok-
alelik basit sekans tekrarlarinin aksine, SNP’ler dogada bi-alleliktir. Bununla birlikte,
cok sayida haplotip, yakindan baglantili SNP allellerinin analizlerini birlestirerek ayirt
edilebilir (Gaitan-Solis et al. 2008). SNP'ler bi-allelik olarak polimorfiktir. Uglii veya
dortlii allel polimorfizmi ortaya c¢ikabilir fakat sikligi azdir (Miiller et al. 2015).
Genomdaki SNP'lerin fazlaligi, genetik haritalarin ve genetik baglanti caligmalarinin
gelistirilmesinde ilgili genlerin tanimlanmasini saglar (Galeano et al. 2012). Ornegin,
soya fasulyesinde, ifade olan ve olmayan bolgelerde tahmini her 2038 ve 191 bg i¢in bir

SNP olusur (Van et al. 2005).

Yeni nesil dizileme teknolojileri, tek bir deneyde binlerce SNP'nin tanimlanmasina
olanak taniyan genetik ¢aligmalarin verimliligini 6nemli dl¢iide arttirmistir. Dizileme ile
genotiplendirme (GBS), mevcut bir referans genomu bulunan veya bulunmayan tiirler
icin basit, uygun maliyetli ve ¢ok yonlii bir alternatifi temsil eder. GBS, bir numune
havuzunda ¢ok sayida SNP kesfetmek i¢in kullanilan yeni nesil dizileme teknolojisi

igerisinde yer alan bir tekniktir. Yine bu teknik genetik analizleri gelistirmek igin
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kullanilan yeni bir aragtir (Schro"der et al. 2016). Ozellikle kullanilan kisitlayic1 enzim
(RE) acisindan, her tiir i¢in 6zel optimizasyon gereksiniminin varligi bu teknik igin

dezavantaj sayilmaktadir (Ariani et al. 2016).

2.4.4.e. IPBS (Primerler arasi baglanma bolgesi)

Retrotranspozonlar 6zellikle bitki tiirlerinde tiim Okaryotlarin genomlarinda bol
miktarda bulunur (Finnegan 1989). Bitki tiirlerinin genomlar1 retrotranspozon igerigi
bakimindan farklilik gostermektedir. Genellikle bitki genomunun %50'sini olustururlar
ve %90’a kadar oranlar1 artabilir (SanMiguel et al. 1996). Retrotranspozonlar genom
yapisi iizerinde yliksek etkiye sahiptir ve kopyalama sayilarindaki artis, bitki genom
boyutunda esneklige yol acar. iPBS metodunda, biitiin canlilarda bulunan tRNA
tamamlayic1 bolgelerini temel alarak ters transkriptaz primer baglanma bolgeleri
kullanilirlar. iPBS molekiiler belirteci 2 retrotranspozon birbirine ters konumlanmig
olmali ve etkili bir amplifikasyon i¢in birbirine yeterince yakin olmasi gerekir

(Kalendar et al. 2010).

PCR’da LTR bolgeleri, LTR’ler aras1 ve PBS dizilimleri ¢cogaltilmaktadir. (Kalender et
al. 2010). iPBS bitkilerde pek c¢ok genetik gesitlilik c¢alismalarinda basariyla
kullanilmaktadir. Bu kapsamda kayisida, nohut tiirlerinde ve asmada, ayn1 zamanda
fasulyede de ¢alismalar yapilmistir (Kalender et al. 2010; Nemli et al. 2015). Yeni bir
tiir i¢in retrotranspozon belirteclerinin gelisimindeki smirlayic1 faktorler, tirlin boyut
varyasyonuna dayanir ve her spesifik bdlgede cevreleyen genomik DNA ile eslesen

belirtegler tasarlamak i¢in klonlama ve dizi bilgisi gerektirir (Baloch et al. 2015).

Genetik Mesafe

Genetik mesafe, allel cesitliligi agisindan bireyler arasindaki varyasyon seklinde ifade
edilebilir. Nei (1983) popiilasyon ya da tiir arasindaki genetiksel varyasyonu sayisal

verilerle ifade etmistir.
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Genetik cesitlilik seviyesinin bilinmesi, genetik degiskenlik analizinin yapilmasina,
cesitlerde farkli ebeveyn kombinasyonlarinin segilimine ve gesitli genetik kaynaklardan
istenen genlerin kullanilabilir genetik tabana dahil edilmesine katki saglayabilmektedir

(Mohammadi and Prasanna 2003).

Genetik mesafenin 6l¢iimii i¢in en yaygin kullanilan aracglardan biri Nei’in genetik
mesafesidir (Nei 1972; Nei 1978). Bu mesafe ile belirlenen genetik varyasyonlarin

kaynagin1 mutasyonlar ve genetik siiriiklenme olusturmaktadir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. Bitki Materyali

Bu aragtirmada bitki materyali olarak kullanilan fasulye (Phaseolus vulgaris L.)
tohumlari, Ispir ilgesi’nin koylerinde kuru fasulye yetistiriciligi yapilan tarlalardan tek
bitki seleksiyonuyla secilen 40 adet hat toplanarak elde edilmistir. Ayrica Atatiirk
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimii’nden Aras-98, Elkoca-05, Goyniik-
98, Karacasechir-90 ve Yakutiye-98 cesitleri temin edilmistir. Bu ¢alismada kullanilan
hatlarin isimleri, toplandig1 bolgelerin isimleri ve cografik ozellikleri Cizelge 3.1°de

verilmistir. Yine fasulyelerin toplandigi il¢e haritas1 Sekil 3.1°de verilmistir.
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Sekil 3.1. Fasulye gesitlerinin toplandig1 Ispir ilgesi haritasi
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Cizelge 3.1. Fasulye genotipleri, toplandig: yerler ve cografik 6zellikleri

Lokasyon
Genotiplerin | Toplandig: bolge Rakim

Sira Kodu Enlem Boylam (m)

