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Ozet. Fasulye pasi Uromyces appendiculatus ve adi yaprak yanikhigi etmeni Xanthomonas
axonopodis pv. phaseoli diinya genelinde fasulye Uretim alanlarinda yaygin olarak gérilen 6nemli
hastalik etmenleridir. Bu hastalik etmenleriyle en etkin ve siirdirilebilir miicadele ydontemi dayanikli
1slah materyallerinin gelistiriimesidir. Bu amacla yapilan calismalarda s6z konusu hastaliklara karsi
dayaniklilikta rol oynayan lokuslar ile iliskili bircok molekiler markor gelistirilmis ve islah
calismalarina dahil edilmistir. Bu calisma kapsaminda ise tlkemizde yaygin olarak yetistirilen 40 adet
fasulye cesidi, pas ve adi yaprak yanikligi hastaliklarina karsi tasidiklari dayaniklilik kaynaklari
bakimindan SCAR markérleri (SAE19, SI19, SA14, SBC6, SAP6, SU91, BC420) araciligiyla incelenmistir.
U. appendiculatus’a karsi dayanikhlikla iliskili Ur-17 ve Ur-4 lokuslarinin gesitler arasinda oldukca
yaygin oldugu gordlirken, X. axonopodis pv. phaseoli'ye karsi sadece Boncuk, Belinay Sirik, Sirik
barbunya, Zilbiye ve Bulduk cesitlerinin B10 lokusu tasidigi gozlenmistir. Calisma kapsaminda tespit
edilen bu dayaniklilik lokuslarinin fasulye pasi ve adi yaprak yanikligi hastaliklarina karsi 1slah
materyallerinin gelistiriimesinde ve gen piramitleme calismalarinda potansiyel dayanikhlik
kaynaklari olarak dikkate alinmasi faydali olacaktir.

Evaluation for Resistance Sources of Common Bean Cultivars Grown in Turkey to
Rust (Uromyces appendiculatus) and Common Bacterial Blight (Xanthomonas

axonopodis pv. phaseoli) Diseases
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Common bacterial blight,
common bean, resistance
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Abstract. Bean rust caused by Uromyces appendiculatus and common bacterial blight by
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli are among the important diseases that widely occur in bean
production areas worldwide. The most effective and sustainable control method against these disease
is the development of resistant breeding materials. Many molecular markers associated with the loci
that play a role in resistance against these diseases have been developed and integrated in breeding
programs. In this study, 40 common bean cultivars widely grown in Turkey were screened molecularly
for resistance sources against bean rust and common bacterial blight diseases using SCAR markers
(SAE19, SI19, SA14, SBC6, SAP6, SU91, and BC420). The loci of Ur-717 and Ur-4 associated with
resistance against U. appendiculatus were very common among common bean cultivars, while B10
resistance locus against X. axonopodis pv. phaseoli was determined in only Boncuk, Belinay Sirik, Sirik
Barbunya, Zilbiye and Bulduk cultivars from common bean cultivars tested. These resistance loci
determined in this study should be considered as candidate resistance sources in the development of
breeding materials and gene pyramiding studies against rust and common bacterial blight disease of
common bean.
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GiRiS

Baklagiller arasinda yer alan fasulye (Phaseolus vulgaris L.) bitkisi insan beslenmesi icin énemli bir protein
kaynagi olup Latin Amerika, Asya ve Afrika Ulkelerinde yaygin olarak Uretilmektedir (Broughton ve ark., 2003;
Yeken ve ark., 2018). Ulkemizde hemen her bélgede fasulye tretimi gerceklestirilmekle birlikte taze fasulye icin
en fazla (retim Karadeniz bélgesinde; kuru fasulye icin ise ic Anadolu bélgesinde yapilmaktadir (TUIK, 2019).
Dilnyada énemli bir fasulye Greticisi konumunda olan tlkemiz, 596.074 ton ile taze fasulyede 5. sirada, 225.000
ton kuru fasulye Uretimi ile de 22. sirada yer almaktadir (FAOSTAT, 2020). Ancak diinyada ve llkemizde fasulye
Uretimini kisitlayan cok sayida fungal, bakteriyel ve viral hastalik etmeni bulunmaktadir (Hall, 1994). Fungal hastalik
etmenleri arasinda Uromyces appendiculatus'un neden oldugu pas hastaligi ile bakteriyel etmen Xanthomonas
axonopodis pv. phaseoli'nin neden oldugu adi yaprak yanikligi diinyada fasulye Gretim alanlarinda yaygin olarak
gorilen hastalik etmenlerindendir (Araya ve ark., 2004; Tugume ve ark., 2019).

