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Konya Bolgesinden Toplanan Phaseolus vulgaris
(Leguminosae) Populasyonlari Arasindaki Genetik
Cesitliligin SDS-PAGE Yontemi ile Belirlenmesi

Elif GULBAHGE, Bugra OZKUBAT, Emine ARSLAN’
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Ozet: Bu calismada Konya'nin ilgelerinden toplanan 17 Phaseolus vulgaris populasyonu
arasindaki genetik gesitliligin SDS-PAGE ile belilenmesi amaglanmistir. Tohum depo
protein profilleri gorsel sekilde var (1) ya da yok (0) olarak skorlanmistir. On yedi
Phaseolus vulgaris populasyonunda, 14.4 ve ~135 kDa arasinda degisen farkl
blyUkltklerde toplamda 37 polipeptit bant gdzlenmistir. Bio1D++ bilgisayar programinda
UPGMA kullanilarak kimeleme analizi yapilmigtir. Genotipler arasindaki benzerlik
Nei'nin homolojisine dayanarak tahmin edilmis ve bir dendrogram elde edilmigtir.
Dendrograma gbére Phaseolus vulgaris'e ait 17 populasyon %68-100 arasinda degisen
oranlarda benzer bulunmustur. En ylksek benzerlik Kanada (Gumra) ve Sarnig
(Altinekin) genotipleri arasinda bulunurken, en uzak genotip Sarhos (Washington)
(Derbent) olmustur.

Anahtar Kelimeler: Phaseolus vulgaris, Genetik cesitliik, SDS-PAGE, Tohum depo
protein

Determination of Genetic Diversity among Phaseolus vulgaris
(Leguminosae) Populations Collected from Konya Region by
SDS-PAGE

Abstract: This study aimed to determine the genetic diversity among 17 Phaseolus
vulgaris populations collected from districts of Konya by SDS-PAGE. Seed storage
protein profiles were scored visually as present (1) or absent (0). In all, 37 polypeptide
bands of different sizes ranging from 14.4 to ~135 kDa were observed in the 17
Phaseolus vulgaris populations. Cluster analysis was performed using the UPGMA in Bio
1 D ++ computer program. Similarity among genotypes was estimated basing on Nei’s
homology and a dendrogram was obtained. According to dendrogram, 17 populations
belonging to Phaseolus vulgaris were similar in rates ranging from 68 to 100 %. While
the highest similarity was found between Kanada (Cumra) and Sarni¢ (Altinekin)
genotypes, the most distant genotype was Sarhos (Washington) (Derbent).
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Giris

Tarkiye'nin en ¢ok tdr iceren ve ekonomik deger tasiyan familyalarindan birisi olan
Leguminosae (Fabaceae) Dinyada 650 cins ve 18.000 tUrle temsil edilmektedir [1] 406 tir
endemiktir [2]. Bu familyaya ait olan Phaseolus cinsinin Tirkiye’de 230’a yakin tirQ
bulunmaktadir, fakat bunlardan 20 kadari ekonomik éneme sahiptir [3, 4].

Tarkiye'de kuru fasulye, ekim alani ve Uretim yéninden nohut ve mercimekten sonra U¢lncl
sirada yer amaktadir. GiniimUzde fasulye kuru tane Uretimi 225 000 ton dolaylarindadir. Ekim alanlari en
¢ok Karadeniz bolgesinde yaygin olup, bunu orta giiney (Kayseri, Konya, Nigde, Nevsehir) ve orta
kuzey (Eskisehir, Kiitahya, Usak, Yozgat) bélgeleri izlemektedir [5].