1 Oztoprak Kéyii 40°31'4.8" 41°3'7.1994" 1431
HAT-2

2 Oztoprak Kéyii 40°31'4.8" 41°3'7.1994" 1431
HAT-3

3 Oztoprak Kéoyii 40°31'4.8" 41°3'7.1994" 1431
HAT-4

4 Oztoprak Kéyii 40°31'4.8" 41°3'7.1994" 1431
HAT-5

5 Oztoprak Kéyii 40°31'4.8" 41°3'7.1994" 1431
HAT-6

6 Oztoprak Koyii 40°31'4.8" 41°3'7.1994" 1431
HAT-10

7 Oztoprak Koyii 40°31'4.8" 41°3'7.1994" 1431
HAT-12

8 Oztoprak Kéyii 40°31'4.8" 41°3'7.1994" 1431
HAT-14

9 Oztoprak Koyii 40°31'4.8" 41°3'7.1994" 1431
HAT-15

10 Oztoprak Koyii 40°31'4.8" 41°3'7.1994" 1431
HAT-16

11 Oztoprak Koyii 40°31'4.8" 41°3'7.1994" 1431
HAT-17

12 Oztoprak Kéyii 40°31'4.8" 41°3'7.1994" 1431
HAT-19

13 Oztoprak Koyii 40°31'4.8" 41°3'7.1994" 1431
HAT-20

14 Oztoprak Kéyii 40°31'4.8" 41°3'7.1994" 1431
HAT-21

15 HAT-26 Ispir Merkez Menevse Mahallesi | 40°29'5.9994 41°0'7.2 1264

16 HAT-27 Ispir Merkez Gaziler Mahallesi 40°28'4.8 40° 58' 58.7994 1168

17 HAT-28 Ispir Merkez Gaziler Mahallesi 40°28'4.8 40° 58' 58.7994 1168

18 HAT-32 Yesilyurt Koyt 40°31'4.8 41°4'8.4 1549

19 HAT-33 Yesilyurt Koyii 40°31'4.8 41°4'8.4 1549

20 HAT-35 Yesilyurt Koyii 40°31'4.8 41°4'8.4 1549

21 HAT-39 Maden Koyii 40°26' 6 40° 51'3.5994 1226

22 HAT-40 Maden Koyi 40°26'6 40° 51'3.5994 1226

23 HAT-41 Maden Koyii 40°26'6 40° 51' 3.5994 1226

24 HAT-42 Maden Koyii 40°26' 6 40° 51'3.5994 1226

25 HAT-45 Elmal1 Beldesi Agildere Koyt 40°24'3.6 40° 50'2.4 1470

26 HAT-47 Elmali Beldesi Agildere Koyii 40°24'3.6 40° 50'2.4 1470

27 HAT-49 Elmal1 Beldesi Agildere Koyii 40°24' 3.6 40°50'2.4 1470

28 HAT-50 Elmal1 Beldesi Agildere Koyii 40°24'3.6 40°50'2.4 1470

29 HAT-53 Elmal1 Beldesi Agildere Koyt 40°24'3.6 40° 50'2.4 1470

30 HAT-54 Elmali Beldesi Agildere Koyii 40°24'3.6 40° 50'2.4 1470

31 HAT.57 Ulubel Koy 40° 25'4.7994 40° 50" 4.8" 1424

32 HAT-59 Ulubel Koyii 40° 25'4.7994 40° 52" 4.8" 1424

33 HAT-60 Ulubel Koyii 40° 25'4.7994 40°52'4.8 1424
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34 HAT-61 Ulubel Koyii 40°25'4.7994 40°52'4.8 1424
35 HAT-62 Ulubel Koyt 40°25'4.7994" | 40°52'4.8 1424
36 HAT-63 Ulubel Koyt 40°25'4.7994" | 40°52'4.8 1424
37 HAT-64 Kirazli Koyii 40° 26' 9.5994 40°53'13.2 1220
38 HAT-65 Kirazli Koyii 40°26' 9.5994 40°53'13.2 1220
39 Maden Kopriibas1 Beldesi Akbag

HAT-67 Mahallesi 40°26' 2.3994 40°49' 8.4 1286
40 Maden Kopriibast Beldesi Akbag

HAT-69 Mabhallesi 40° 26'2.3994 40°49'8.4 1286

Ticari gesitler Islahg¢1 kurulus
41 Aras-98 Dogu Anadolu Tarimsal Arastirma Enstitiisii Miidiirliigii/Erzurum
42 Elkoca-05 Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi/Erzurum
43 Goyniik-98 | Gegit Kugagi Tarimsal Arastirma Enstitiisit Miidiirliigii/Eskisehir
44 Karacagehir- | Gegit Kusag1 Tarimsal Aragtirma Enstitlisii Midiirliigii/Eskisehir
90

45 Yakutiye-98 | Dogu Anadolu Tarimsal Arastirma Enstitiisii Miidiirliigii/Erzurum

3.1.2. Calismada kullanilan primerler

Calismada Yu et al. (2000), Blair et al. (2003 and 2006) , Gaitan-Solis et al. (2002) ve
Buso et al. (2006)’lin gelistirdigi SSR belirte¢lerden birgok arastirmada kullanilan ve

yiiksek PIC degerine sahip molekiiler belirteclerden 29 cift se¢ilmistir.

Cizelge 3.2. Calismada kullanilan SSR molekiiler belirteglerin bilgileri

is_are?gi ileri(5’ - 3%) Geri (5°-37) Kaynak; Y1l

1 Blijz:iml CAAATCGCAACACCTCACAA GTCGGAGCCATCATCTGTTT Yu et al. 2000

2 |BMd-15 | TTGCCATCGTTGCTTAATTG TTGGAGGAAGCCATGTATGC Blair et al. 2003 and 2006
3 |BMd18 |AAAGTTGGACGCACTGTGATT TCGTGAGGTAGGAGTTTGGTG Blair et al. 2003 and 2006
4 |BMO053 | TGCTGACCAAGGAAATTCAG GGAGGAGGCTTAAGCACAAA Blair et al. 2003 and 2006
5 |BM114 |AGCCTGGTGAAATGCTCATAG CATGCTTGTTGCCTAACTCTCT Blair et al. 2003 and 2006
6 |BM137 |CGCTTACTCACTGTACGCACG CCGTATCCGAGCACCGTAAC Blair et al. 2003 and 2006
7 |BM141 |TGAGGAGGAACAATGGTGGC CTCACAAACCACAACGCACC Blair et al. 2003 and 2006
8 |BM143 |GGGAAATGAACAGAGGAAA ATGTTGGGAACTTTTAGTGTG Blair et al. 2003 and 2006
9 |BM152 AAGAGGAGGTCGAAACCTTAAATCG |CCGGGACTTGCCAGAAGAAC Blair et al. 2003 and 2006
10 [BM153 |CCGTTAGGGAGTTGTTGAGG TGACAAACCATGAATATGC Blair et al. 2003 and 2006
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11 [BM154 |[TCTTGCGACCGAGCTTCTCC CTGAATCTGAGGAACGATGACCAG | Blair et al. 2003 and 2006
12 [BM156 |CTTGTTCCACCTCCCATCATAGC  |TGCTTGCATCTCAGCCAGAATC | Blair et al. 2003 and 2006
13 [BMI160 |CGTGCTTGGCGAATAGCTITG CGCGGTTCTGATCGTGACTTC Blair et al. 2003 and 2006
14 [BM161 |TGCAAAGGGTTGAAAGTTGAGAG |TTCCAATGCACCAGACATTCC Blair et al. 2003 and 2006
15 [BM167 | TCCTCAATACTACATCGTGTGACC |CCTGGTGTAACCCTCGTAACAG | Blair et al. 2003 and 2006
16 |BM175 |CAACAGTTAAAGGTCGTCAAATT |CCACTCTTAGCATCAACTGGA Blair et al. 2003 and 2006
17 [PV-ATO0L [ GGGAGGGTAGGGAAGCAGTG GCGAACCACGTTCATGAATGA Yu'etal. 1999

18 PV-AG004 [TTGATGACGTGGATGCATTGC IAAAGGGCTAGGGAGAGTAAGTTGG | Blair et al. 2003 and 2006
19 PVBR14 [ACGCCATCCACCATCCTT TGAGAAAGTTGATGGGATTG Buso et al.2006