Uromyces appendiculatus'un neden oldudu pas hastaligi, fasulye bitkisinin tim toprak Ustli aksamini
etkilemesine ragmen daha cok yapraklarda enfeksiyon olusturmaktadir. Etmen yaprak ve kapsiller tzerinde
kirmizimsi kahverengi, 1-2 mm capinda, dairesel lredial pustiiller olusturmakta ve bu pustillerin etrafi sari bir
hale ile cevrilmektedir (Hall, 1994). Uygun iklim kosullarinda, erken ve siddetli enfeksiyonlarda %100’e varan verim
kaybina neden olmaktadir (Lindgren ve ark, 1995; Souza ve ark.,, 2008). Etmen, fungal patojenler arasinda en
ylksek patojenik ve genetik varyasyon gosteren tiirlerden bir tanesi olup diinyada 300'den fazla irki tespit
edilmistir (Araya ve ark., 2004). Fasulye cesitlerinin cogu belirli patojen irklarina karsi dayanikli olmasina ragmen
sadece birkaci cok sayida irka dayaniklilik gostermektedir (Souza ve ark., 2013). Pas hastaligi ile miicadelede Uriin
rotasyonu, enfekte olan bitki artiklarinin yok edilmesi gibi kiltirel dnlemlerin yani sira fungisit uygulamalari yaygin
olarak kullanilmaktadir (Hall, 1994). Ancak bu hastaliga karsi en etkili ve ekonomik miicadele ydnteminin dayanikh
fasulye gesitlerinin kullanimi oldugu bilinmektedir (Faleiro ve ark., 2000; Alzate-Marin ve ark., 2004).

Fasulye pasina karsi dayaniklilik, genellikle tek bir dominant gen tarafindan yonetilmekle birlikte tek resesif bir
gen, iki dominant genin birlesimi veya cok sayida genin etkilesimi hastallk kontrolinde onemli fayda
saglamaktadir (Zaiter ve ark., 1989; Grafton ve ark., 1985; Edington ve ark., 1994; Alzate-Marin ve ark., 2004; Souza
ve ark., 2007a, 2007b). Patojenin ¢ok sayida irkina karsi etkin dayaniklilik olusumu gen lokuslarinin birlesimi ve
kiimelenmesi ile dlzenlenebilmektedir (Stavely ve Grafton, 1985). Simdiye kadar, fasulye genomunda pas
etmenine karsi dayanikhlikla iligkili 14 major dominant gen (Ur-1, Ur-2, Ur-3, Ur-4, Ur-5, Ur-6, Ur-7, Ur-8, Ur-9, Ur-
10, Ur-11, Ur-12, Ur-13, Ur-14) ile Montcalm, Dorado, BAC6, CNC ve Pl 260418 gibi isimlendirilmemis RR genleri
tanimlanmistir (McClean ve Myers, 1990; Jung ve ark., 1996; Miklas ve ark., 2000, 2002; Rasmussen ve ark., 2002;
Pastor-Corrales, 2005; Liebenberg ve ark., 2006; Pastor-Corrales ve ark., 2008). Ayrica bu gen kaynaklari ile iliskili
bazi RAPD ve SCAR markorler gelistirilmis olup Ur genlerinin haritalanmasi icin yaygin olarak kullanilmaktadir
(Freyre ve ark., 1998; Miklas ve ark., 2002; Kelly ve ark., 2003; Miklas ve ark., 2006). Ulkemizde ise fasulye cesitlerinin
etmene karsi reaksiyonlari klasik yontemlerle arastiriimasina ragmen dayaniklilik kaynaklarini tespit etmek
amaciyla oldukga az sayida calisma gergeklestirilmistir (Altikardesler ve Arslan, 2007; Yeken ve ark., 2019).

Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli'nin neden oldugu adi yaprak yanikhgi hastaligi ise diinyada fasulye
Uretilen tim alanlarda yaygin olarak gorilmekte ve Griinde énemli verim ve kalite kayiplarina neden olmaktadir
(Hall, 1994; Gillard ve ark., 2009). Gram negatif ve aerobik bir bakteri olan X. axonopodis pv. phaseoli, fasulyenin
pek cok tirtinde enfeksiyon yapabilmektedir. Bitkinin yapraklarinda suyla islatilmis gibi, sarkik, zamanla genisleyen
nekrotik lekeler meydana gelmektedir. Bu lezyonlar genellikle yapraklarin damarlari arasinda veya kenarlarinda
bulunmakta ve blyudikce yanik bir goérinime donlismektedir. Kapsdiller Uzerinde ise boyutu kapsulin
buylkligine ve olgunluguna gore degismekle birlikte dairesel, hafif ¢oklk, koyu kirmizimsi-kahverengi lezyonlar
olusturmaktadir. Uygun iklim kosullarinda kapsiiller Uzerindeki lezyonlarda cogunlukla bakteriyel sizintilar
go6zlenmektedir. Enfekteli tohumlarda sekil bozukluklari meydana gelmekte ve c¢imlenme yetenekleri
kaybolmaktadir (Hall, 1994). Bu nedenle etmenle miicadelede hastaliktan ari sertifikali tohum kullanimi,
tohumlarin antibiyotikle muamele edilmesi, uzun sireli Grlin rotasyonlari ve bakirli preparatlarin kullanimi tavsiye
edilmektedir (Mutlu ve ark., 2005). Ancak bu ydntemlerin uzun zaman almasi, maliyetlerinin yiksek olmasi ve
cevreye olan etkileri g6z 6nline alindiginda en etkili ve strdirilebilir miicadele ydnteminin dayanikli cesitlerin
gelistirilmesi ve kullanimi oldugu gortlmektedir (Gillard ve ark., 2009). Bu kapsamda X. axonopodis pv. phaseoli'ye
karsi dayanikhlikla iliskili genlerin tespitinde faydali olan 6 farkli (SAP6, BAC6, SU91, BC420, R7313, R486) markor
tespit edilmis ve farkl arastiricilar tarafindan kullanilmistir (Pedraza ve ark., 1997; Miklas ve ark., 2000; Yu ve ark.,
2000). Ulkemizde yapilan calismalarda ise fasulye cesitlerinin mevcut dayanikhlik kaynaklarini ortaya koyan
oldukga az sayida calisma bulunmaktadir (Dursun ve ark., 2002; Poyraz ve ark., 2017). Bu calisma kapsaminda
onemli bir fasulye Ureticisi olan tlkemizde yaygin olarak yetistirilen 40 fasulye cesidindeki U. appendiculatus ve X.
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axonopodis pv. phaseoli'ye karsi farkli dayaniklilik kaynaklarinin molekdiiler markérler araciligiyla tespit edilmesi ve
1slah ¢alismalarinda kullanilabilecek potansiyel genetik kaynaklarin belirlenmesi amaglanmistir.

MATERYAL VE METOT

Fasulye Bitkilerin Yetistirilmesi

Calismada tlkemizde yaygin olarak yetistirilen ve farkli kaynaklardan elde edilen 24’ taze, 6'si barbunya ve 10
adedi kuru fasulye olmak lizere toplam 40 fasulye cesidi kullanilmistir (Cizelge 1). Ayni zamanda USDA'dan (United
States Department of Agriculture Research Service, ABD) elde edilen ve ilgili dayaniklilik genlerini tasididi bilinen
bazi referans genotipler (Ouro negro, Cornell, To, Widusa) de ¢alismaya dahil edilmistir. Tohumlar ekimden 6nce
ylizeysel dezenfeksiyon amaciyla %1'lik sodyumhipoklorit (NaOClI) iceren sollisyonda 2 dakika tutulmus ve bunu
takiben 3 seri steril saf sudan gegirilerek steril toprak, kum, gibre karisimi iceren (1:1:1 v/v) 16 cm capindaki
saksilara ekilmistir. Bitkiler 23°C sicaklik ve 14/10 saatlik 1sik periyodu iceren kontrolli kosullardaki bitki yetistirme
odasinda 10 giin sureyle yetistirilmistir. Daha sonra gelisen bitkilerin ilk kotiledon yapraklarindan érnekler alinarak
sivi nitrojen icerisinde dondurulmus ve kullanilana kadar -80°C'de saklanmistir.