Son yillarda birgok Uriinde oldugu gibi kuru fasulyede de islah calismalar ve yeni
gelistirilen c¢esit sayilari artmistir. Bitki 1slahi, bitkilerin biyolojik ve genetik agidan disipline
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edilmesi ve mevcut genetik farkliliklardan yararlanarak, onlari istenilen amaglar dogrultusunda
gelistirmektir. Bitki 1slahi sayesinde kuiltiri yapilan bitkilerin verimliliklerini arttirmak, 0rin
kalitesini dizeltmek mimkindir [6]. Ancak tUketici ¢esitliligine bagh olarak artan farkli talepler,
yasam k0ltirindn de artmasiyla daha dengeli ve saglkli beslenme istekleri, Glkenin ekolojik
farkhliklarinin bollugu, tarimdaki gelismeye bagl olarak meydana gelen hastalik zararhlarin
yogunluklari gibi sebepler, mevcutlarla yetinmeyip sirekli yeni c¢esitlerin gelistiriimesini gerekli
kilmaktadir [7].

Bitki 1slahinin en verimli hale getirilmesi icin dogru ydntemin secilmesi gerekmektedir.
Bunlardan biri olan proteomik analizler, bitki tdrlerini ve nesillerini tanimlamak ve kompleks
karigimlarda proteinlerin belirlenmesi igin en gligli metod olmustur [8]. Son zamanlarda, tohum
protein elektroforezi sistematik akrabaliklarin ¢6zimiinde ve 6zellikle tahil ve Leguminosae gibi
Uretilen bitkilerin kaltar cesitliliginin karakterize edilmesinde kolayligi ve gecerliligi nedeniyle
yaygin uygulama alanina sahiptir [1-3, 6, 9-13]. Bu metodunun ylksek ¢6zinUrlik saglamasi,
tekrarlanabilirligi ve elektroforegramlarda proteinlerin molekil agirliklarina gére hareket
etmesinden dolayi tstiin oldugu bildirilmistir [14].

Bu calismada, 1slah calismalarinda c¢esit gelistirmede faydali olabilmesi i¢cin Konya
Boélgesinden toplanan 17 Phaseolus vulgaris populasyonu arasindaki genetik cesitliligi ve
genetik akrabaligi tohum depo proteinlerinin SDS-PAGE ydntemi ile belirlemek amaglanmistir.

Materyal ve Metot

Materyal

Konya ilinde tarla tarimi seklinde genis alanlarda tarimi yapilan bodur kuru fasulye
populasyonlari ilce, merkez ve kdy bazinda gezilerek toplanmistir. Ayrica daha énceden S.U.
Ziraat Fakdiltesi Tarla Bitkileri B6lim’'nde bulunan tescilli cesit olan Akman-98’de kullaniimistir.
Arastirmada kullanilan materyallerin toplandigi lokaliteler Tablo1’de verilmistir.

Tablo1. Calismada kullanilan materyallerin yorelsel isimleri ve toplandigi lokaliteler (TTesciIIi Cesit).

Ornek numarasi Yoresel ismi Toplandig yer

1 Sarikiz Basarakavak Kasabasi
2 Kanada Basarakavak Kasabasi
3 Horoz Cumra (Merkez)

4 Beysehir Calisi Gumra (Merkez)

5 Kanada Cumra (Merkez)

6 Sarni¢ Altinekin (Merkez)

7 Amerikan Calisi Altinekin (Mantar Kdy)
8 Dermason Eregli (Merkez)

9 Welhing Kadinhani (Merkez)
10 Kanada Kadinhani (Merkez)
117 Akman — 98 Kadinhani (Merkez)
12 Sarhos (Washington) Derbent (Merkez)
13 Seker Derbent (Merkez)
14 Sira Seydisehir (Merkez)
15 Beyaz Horoz ligin (Beykonak Kéyii)
16 Horoz (Kirk GinlUk) ligin (Merkez)

17 Kanada Yunak (Merkez)

Metot

Protein izolasyonu: Protein izolasyonu Saraswati ve ark. [15]'nin metodu modifiye
edilerek yapilmistir. Tohumlar havan da ezilerek toz haline getirilmistir. Uzerine ekstraksiyon
tamponu (0.5M Tris-HCI, 2.5% SDS, 10% gliserol ve 5% 2-merkaptoetanol) ilave edilerek
vortekslenmigtir. Daha sonra 5 dk kaynatiimistir ve 5 dk 10000 rpm’ de santrifij edilerek
stpernatant yeni bir tipe alinmistir.
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SDS-PAGE: SDS-PAGE dikey elektroforezde standart metod kullanilarak yapilmistir.
Tohum proteinleri %10’ luk poliakrilamid jelde yurdtilerek jel Coomassie Brillant Blue G-250 M
ile boyanmistir. Markir proteinler (Fermentas- SM0431 Unstained Protein Molecular Weight
Marker) referans olarak kullaniimistir [16].