20 |BM183 |CTCAAATCTATTCACTGGTCAGC  |TCTTACAGCCTTGCAGACATC Gaitan-Solis et al. 2002
21 |BM188 |TCGCCTTGAAACTTCTTGTATC CCCTTCCAGTTAAATCAGTCG Gaitan-Solis et al. 2002
22 [BM199 | AAGGAGAATCAGAGAAGCCAAAAG | TGAGGAATGGATGTAGCTCAGG | Gaitan-Solis et al. 2002
23 |BM200 | TGGTGGTTGTTATGGGAGAAG ATTTGTCTCTGTCTATTCCTTCCAC | Gaitan-Solis et al. 2002
24 |BM210 | ACCACTGCAATCCTCATCTTTG CCCTCATCCTCCATTCTTATCG Gaitan-Solis et al. 2002
25 |BM211 |ATACCCACATGCACAAGTTTGG CCACCATGTGCTCATGAAGAT Gaitan-Solis et al. 2002
26 GATS91 | GAGTGCGGAAGCGAGTAGAG TGTCACCTCTCTCCTCCAAT Blair et al. 2003 and 2006
27 PVITTCO0L[ TTTAGCCACCGCAGCACCAC TGGACTCTAAGAGGCGCAGAAAG | Gonzilez et al. 2014

3.2. Yontem

3.2.1. Cahismada kullanilan ¢o6zeltiler ve hazirlamislar:

0,5 M EDTA, (500 ml stok, pH 8,0)

400 ml ultra saf su igerisine 93 g EDTA (disodyum etilenediaminetetra-asetat-2H,0)
eritilmis ve pH’st 8’¢ ayarlanmistir. Toplam hacim ultra saf ile 500 ml’ye

tamamlanmistir.
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Kloroform:izoamil alkol

Hazir olarak 24:1 oraninda kullanilmistir.

6X Loading Dye (10 ml)

10 mM Tris-HCL (pH 7,5); 50 mM EDTA,; %10 fikol 400; %0,25 bromofenol blue;
%0,25 zaylen siyanol FF

1X TE Tampon c¢ozeltisi

Ortamda 10 mM Tris-HCI (pH 8,0) ve 1 mM EDTA (pH 8,0) olacak sekilde
hazirlanmistir. Her 500 ml igin: 5 ml 1 M Tris-HCI (pH=7,5), 1 ml 0,5 M EDTA
(pH=8,0) olarak toplam hacim 500 ml’ye tamamlanmuistir.

%3’lik Agaroz Jelin Hazirlanisi

Bu arastirmada kullanilan elektroforez tank hacmi 280 ml olup 8.4 g agaroz 280 ml 1X
SB bufferda karigtirilip mikrodalga firinda eritilmigstir. 14 ul etidiyum bromit (10 ng/ml)
eklenip tanka dokiilmiis, 40-60 dk bekletilmistir. Daha sonra taraklar yavasca
cikartilmistir.

5 M NaCl

1 litre ultra saf suda 292 g NaCl eritilmistir.

3 M Sodyum Asetat (pH=5)

800 ml ddH,0 igerisinde 408 g sodyum asetat trihidrat (NaC,H30,-3H-0) eritilerek 3 M

asetik asit ile pH’st 5’e ayarlanmistir. Ultra saf su ile toplam hacim 1 litreye
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tamamlanmis ve filtreden gecirilerek steril edilmistir.

10 M Amonyum Asetat (CH3;COONH)

Amonyum asetat 192,70 g tartilip 250 ml saf suda 1sitilarak eritilmistir. Sterilizasyon

amaciyla filtreden gegirilmistir.

1 M Tris-HCI (pH 7,5)

TrisBase 121,1 g tartilmis, 120-125 ml HCIl ile 1 litre saf suda karistirilarak

otoklavlanmuistir.

20X Sodyum Borat (SB)

500 ml ultra saf suda 45 g borik asit, 8 g NaOH iyice karistirilmis ve toplam hacmi ultra

saf su ile 1 litreye tamamlanmaistir.

%70’lik Etil Alkol

70 ml %100’lik etil alkolden alinarak, toplam hacmi steril distile su ile 100 ml’ye

tamamlanmaistir.

3.2.2. Bitki materyalinin elde edilmesi

Bitki materyali eldesi i¢in tohumlar, serada saksilara (torf-toprak karisimi) ekilmis ve
15-20 giinliik fidelerin taze yapraklarindan 7-10 adet her bitkiden alinip buz igerisinde

muhafaza edilmis, DNA izolasyonu yapilacagi zamana kadar -80°C’de saklanmustir.
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3.2.3. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu icin kullanilan materyal yapraklar olup, CTAB yontemi (Doyle ve
Doyle 1987) ile asagida verilen sekilde yapilmistir.

1- Yaprak ornekleri seradan alinmistir.

2- Ornekler havan icerisinde s1v1 nitrojen ile dgiitiilmiistiir.

3- Ogiitiilmiis haldeki bu &rneklerden 300-400 mg tartilarak, 2 ml’lik eppendorf
tiiplerine alinmistir.

4- Tiplere 1ml 6nceden 1sitilmis CTAB buffer (%2 CTAB (w/v); 1,42 M NaCl; 200
mM EDTA; 100 mM Tris-HCI, pH 8,0; %1 Na,S;03; %0,2’lik 2-merkaptoetanol)
eklenmistir. Tiipler yavasca alt-iist edilerek karistirilmagtir.

5- CTAB buffer eklenmis tiipler, 65°C’lik su banyosunda 1 saat siire ile bekletilmistir.
6- Bu 1 saatlik siire icerisinde tlipler her 10 dakikada bir yavasca alt-iist edilerek
karigtirilmastir.

7- Bu siire sonunda tiipler 5 dk oda sicakliginda bekletilmistir.

8- Daha sonra tiipler 10 dk siire ile 24°C’de 14000 rpm’de santrifiij edilmistir.

9- Bu isleminden sonra iist fazdan yaklagik 750 pl alinarak yeni tiiplere aktarilmistir.

10- Uzerine kloroform-izoamil alkol (24:1)’den 750 pl eklenmis ve 1 dk siire ile
yavasca alt-list edilmistir.

11- Tiipler 4°C 14000 rpm’de 10 dk santrifiij edildikten sonra iist fazdan 600 ul alinarak
yeni tiiplere aktarilmig ve lizerine 600 ul kloroform-izoamil-alkol (24:1) eklenmistir.

12- Tiipler tekrar 4°C 14000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir.

13- Buz igerisinde olan yeni tiiplere iist fazdan 500 pl aktarilmig, lizerine 100 pl
amonyum asetat (10 M), 100 pl sodyum asetat (3 M PH=5,5) ve 500 ul (-20°C’de
onceden sogutulmus) izopropanol ilave edilmistir. (Tiipler bu asamada yavasca alt-iist
edilmis ve DNA’nin sarmal yapisinin goriilmesi saglanmistir)

14- Daha sonra tiipler 4°C 14000 rpm’de 10 dk siire ile santrifiij edilmis ve iist faz
dokiilerek uzaklastirilmistir. Boylece DNA pelletinin goriilmesi saglanmistir.

15- DNA’nin bulundugu her tipe 200 ul %70’lik etanol eklenerek yikanmasi

saglanmstir.
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16- Tiipler 14000 rpm’de 3 dakika santrifiij edilmis ve iist faz dokiilmistiir.

17- DNA’lar oda kosullarinda bekletilerek kurutulmasi saglanmaistir.

18- Kurutulan DNA o6rnekleri iizerine 150 pl TE buffer eklenerek ¢ozdiiriilmiis ve -
20°C’de saklanmustir.