Bitki Dokusundan DNA Ekstraksiyonu

Bitki orneklerinden genomik DNA ekstraksiyonu DArT DNA izolasyon yontemi
(http://www.diversityarrays.com) kullanilarak gerceklestirilmistir. Her fasulye ¢esidinin yapraklarindan yaklasik 100
mg donmus bitki dokusu alinarak 1 mL ekstraksiyon tamponu (125 mM Tris-HCl pH 8, 25 mM EDTA pH 8, 0.8 M
NaCl, %1 CTAB, %1 sarcosyl, %2 PVP-40 (K29-32), %0.5 sodyum disulfit) icerisinde homojenize edilmis ve 65°C'de
1 saat inklibasyona birakilmistir. Ardindan 6rneklere esit hacimde kloroform-isoamilalkol (24:1) karisimi eklenerek
iyice karistinlmig ve 10.000 g'de 20 dakika santrifiij edilmistir. Ust sivi temiz Eppendorf tiiplere alinarak esit
hacimde soguk isopropanol eklenmis ve -20°C'de bekletilmistir. Karisim 10.000 g'de 5 dakika santrif(ij edildikten
sonra Ust sivi dokilmis ve DNA pelleti 500 uL %70’lik soguk etanol ile yikanmistir. Oda kosullarinda kurutulduktan
sonra DNA pelleti 100 pL steril su ile ¢ozilmuistir. DNA konsantrasyon ve kalitesi spektrofotometrik olarak
260/280 nm’'de 6lclim yapilarak belirlenmis ve tim DNA ornekleri 20 ng/pL olacak sekilde seyreltilerek -20°C'de
saklanmustir.

Fasulye Cesitlerine Ait Dayaniukliltk Kaynaklarumn Molekiiler Markorler ile Tespiti

Fasulye cesitlerinin tasidiklari dayaniklik genleri fasulye pasi ile iliskili 4 (SA14, SI19, SBC6, SAE19) markor ve
adi yaprak yanikligi hastaligi ile iliskili 3 farkli SCAR (BC420, SU91, SAP6) markori ile arastiriimistir (Cizelge 2). PCR
reaksiyonlari 0.2 pM dNTPs, 0.3 pM primer, 1.5 mM MgCl,, 10x PCR buffer, 20 ng DNA, 1U Tag DNA polimeraz
iceren 25 pl'lik hacimlerde gerceklestirilmistir. Her primer icin PCR amplifikasyonlari Cizelge 2'de belirtilen
protokoller kullanilarak gergeklestirmistir. Elde edilen PCR driinleri %1.2'lik agaroz jelde 100 V'da elektroforetik
olarak ayrilarak gézlenmis ve beklenilen PCR Urtnlerinin bulytklikleri GeneRuler 100 bp DNA ladder (Thermo
Scientific, ABD) kullanilarak tespit edilmistir. Ayrica dayanikhlik genleri ile iliskili amplifikasyon Grtnlerinin varhg
referans cesitler ile kiyaslanarak var (+), yok (-) olarak dogrulanmustir.

Cizelge 1. Test edilen fasulye cesitlerinin 6zellikleri ve hastalik etmenlerine karsi tasidiklari dayaniklilik kaynaklari.
Table 1. Characteristics of common bean cultivars tested and resistance sources of these cultivars against disease agents.

Pas hastaligi Adi  yaprak
e . . . Elde edildigi yanikhig
Gesit ismi Fasulye tibl | irum SA14/ s119/ SAE19/ SAP6/
Ur-4 ur-5 Ur-11 B10

Seher yildizi Taze Karadeniz Tar. + - + -

Ars. Enst.
Zeynebim Taze Karadeniz Tar. + - + -

Ars. Enst.
Boncuk Taze Gegit Kusag Tar. + - + +

Ars. Enst.
Fransiz Taze Gegit Kusag Tar. + - + -

Ars. Enst.
40 Giinlik Taze Gegit Kusagi Tar. + - + -

Ars. Enst.
Karabacak Taze Gegit Kusagi Tar. + - + -

Ars. Enst.
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Cizelge 1. Devami.
Table 1. Continue.

Pas hastalig Adi  yaprak
se s .. Elde edildigi yanikhgi
Gesit ismi Fasulye bl | urum SA14/ S119/ SAE19/ SAP6/
Ur-4 ur-5 Ur-11 B10

Sazova Taze Gegit Kusag Tar. + - + -
Ars. Enst.

Gina Taze May Tohum + - + -

Magnum Taze May Tohum + - + -

Java Taze May Tohum + - + -

Asya Taze May Tohum + - + -

Sofia Taze May Tohum - - + -

Volare Taze May Tohum + - + -

Ozayse Taze Bati Akdeniz Tar. + - + -
Ars. Enst.

Yalova 5 Taze Atatlirk Bahge + - + -
Kulturleri Ars.
Enst.

Yalova 17 Taze Atatlirk Bahge + - + -
Kaltdrleri Ars.
Enst.