Data analiz: 17 Phaseolus vulgaris populasyonuna ait tohum depo proteinlerindeki
polimorfik bantlar gbérsel olarak varligina (1) ya da yokluguna (0) gbre skorlanmistir.
Populasyonlar arasindaki genetik benzerlik Bio1D++ bilgisayar programi kullanilarak Nei'nin
homolojisine gdre hesaplanmistir. Kimeleme analizi aritmetik ortalamali agirliksiz ¢ift grup
yontemi (UPGMA) ile yapilmistir [17].

Sonuclar ve Tartisma

Konya Bolgesinden toplanan 17 Phaseolus vulgaris populasyonu arasindaki genetik
cesitliligi ve akrabalidi belirlemek amaciyla yapilan bu ¢alismada tohum depo proteinleri SDS-
PAGE ybntemi ile analiz edilmistir.

14,4 kDa dan ~135 kDa’ a kadar degisen farkli blyiklUklerde 37 polipeptit bant
g6zlenmistir. 17 Phaseolus vulgaris populasyonunda %68-%100 arasinda bir genetik benzerlik
bulunmustur. En yiksek benzerlik (%100) Cumra populasyonundan elde edilen Kanada ile
Altinekin populasyonundan elde edilen Sarni¢ genotipleri arasinda iken, en disik benzerlik
Derbent populasyonundan Sarhos (Washington) (%68) genotipinde gérilmustir. Bu genotipe ait
polimorfik bantlar 40-45 kDa ve 116-~135 kDa arasindaki buyukliklerde gézlenmistir (Sekil 1).

25
18.4
14.4

Sekil 1. SDS-PAGE ile elde edilen 17 Phaseolus vulgaris populasyonuna ait genotiplerin tohum depo
protein profilleri.
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Sarikiz (Bagarakavak)
Haroz (Gumra) }—
Dermason (Eregli)
Kanada (Basarakavak)
Akman = 98 (Kadinhani)
Sira (Seydigehir)
Beyaz Horoz ({ligin)
Beysehir Calisi (Gumra)
Kanada (Cumra)
Samig (Altinekin)
Weihing (Kadinhani)
Amerikan Galisi (Altinekin)
Kanada (Kadinhani)
Seker (Derbent)
Horoz (Kirk Glnlik) (ligin)
Kanada (Yunak)
Sarhog (Washington) (Derbent)

Sekil 2. 17 Phaseolus vulgaris populasyonuna ait genotiplerin tohum depo protein profillerinin kimeleme
analizine ait dendrogram

SDS-PAGE sonuglarina gére 17 Phaseolus vulgaris populasyonuna ait genotipler tohum
depo proteinlerinin kiimeleme analizi Bio1D ++ bilgisayar programi kullanarak yapilmistir (Sekil
2). Bu program ile elde edilen dendrograma gére iki ana grup olusmustur. Birinci grupta %80-
%100 arasinda benzerlik gésteren fasulye genotipleri bulunurken ikinci grupta bunlara %68
uzaklikta olan ve tohum morfolojisi de oldukga farkli olan Derbent populasyonundan Sarhos
(Washington) genotipi yer almaktadir.

Elde ettigimiz protein profili sonucuna gdére tim fasulye genotipleri ayni majér bantlara
sahipken minér bantlari bakimindan farkhhklar géstermektedir. Bu sebeple, polimorfizm orani
dustk olmasina ragmen mindr bantlar genotipleri ayirmayi basarmistir.