3.2.4. DNA konsantrasyonu ve kalitesinin belirlenmesi

DNA o6rneklerinin kantitatif tayini i¢in her 6rnekten 2 pl alinmis NanoDrop® ND-1000
(NanoDrop Technologies, USA) spektrofotometre cihazi kullanilarak 260/280 orani ile
protein kontaminasyonu ve A260/230 oran1 ile polifenol ve polisakaritler
kontaminasyonu belirlenmistir. Bu oranlar 1,7- 2,2 ve 2-2,2 arasinda olmas1 gerekir. En

uygun deger A260/280 oranin 1,8’dir.

DNA o6rneklerinin kalitatif tayini i¢gin 1X SB buffer ile hazirlanan %0,8’1ik agaroz jele 5
ul DNA 6rnegi, 5 pl ultra saf su ve 3 pl 6X loading buffer yani toplamda 13 ul olacak
sekilde hazirlanip kuyucuklara yiiklenmistir. 60 V’da 30 dk siire ile ylritilmistiir. UV
15181da DNA bantlar1 goriintiilenmistir (Sekil 3.2). Daha sonra DNA konsantrasyonu
PCR analizinde kullanilmak {izere 30 ng/pl olacak sekilde hazirlanmis ve -20°C’de

saklanmustir.

1 2 3 4 S N6V 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45

~ . Lol

Sekil 3.2. CTAB metodu ile elde edilen DNA’nin %0.8’lik agaroz jel goriintiisii

3.2.5. SSR Primerlerinin sulandirilmasi

Firmanin belirttigi kullanma talimatina gore 29 ¢ift SSR primeri ultra saf su ile
sulandirilmigtir. Primerlerin yogunluklari 100 pmol veya 1 puM olacak sekilde

ayarlanmistir.
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3.2.6. SSR Molekiiler isaretcisi ile PCR analizi

3.2.6.a. PCR icerigi ve sartlari

SSR molekiiler belirteclerde bulunan diziyi ¢ogaltmak amaciyla yapilan PCR islemi

SensoQuest LabCycler  (SensoQuest GmbH, Goettingen, Germany) cihazi

yapilmistir. SSR molekiiler belirteglerin taramasinda kullanilan PCR sartlar1 Cizelge

3.3’te belirtilmis ve PCR igerigi ise Cizelge 3.4’te verilmistir.

Cizelge 3.3. SSR molekiiler belirteglerin taramasinda kullanilan PCR sartlari

Reaksiyon basamag Reaksiyon sicakligi ~ Reaksiyon siiresi
1. Baslangi¢ denatiirasyonu 95°C 2 dk

2. Denatiirasyon 95°C 30 sn

3. Yapisma 47-58°C 1dk

4. Uzama 72°C 1dk

5. Dongii 2’den 4’¢ kadar 37 kez

6. Son uzama 72°C 5dk

Cizelge 3.4. Bir ornek icin kullanilan PCR igerigi

Bilesen Miktar (ul)
10X PCR Buffer 2
MgCl; (25mM) 2
dNTP (10mM) 0.5
Primer (10 pmol) 2
Tag DNA polimeraz (1U) 0.5
Ultra saf su 11
DNA (50 ng/ul) 2
Toplam Hacim 20

3.2.6.b. PCR iiriinlerinin yiiriitiillmesi ve goriintiillenmesi

%?3’liik hazirlanan agaroz jelde yiiklenen PCR iiriinleri 150 voltta 2 saat yiiriitiilmiis,

etidyum bromit ile boyanmistir. UV 151k cihazi (Vilber Lourmat, France) altinda Nikon

Coolpix500 makinesi ile fotografi ¢ekilerek goriintiilenmistir.
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3.2.7. Verilerin analizi

Jel tizerinde goriintiilenen bantlar Total Lab TL120 (Non-linear Dynamics, Total Lab
Ltd., Newcastle Upon Tyne, United Kingdom) programu ile isaretlenmis, polimorfik

olup olmamasina gore 0 (yok) veya 1 (var) olarak skorlanmistir.

3.2.7.a. SSR belirteglerinin PIC (Polimorfik Bilgi Icerigi) degerlerinin

hesaplanmas

Her SSR belirtecin PIC degerleri asagida belirtilen formiiller kullanilarak
hesaplanmistir. Kodominant molekiiler belirte¢ sisteminde olan SSR, allel kodlamasiyla
ve Power Marker (Liu and Muse 2005) programini kullanarak PIC degerleri

hesaplanmustir.
PIC: 1-=P(i)* (Anderson et al. 1993)
Formiilde p ve q mevcut ve kayip bantin frekansi; pi=1’inci allelin frekansi
3.2.7.b. Genotipler icindeki genetik cesitliligin tahmini
Genotipler igindeki genetik cesitliligi Nei’in gen ¢esitlilik indeksi (Nei et al. 1983) ve

Shannon bilgi indeksi (Lewontin 1995) kullanarak asagidaki esitliliklerden ve Popgen
programiyla (Yeh et al. 1997) hesaplanmustir.

D = 1—ZPEZ
i=—ZPi log, Pi
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Pi=1’inci allel i¢in allel frekansi

3.2.7.c. Genotipler arasindaki genetik mesafenin tahmini

Genotipler arasindaki genetik mesafe Nei’in katsayisim1 (Nei et al. 1983) kullanarak

Popgen programiyla (Yeh et al. 1997) hesaplanmustir.

Xi=i allel ferekans1 X popiilasyonunda

Yj=j allel ferekans1 Y popiilasyonunda

3.2.7.d. Kiimeleme analizi

SSR belirtecinden elde edilen verilerin kiimeleme analizi i¢in NTSYS-pc versiyon 2.11f
(Rohlf 1992) kullanilmistir. Gruplandirma SAHN alt programi ve aritmetik ortalamalari
ile tartili olmayan cift grup metot analizi (UPGMA) metodu kullanilarak yapilmistir.
Kiimeleme analizlerinin uyum 1iyiligini saglamak amaciyla, kofenetik katsayilari

NTSYS-pc kullanarak hesaplanmuistir.

3.2.7.e. Genetik yap1 analizi

Genotiplerin genetik yapilarinin  belirlenmesi i¢in STRUCTURE 2.2 programi
kullanilmistir (Pritchard et al. 2000). Fasulye ile yapilan birgok genetik ¢esitlilik
calismasinda STRUCTURE programi kullanilarak genotipler basarili bir sekilde
gruplara ayrilmaktadir (Blair et al. 2012; Hegay et al. 2012). F-istatistik (Fst) degeri alt-

popiilasyonlar arasinda goriilen farklilagsmay1 yansitmaktadir (Zargar et al. 2016).
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3.2.7.f. Temel koordinat analizi (PCoA)

GenAlex programi Kullanarak, genotipler arasindaki ¢esitliligi daha iyi anlamak
amaciyla temel koordinat analizi yapilmistir. Ilk iki koordinatin toplam varyansi
kapsayarak elde edilen 2 boyutlu diyagram iizerinde gruplar belirlenmistir ve kiimeleme

analiziyle karsilastirilmistir.