Phaseolus vulgaris genotipleri arasindaki genetik cesitliligin SDS-PGE ile belirlenmesi
¢alismalari oldukca kisithdir. Sammour ve ark (2007) bes farkli Phaseolus tirine ait 11 genotip
calismiglardir [18]. Molekul agirliklari 110 ile 15 kDa arasinda degisen biyudkliklerde toplam 32
bant bulmuslardir. Bu g¢alisma ile uyumlu olarak tir iginde SDS-PAGE profillerinin oldukga
homojenlik gdsterdigini savunmuslardir. Her bir tirlin ayr ayri kimelendigini, P. vulgaris’in diger
tdrlere en uzak tlr oldugunu tespit etmislerdir.

Martins ve ark. [19], 17 Phaseolus vulgaris L. populasyonundaki genetik benzerligi
RAPD-PCR ile belirlemis ve bu benzerligi %56-70,5 oranlari arasinda bulurlarken, Svetleva ve
ark. [20], 78 Phaseolus vulgaris L. populasyonunda ISSR ve AFLP y&ntemleri ile %89 ile %100
arasinda yakinlk bulmuslardir. Ayni sekilde Mesoamerika’dan elde edilen yabani ve evcil tipte
olan Phaseolus vulgaris’in genetik cesitliligin farkli cografi yapisinin ve gen akiginin asimetrisini
incelenmesi amaciyla yapilan ¢alismada evcil fasulye populasyonunun genetik ¢esitliligi yabanil
populasyonla karsilastirildiginda disik seviyede oldugunu belirtilmistir [21]. Bizim elde ettigimiz
genetik akrabalik orani bu arastiricilarla uyum gésterirken, Lioi ve ark. [22], italya’da 33 lokal
populasyonda SSR ile elde etikleri ylksek derecedeki heterojenite ile uyum gdstermemektedir.
Ayni sekilde bu ¢alismanin aksine diger bir grup arastirmaci da Phaseolus vulgaris kiltirleri
arasinda genetik cesitliligin ve polimorfizmin yiksek oldugunu savunmuslardir [23, 24].

Sonug olarak polimorfizm derecesi disUk olan galismalara rastlanildigi gibi genetik
cesitliligi ylksek calismalarda mevcuttur. Bizim populasyonlarimiz bir tire ait populasyonlar
arasinda olmasi beklenen oranlarda akraba bulunmuslardir. Fakat toplandiklari cografi
bélgelerle genetik akrabaligi uyum gdstermemektedir. Bunun nedeni, isimlendirme olarak
birbirinden farkh olan ve % 100 benzerlik gésteren Gumra populasyonunun Kanada genotipi ve
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Altinekin populasyonunun Sarnig genotipi Konya’nin merkez, ilgce ve kdylerindeki ciftgilerin
verdigi isimler dikkate alinarak populasyonlar olusturulmustur. Bu sebeple, ayni ya da benzer
populasyonlar farkh yérelerde farkh isimlerle adlandirilmis olabilir. Genetik olarak birbirine yakin
populasyonlarin farkli ¢evre sartlar ya da farkh yetisme sartlarindan etkilenip morfolojik ya da
fizyolojik olarak birbirinden farklilik géstermesi olasidir.

Tohum depo proteinleri tir ici ve tirler arasi genetik cesitliligin analizinde, genetik
kaynaklarin korunmasi ve islah ¢alismalarinda, genom iligkilerinin belirlenmesinde, mahsullerin
gelistiriimesinde genetik isaretleyici olarak basarili bir sekilde uygulanmaktadir [5]. Bunun yani
sira DNA’ya dayali molekiler yéntemlerde yaygin olarak kullaniimaktadir.

Galistigimiz tirin populasyonlari arasindaki genetik cesitliligin belirlenmesi igcin SDS-
PAGE yo6ntemine ilaveten SSR ve AFLP gibi molekiler tekniklerle de desteklenmesinin daha
glvenilir sonuglar verecegdi kanaatindeyiz.
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