3.2.7.9. Molekiiler varyans analizi

Popiilasyonlar i¢i ve arasi genetik varyans, AMOVA yontemi kullanarak GenAlex

programiyla (Peakall and Smouse 2006) incelenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

PCR c¢alismasinda 29 ¢ift SSR belirtecinden 27 ¢ifti degerlendirilebilir sonug vermistir.
BM210 belirteci ile yapilan PCR sonucunda agaroz jel elektroforezi ile yapilan yiiriitme
sonucunda olusan bantlarin goriintiisii Sekil 4.1’de ve BM143 belirteci ile olusan

bantlarin goriintiisi Sekil 4.2°de gosterilmistir.

4.1. SSR Belirte¢ Bilgileri

Calismamizda 27 SSR belirteci, toplamda 142 bant iretmistir. Allel sayisinin 2
(PVTTOO0L) ile 12 (BM153) arasinda degistigi gézlemlenirken, ortalamasi 5.26 olmustur
(Cizelge 4.1). Dutta et al. (2016) 52 kuru fasulye genotipinde 30 SSR belirteci
kullanilarak yaptiklari aragtirmada toplam 150 allel elde etmislerdir. Allel sayisinin 1 ile

19 arasinda degistigini ve lokus basina allel sayisinin 5 oldugunu bulmuslardir.

Polimorfik bant sayis1 142, her lokus i¢in allel sayis1 ise 5.26 olarak belirlenmistir. Her

SSR belirteci igin polimorfizm orani %100 bulunmustur.

SSR belirteci ile yapilan analiz sonucunda elde edilen polimorfik bilgi igerigi (PIC)
ortalama degeri 0.63 olurken, en diisiik deger BM053 lokusunda 0.33 ve en yliksek
deger BM153 lokusunda 0.86 oldugu gézlemlenmistir. BM141 (0.81), BMd1 (0.81),
BM153 (0.81) ve PVATO001 (0.81) gibi belirteglerin PIC degerlerinin yiiksek olmasi
nedeniyle fasulye genetik ¢esitlilik ¢alismalarinda tercih edilebilirler (Cizelge 4.1). PIC
degeri bir belirtecin ayrim giiciinii gostermektedir. Calismamizda 0,33 ile 0,86 arasinda
degismistir. Fasulyede SSR belirtecleri ile yapilan ¢alismalarda PIC degerinin, Mall and
Chawla (2014) 0 ile 0,79 arasinda (ortalama 0,37), Rebaa et al. (2017) 0,31 ile 0,81
arasinda (ortalama 0,61), Dutta et al. (2016) 0,38 ile 0.94 arasinda (ortalama 0,72)

oldugunu gozlemlemislerdir.
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Sekil 4.1. BM210 SSR belirteci ile olusan bantlarin jel fotografi (M=Vivantis
MilliMark PCR Marker)

...-co..&uu-nuﬁ-.“nuo..g.'ﬂ'.uq‘u---d..ﬂ-“‘ﬂ_ol.

Sekil 4.2. BM143 SSR belirteci ile olusan bantlarin jel fotografi (M=Thermo Scientific
GeneRuler 50 bp DNA Ladder)

Cizelge 4.1. SSR belirtecinden elde edilen bilgiler

Lokus Allel Polimorfik Allel (.Se_nm Heterozigotluk | PIC PoIiEnorfi_zm

sayisi bant sayis1 | frekansi cesitliligi yiizdesi
BMO053 3 3 0.78 0.37 0.00 0.33 %100
BM114 6 6 0.36 0.74 0.93 0.69 %100
BM137 6 6 0.29 0.78 0.00 0.75 %100
BM141 7 7 0.22 0.83 0.98 0.81 %100
BM143 11 11 0.29 0.78 0.96 0.75 %100
BM152 6 6 0.33 0.75 1.00 0.71 %100
BM153 12 12 0.20 0.87 0.51 0.86 %100
BM154 4 4 0.67 0.48 0.00 0.42 %100
BM156 5 5 0.30 0.77 1.00 0.73 %100
BM160 7 7 0.32 0.77 0.96 0.73 %100
BM161 3 3 0.49 0.57 0.00 0.48 %100
BM167 6 6 0.28 0.80 0.00 0.77 %100
BM175 3 3 0.38 0.66 0.00 0.59 %100
BM183 3 3 0.59 0.50 0.00 0.40 %100
BM188 5 5 0.44 0.67 0.00 0.61 %100
BM199 3 3 0.42 0.64 0.00 0.56 %100
BM200 4 4 0.42 0.68 0.87 0.62 %100
BM210 6 6 0.47 0.71 0.00 0.67 %100
BM211 6 6 0.31 0.79 0.00 0.76 %100
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Cizelge 4.1. (devam)

BMd1 7 7 0.22 0.83 1.00 0.81 %100
BMd15 4 4 0.36 0.73 0.00 0.68 %100
BMd18 3 3 0.58 0.56 0.00 0.49 %100
GATSI1 2 2 0.62 0.47 0.00 0.36 %100
PVAGO004 6 6 0.49 0.69 0.00 0.65 %100
PVATO001 8 8 0.24 0.83 0.00 0.81 %100
PVBR14 4 4 0.31 0.74 0.00 0.69 %100
PVTTO001 2 2 0.60 0.48 0.00 0.36 %100
Ortalama | 5.26 5.26 0.41 0.69 0.30 0.63 100

Calismamizda en diisiik beklenen heterozigotluk 0.370 ile BM053 lokusunda, en yiiksek
beklenen heterozigotluk ise 0.882 ile BM153 lokusunda ve ortalama 0.693 oldugu
gozlemlenmistir. Blair et al. (2012)’nin yapmis oldugu bir ¢alismada, 104 yabani
fasulye genotipinde 36 adet SSR belirteci ile yaptiklari analiz sonucunda en yiiksek
beklenen heterozigotluk degeri PVATOO0L1 belirteci ile 0.96, ortalama beklenen
heterozigotluk degerinin ise 0.660 oldugunu belirlemislerdir. Bu calismadaki bulgular
ile aragtirmamizin bulgulari benzerlik gostermektedir (Cizelge 4.2). Zargar et al. (2016)
51 fasulye genotipinde 15 RAPD ve 23 SSR belirteci kullanarak yapmis oldugu analiz
sonucunda beklenen heterozigotluk degerleri, ilk alt popiilasyonda 0.2192, ikinci alt

popiilasyonda 0.2124 ve li¢iincii alt popiilasyonda 0.2821 olarak bulmuslardir.

Aragtirmamizda, Shanon bilgi indeksi 0.663-2.202 (GATS91-BM153) arasinda
degisirken, ortalama 1.343 olarak tespit edilmistir. Baloch et al. (2015) 138 bezelye
genotipinde 12 iPBS belirtegleri ile yapmis olduklari ¢alismada Shanon bilgi indeksini
0.24-0.58 arasinda degistigini ve ortalamanin 0.39 olarak bulduklarini belirtmislerdir.
Diger bir ¢alismada 65 Vigna umbellata genotipinde 28 SSR belirteci ile yapilan analiz
sonucunda 6 cografik grup olusturmuslar ve Shanon bilgi indeksinin 0.845-1.019
arasinda degistigini gézlemlemisleridir (Iangrai et al. 2017).

Bu aragtirmamizda etkili allellerin sayis1 1.578-7.864 (BM053-BM153) arasinda ve
ortalamasinin 3.749 oldugu bulunmustur (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2. SSR belirteglerinden elde edilen bilgiler

Sira numarasi isaretci adi BH EAS |

1 BMO053 0.370 1.578 0.665
2 BM114 0.746 3.824 1.472
3 BM137 0.793 4,633 1.614
4 BM141 0.84 5.921 1.832
5 BM143 0.790 4,581 1.752
6 BM152 0.763 4,074 1.515
7 BM153 0.882 7.864 2.202
8 BM154 0.487 1.930 0.846
9 BM156 0.778 4.336 1.529
10 BM160 0.775 4,281 1.619
11 BM161 0.581 2.351 0.9291
12 BM167 0.806 4,930 1.6542
13 BM175 0.667 2.939 1.088
14 BM183 0.506 2.004 0.764
15 BM188 0.676 3.017 1.223
16 BM199 0.646 2.770 1.054
17 BM200 0.688 3.129 1.243
18 BM210 0.714 3.403 1.450
19 BM211 0.803 4.856 1.668
20 BMd1 0.843 6.026 1.841
21 BMd15 0.738 3.708 1.349
22 BMd18 0.571 2.298 0.944
23 GATS91 0.475 1.887 0.663
24 PVAGO004 0.695 3.199 1.420
25 PVAT001 0.841 5.973 1.895
26 PVBR14 0.744 3.785 1.356
27 PVTTO001 0.483 1.916 0.671

Ortalama 0.693 3.749 1.343

BH: Beklenen heterozigotluk, EAS: Etkili allel sayisi, I: Shanon bilgi indeksi

4.2. Kiimeleme Analizi

Molekiiler dizi verilerinin kiyaslamali analizi genotipler arasinda yakinlik veya
uzakligin belirlenmesi saglar ve bununla birlikte filogenetik aga¢ olusturarak
genotiplerin kiimelerini gosterir. Bu amagla Nei’nin genetik mesafesi ve aritmetik
ortalamalari ile tartili olmayan ¢ift grup metot analizi (UPGMA) yontemi kullanilarak

fasulyeler arasinda kiime analizi yapilmistir. Bu analiz sonucuna gore ii¢ biiyiik kiime
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(A, B ve C) meydana gelmistir. A kiimesinde Hat2, Hat3, Hat4 ve Hat5 yerel cesitleri
yer almistir. B kiimesinde Hat6, Hat10, Hatl2, Hatl4, Hatl5, Hatl6, Hatl7, Hatl9,
Hat20, Hat21, Hat26, Hat27, Hat28, Hat32, Hat33, Hat35, Hat39, Hat40, Hat41, Hat42,
Hat45, Hat47, Hat49, Hat50, Hat53, Hat54, Hat57, Hat59, Hat60, Hat61 ve Hat62 yerel
cesitlerinin bulundugu gézlemlenmistir. C kiimesinde ise Hat63, Hat64, Hat65, Hat67
ve Hat69 yerel c¢esitleri ile Aras-98, Elkoca-05, Goyniik-98, Yakutiye-98 ve
Karacasehir-90 ticari gesitleri bulunmaktadir. Bu kiimede Karacasehir-90 ticari ¢esiti

digerlerinden farkl bir alt kiimede yer almistir (Sekil 4.3).

Cizelge 4.3’te Nei’nin genetik mesafesi verilmistir. En yiiksek genetik uzaklik orani
0.83 ile Karacasehir-90 ticari gesiti ile sirasiyla Hat49, Hat50 ve Hat53 yerel gesitleri
arasinda oldugu tespit edilmistir. Buna karsin en diistik genetik uzaklik ise Hat6 ile
Hat26 arasinda ve oranin ise 0.08, bu takiben 0.09 ile Hat27 ve Hat28 yerel cesitleri

arasinda oldugu gozlenmistir.

Perseguini et al. (2011)’min yapmis olduklar1 bir arastirmada 60 kuru fasulye
genotipinde 85 adet SSR belirteci kullanmiglar ve olusan UPGMA dendrogrami
sonucunda genetik uzakliklar1 0.37 ve 0.63 arasinda degistigini ve bu degerlerin yiiksek
genetik varyasyon gosterdigini bildirmislerdir. Yine 2012 yilinda yapilan bir
aragtirmada 30 SSR belirteci kullanilarak 50 kuru fasulye genotipinde genetik
cesitliligin belirlenmesini amacglamiglar ve kiimeleme analizi sonucunda iki biiyiik
kiimenin olustugunu bulmuslardir. Ticari ¢esitlerin (%66.6) ve yerel ¢esitlerin (%84.2)
cogu ikinci grupta toplanirken, ticari c¢esitlerin (%33.4) ve yerel cesitlerin (%15.7)
kiiciik bir kismu ise ilk grupta toplandigini belirtmislerdir (Khaidizar et al. 2012).
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Sekil 4.3. SSR belirteci kullanarak UPGMA metoduyla olusturulan kiimeleme analizi
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4.3. Genetik Yap1 Analizi

Bu arastirmada, 45 fasulye genotipinde katilimin popiilasyon yapisi, STRUCTURE 2.2
siirimii ile SSR verilerine gore smiflandirilmistir (Sekil 4.4). Sekil 4.4’te gosterildigi
gibi genotiplerin az karisimu ile {i¢ alt popiilasyon elde edilmistir. Orneklerin toplandig

yerlerin birbirine bagli olmast, bu ii¢ popiilasyonun karigma sebebi olarak sayilabilir.

Genetik yap1 analizi sonuglarina bakildiginda fasulye genotipleri {i¢ alt-popiilasyona
ayrilmistir (K=3). Calismamizda popiilasyon sayisinin (K degerinin) diisiik olmast,
orneklerin alindig1 bolgeler arasindaki gen akis oraninin yiikksek olmasindan
kaynaklanmaktadir. Bu verilere gore ilk alt-popiilasyonda yerel gesitler; 17 (Hat28), 18
(Hat32), 19 (Hat33), 20 (Hat35), 21 (Hat39), 22 (Hat40), 23 (Hat4l), 24 (Hat42), 25
(Hat45), 26 (Hat47), 27 (Hat49), 28 (Hat50), 29 (Hat53), 30 (Hat54), 31 (Hat57) ve 32
(Hat59), ikinci alt-popiilasyonda ticari gesitler 41 (Aras-98), 42 (Elkoca-05), 43
(GOyniik-98), 44 (Karacasehir-90) ve 45 (Yakutiye-98) ile birlikte 5 tane yerel gesitler
36 (Hat63), 37 (Hat64), 38 (Hat65) ve 39 (Hat67) yer alirken, {i¢iincii alt-popiilasyonda
ise yine yerel gesitler 1 (Hat2), 2 (Hat3), 3 (Hat4), 4 (Hat5), 5 (Hat6), 6 (Hatl0), 7
(Hat12), 8 (Hat14), 9 (Hatl5), 10 (Hatl6), 11 (Hatl7), 12 (Hat19), 13 (Hat20), 14
(Hat21), 15 (Hat26), 33 (Hat60), 34 (Hat61) ve 35 (Hat62) yer almaktadir. Fst (F-
istatistik) degeri birinci, ikinci ve ti¢lincii alt-popiilasyonlarda sirasiyla 0.34, 0.26 ve
0.41 olarak bulunmustur (Cizelge 4.5). Fakat tgiincii alt-popiilasyona ait genetik
varyasyon degeri diger iki alt-popiilasyonlara kiyasla daha ytliksek oldugu gozlenmistir.
Ayrica genetik yapr analizi, UPGMA kiimeleme analizi ile aym1 sayida grup elde
edildigi gozlenmistir. Sharma et al. (2013)’nin yapmis olduklart 149 kuru fasulye
genotipinde 24 SSR belirteci kullanmiglardir. Cesitliligi degerlendirdikleri analiz
sonucunda K=3 alt grup bulmuslardir. Yine diger bir ¢calismada Zargar et al. (2016) 15
RAPD ve 23 SSR belirteci kullanarak 51 fasulye genotipinde genetik yapi analizi ve
UPGMA kiimeleme analizi yapmislardir. Genetik yap1 analizi sonucuna gore K=3 alt
grup bulmuslar ve UPGMA analiz sonucuna gore yine ayni sayida grup meydana
geldigini belirtmislerdir. Genetik yap1 analizi sonucuna gore Fst degerleri 1. alt grupta

0.4047, 2. alt grupta 0.3799 ve 3. alt grupta 0.2059 oldugunu bildirmislerdir.
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Calismalarinda yiiksek bir Fst degeri elde ettiklerini ve bunun nedenin, farkli

belirteclerin kullanilmasi olabilecegini belirtmislerdir.

Sekil 4.4. SSR verilerine gore popiilasyon yapisinin grafiksel gosterimi
[Her fasulye genotipi i¢in alt grup 1 (kirmizi), alt grup 2 (yesil) ve alt grup 3 (mavi) genotipleri temsil
eden dikey bir ¢izgi ile gosterilir (K=3)]

Cizelge 4.4. Fasulye genotiplerin ii¢ alt-popiilasyonda iiyelik katsayisi

Sira Genotip Alt popiilasyon sayisi
numarasi | | 11

1 HAT-2 0.026 0.551 0.422
2 HAT-3 0.009 0.216 0.775
3 HAT-4 0.008 0.349 0.643
4 HAT-5 0.01 0.027 0.963
5 HAT-6 0.085 0.005 0.91

6 HAT-10 0.007 0.017 0.975
7 HAT-12 0.006 0.006 0.988
8 HAT-14 0.005 0.004 0.99

9 HAT-15 0.04 0.01 0.95

10 HAT-16 0.102 0.018 0.88

11 HAT-17 0.014 0.064 0.922
12 HAT-19 0.167 0.025 0.808
13 HAT-20 0.208 0.007 0.785
14 HAT-21 0.218 0.009 0.773
15 HAT-26 0.387 0.006 0.607
16 HAT-27 0.88 0.005 0.115
17 HAT-28 0.885 0.006 0.108
18 HAT-32 0.853 0.01 0.137
19 HAT-33 0.746 0.016 0.238
20 HAT-35 0.977 0.01 0.013
21 HAT-39 0.971 0.018 0.012
22 HAT-40 0.969 0.015 0.016
23 HAT-41 0.98 0.007 0.014
24 HAT-42 0.987 0.007 0.006
25 HAT-45 0.97 0.016 0.015
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Cizelge 4.4. (devam)

26 HAT-47 0.991 0.005 0.004
27 HAT-49 0.987 0.006 0.007
28 HAT-50 0.951 0.029 0.02
29 HAT-53 0.947 0.034 0.019
30 HAT-54 0.808 0.124 0.068
31 HAT-57 0.826 0.161 0.013
32 HAT-59 0.599 0.323 0.078
33 HAT-60 0.466 0.488 0.046
34 HAT-61 0.102 0.644 0.254
35 HAT-62 0.035 0.82 0.145
36 HAT-63 0.006 0.97 0.024
37 HAT-64 0.057 0.931 0.013
38 HAT-65 0.006 0.989 0.005
39 HAT-67 0.01 0.983 0.007
40 HAT-69 0.02 0.974 0.006
41 Aras-98 0.005 0.99 0.004
42 Elkoca-05 0.01 0.984 0.006
43 Goyniik-98 0.012 0.982 0.007
44 Karacasehir-90 0.069 0.879 0.053
45 Yakutiye-98 0.028 0.957 0.015

Cizelge 4.5. 3 fasulye alt-popiilasyonlarinda beklenen heterozigotluk ve Fst degerleri

Alt-popiilasyon (K) Beklenen heterozigotluk Fst
1 0.243 0.34

2 0.269 0.26

3 0.228 0.41
Ortalama 0.247 0.34

4.4. Temel Koordinat Analizine Gore Genetik Cesitliligin Belirlenmesi

Temel koordinat analizi (PCoA), birden fazla lokus ve birden fazla 6rnek i¢indeki ana
kaliplar1 bulup arsivleyebilmenizi saglayan ¢ok degiskenli bir veri kiimesidir. Bu teknik
ile bireyler arasinda benzerlik veya uzaklik matriksi ile olusan iki boyutlu diyagram
sayesinde meydana gelen gruplar arasindaki mesafeler, ger¢ek wuzakliklar
yansitmaktadir (Mohammadi and Prasanna 2003). Rohlf (1972) bu gibi durumlarda yani

verilerde bir¢cok kaybin oldugu veya az sayida karakterin bagl oldugu durumlarda temel
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koordinat analizi, temel bilesenler analizine gore tercih edilmesinin uygun oldugunu
belirtmistir. Temel koordinant analizi (PCoA), popiilasyonlar arasindaki nispi genetik

mesafelerin mekansal gosterimini saglamak i¢in kullanilmaktadir (Klaedtke et al. 2017).

Bu analiz Nei’nin tarafsiz genetik mesafesinden faydalanilarak yapilmistir. Ilk ii¢
bilesen c¢esitliligin %50.85’ini agiklamaktadir. Temel koordinat analizinin {i¢ ana
koordinatinin her biri tarafindan agiklanan genetik cesitlilik yiizdeleri (1, 2 ve 3)
strastyla 20.57, 16.96 ve 13.33 olarak bulunmustur (Cizelge 4.6).

Ilk iki bilesenin iizerinde elde edilen 2 boyutlu diyagramda gruplar tam olarak
ayrilmamiglardir. Ticari ¢esitler (Aras-98, Goyniik-98, Yakutiye-98 ve Karacasehir-90),
Maden Kopriibasi Beldesi Akbag Mahallesi’nden (Hat67 ve Hat69), Ulubel Koyii’nden
(Hat60, Hat62 ve Hat63) ve Kirazli Koyii’nden (Hat64 ve Hat65) toplanan yerel gesitler
Eksen 1’in sag alt kosesinde yer almistir. Eksen 1’e bakildiginda sag {ist tarafinda ise
Ulubel Kdyii (Hat61) ve Oztoprak Koyii ( Hat2, Hat3, Hat4, Hat5, Hat10, Hat12, Hat14,
Hat15 ve Hatl7)’linden toplanan yerel ¢esitlerin bulundugu gézlenmistir (Sekil 4.5).

Elmali Beldesi Agildere Koyii (Hat45, Hat47, Hat49, Hat50 ve Hat53), Maden Koyt
(Hat39, Hat40, Hat41l ve Hat42), Ulubel Koyl (Hat57) ve Yesilyurt Koyii’iinden
(Hat35) toplanan baz1 yerel ¢esitler Eksen 1’in sol alt tarafinda i¢ i¢ce gegmis sekilde yer
almaktadir. Yine sol alt tarafta Elmali Beldesi Agildere Koyl (Hat54), Ulubel Koyi
(Hat59) ve Yesilyurt Koyii (Hat33)’iinde bulanan bazi yerel ¢esitler dagilmis bir sekilde
bulunmaktadir. Eksen 1’in sol iist tarafinda ise Oztoprak Koyii (Hat6, Hat16, Hat19,
Hat20 ve Hat21), Ispir Merkez Gaziler Mahallesi (Hat27 ve Hat28) ve Yesilyurt
Koyii’iinden (Hat32) alinan bazi yerel gesitler daginik halde yer aldigi gozlenmistir
(Sekil 4.5).

Klaedtke et al. (2017)’1n ¢alismalarinda SSR belirteci kullanarak 15 fasulye ¢esidinde
temel koordinat analizi yapmigslar ve g¢esitliligin toplami1 %77.7, ilk iki eksende
aciklanmaktadir; birincisi %56.6, ikinci sira %21.1 oldugunu tespit etmislerdir. Temel
koordinat analizi sonuglarma gdre popiilasyonlar ¢esitlilige gore agikca

gruplandirildigini belirtmisglerdir.
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Kwak and Gepts (2009) Andean ve Mesoamerican gen havuzlarindan toplamda 349
yabani ve kiiltir kuru fasulye genotipinde SSR belirteci kullanilarak genetik
cesitliliginin yapisin1 ve seviyesini nasil degistirdigini degerlendirmeyi amagladiklari
caligmalarinda Eksen 1’de %53 ve Eksen 2’de %13 olarak bulmuslardir. Temel
koordinat analizi analizi

ile genetik yap1 sonucu birbirine yakin oldugunu

bildirmisleridir.

Cizelge 4.6. SSR belirteci kullanarak ilk 3 bilesen tarafindan varyasyon yiizdesinin
gosterimi

Bilesenler 1 2 3
Varyasyon Ylizdesi % 20,57 16,96 13,33
Kiimiilatif varyasyon yiizdesi % 20,57 37,52 50,85

Temel Koordinat Analzi (PCoA) Oztoprak Koyu
¢ hats Ispir Merkez Gaziler Mahallesi
* attil,-ﬁ
® hat20 b ]a% 10 AYesilyurt Koyo
a ® hat 15
¢ hat6 ¢ |hat %, hat 17 ¢ hat3
* ha; 2}1 ¢ hat4 Maden Koyu
hat 27 at1y ¢ hat2
~ hat 28 @ Elmali Beldesi Agildere Koyu
c A hat32 ..
§ & Nat oo X 12)[3%29 ha?%t—sl— Ulubel Koyu
w
Qhﬁﬁkﬁﬁéﬁa hat 60 o GoynlFF ki
o hata? *halp3pat 57
A hat 64 ® Maden Koprubasi Beldesi Akbag
L 4 Y kUtI Mahallesi
r t 65
S8 8? R e
Mudurlugu/Erzurum
B Gecit KusagiTarimsal Arastirma
Enstitusu Mudurlugu/Eskisehir
Eksen. 1

Sekil 4.5. SSR belirteci kullanarak yapilan temel koordinat analizi ve iki boyutlu
diyagram iizerinde ayrimi
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4.5. Molekiiler Varyans Analizi

Popiilasyonlardaki varyasyonu degerlendirmek amaciyla yapilan molekiiler varyans
analizi (AMOVA) popiilasyonlar arasi %34 ve popiilasyonlar i¢i ise %66 oldugu
gozlenmistir. Blair et al. (2012) 104 yabani fasulye genotipinde 36 adet SSR belirteci ile
yaptiklar1 ¢alismada AMOVA, popiilasyonlar i¢i varyanst %98 oldugunu
belirlemiglerdir. Diger bir arastirmada 21 bakla genotipinde 8 SSR belirteci
kullanmislardir. Yaptiklart AMOVA analizi sonucunda, genetik varyansin biiyiik
cogunlugu popiilasyonlar igi %83 olarak ve popiilasyonlar arasi %17 olarak
bulmuglardir (Rebaa et al. 2017). SSR verilerini kullanarak yapilan AMOVA,
popiilasyonlar i¢i genetik varyasyonun o6nemli dlgiide belirledigini ifade etmislerdir. Bu
calismalar sonucu ile kiyaslandiginda bizim ¢aligmamiz genetik varyas degerinin biraz
daha diisiik oldugunu fakat popiilasyonlar i¢i varyansin popiilasyonlar arasi varyansa

kiyasla yiiksek oldugu belirlenmistir.

Molekiiler Varyans Analizi

Sekil 4.6. SSR belirteci kullanarak yapilan molekiiler varyans analizi (AMOVA)
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5. SONUC ve ONERILER

Fasulye genotiplerinde 27 SSR belirteci kullanilmig, toplamda 142 bant tirettigi ve lokus
basina allel sayisinin 5.6 oldugu goézlemlenmistir. Allel sayisinin 2 ile 12 arasinda

degistigi bulunmustur. SSR verilerine gore tiim belirteglerde polimorfizm oran1 %100

olmustur.

Genetik yap1 analizine ve UPGMA analizine gore 3 grup olusmustur.

Cesitli stres kosullarina dayanikli hatlarin veya daha verimli tiirlerin elde edilmesinde
kullanilan melezleme c¢alismalari i¢in genotiplerin genetik varyasyonu hakkinda bilgi
oldukca Onemlidir. Bu nedenle, gen kaynagindaki genetik degiskenliginin
degerlendirilmesi, listiin ¢esitlerin iyilestirilmesi ve gelistirilmesi i¢in 1slah dncesi olarak
adlandirilan ilk adimdir. Yiiksek polimorfizm bilgi igerigine dayanan SSR'ler, bu

calismada genotiplerin ayrimina basarili bir sekilde yardimcei olmustur.

Bu caligmanin sonuglari, SSR analizinin, fasulye genotipleri arasindaki genetik
cesitliligin tahmini i¢in basarili bir sekilde kullanilabilecegini ve ¢esitli bolgelerdeki
fasulye genotiplerinin daha biiyilik bir koleksiyonundaki ¢esitliligin incelenecegi ileride

yapilacak ¢aligmalara potansiyel olarak dahil edilebilecegini gostermektedir.

Bu c¢alisma sonuglarmmin, Tiirkiye'de mevcut fasulye yetistiriciligine ve genetik

kaynaklarin korunmasina yardimci olacagini umuyoruz.

Bu ¢alismada yapilan tiim gozlemler, ileride yapilacak belirteglerin se¢imi, genetik
kaynagin karakterizasyonu, yetistirme ve kuru fasulye genetik kaynak se¢iminde karar

vermede Onemli bulgular saglayacaktir.

Fasulye genetik kaynaklarinin korunmasi igin yerel ¢esitlerin toplamasi ve onlarin

genetik ¢esitliliginin  belirlenmesi 6nemli ve gereklidir. Bu genotiplerin ¢eside
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dontistiiriilmesi ve standart cesitlerle melezlemesi, sektor icin yeni c¢esitlerin ortaya

cikmasina yardimci olabilecektir.
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