Perolar Taze Makrogen - - + -
Tohumculuk

Sarikiz Taze Makrogen + - + -
Tohumculuk

Mina Taze Makrogen + - + -
Tohumculuk

Gelincik Taze Makrogen + - + -
Tohumculuk

Tavil Taze Makrogen + - + -
Tohumculuk

Nazende Taze Makrogen + - + -
Tohumculuk

Miray Taze Sim Arzuman + - + -
Tarim Uriinleri

Hanimteni Taze Sim Arzuman + - + -
Tarim Uriinleri

Selim Barbunya Sim Arzuman + - + -
Tarim Uriinleri

Sirik barbunya Barbunya Poltar Tarim + - + +

Klas barbunya Barbunya Poltar Tarim + - + -

Buse Oturak Barbunya Makrogen + - + -
Tohumculuk

Belinay Sirnk Barbunya Makrogen + - + +
Tohumculuk

Sembol Barbunya Makrogen + - + -
Tohumculuk

Ziilbiye Kuru Karadeniz Tar. + - + +
Ars. Enst.

Akdag Kuru Gegit Kusag Tar. - - + -
Ars. Enst.

Akin Kuru Gegit Kusag Tar. + - + -
Ars. Enst.

Onceler Kuru Gegit Kusag Tar. + - + -
Ars. Enst.

Karacasehir90 Kuru Gegit Kusagi Tar. + - + -
Ars. Enst.

Goyniik 98 Kuru Gegit Kusag Tar. + - + -
Ars. Enst.
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Cizelge 1. Devami.
Table 1. Continue.

Pas hastaligi Adi  yaprak
e . Elde edildigi yanikhgi
Gesit ismi Fasulye tibl | irum SA14/ s119/ SAE19/ SAP6/
Ur-4 Ur-5 Ur-11 B10

Bulduk Kuru Gegit Kusag Tar. + - + +

Ars. Enst.
Mecidiye Kuru Dogu Anadolu + - + -

Tar. Ars. Enst.
Aras Kuru Dogu Anadolu + - + -

Tar. Ars. Enst.
Yakutiye Kuru Dogu Anadolu + - + -

Tar. Ars. Enst.

Cizelge 2. Fasulye cesitlerindeki dayaniklilik genlerinin tespitinde kullanilan markdrler ve PCR kosullari.
Table 2. Molecular markers and PCR conditions used for determining resistance genes of common bean cultivars.

Hastalik etmeni  Primer/ Baz cifti PCR iiriinii PCR kosullan Literatiir
Gen Lokusu (bp)

5'- GTCACGTCTCCTTAATAGTA-3' 94°C 105, 55°C 40, ve

SAP6/B10 820 72°C120s 34 dong  Kias ve ark,

5'- GTCACGTCTCAATAGGCAAA-3 e i 2000
X. axonopodis .o 5'-GCAGGGTTCGAAGACACACTGG-3' 900 3‘212 Zg z 3550 dCéiO ijSlve Yu ve ark,
pv. phaseoli 5'-GCAGGGTTCGCCCAATAACG-3' e s dn 9 2000
SU91/88 5'-CCACATCGGTTAACATGAGT-3" 200 3‘212 ;O d‘f(’ ;ﬁ géio f’ve Pedraza ve
5'-CCACATCGGTGTCAACGTGA-3' g4 ark, 1997

72°C5 dk

94°C 5 dk; 94°C60 s, Mienie ve
5'-CTATCTGCCATTATCAACTCAAAC-3' o . '

SA14/Ur-4 5 GTGCTGGGAAACATTACCTATT-3" 1079 /800 5? C ?0 s, 72°C 90s35 ark, 2004
dongi ve 72°C 5 dk

94°C 3 dk; 94°C 60 s, Souza ve ark.,

5'-AATGCGGGAGTTCAATAGAAAAACC-3'

SI19/Ur-5 5-AATGCGGGAGATATTAAAAGGAAAG-3' 200 20°C 60, 72°C 60534 20072
Uromyces doéngti ve 72°C 7 dk
appendiculatus sBee/ur-6 5 GAAGGCGAGAAGAARAAGAMAAAT-3' g;og 2 Odk; %‘og S%E' zgg;"e ark.,
r 5'-GAAGGCGAGAGCACCTAGCTGAAG-3' U
30 dongi ve 72°C 5 dk
Alzate-Marin
94°C 5 dk; 94°C 15 5
5'-CAGTCCCTGACAACATAACACC-3' . 2 ' veark, 2004;
SARI/UITT o AGTCCCTAAAGTAGTTTGTCCCTA-3: 890 SBC 605, 72°C 0535 b Queiroz
dongl ve 72°C 5 dk
ve ark., 2004
BULGULAR VE TARTISMA

Fasulye bitkisinde pas hastaligina neden olan Uromyces appendiculatus gosterdigi yliksek genetik ve patojenik
varyasyondan dolayr miicadelesi en zor patojenlerden bir tanesidir (Tugume ve ark., 2019). Bu kapsamda etmenle
muicadelede en etkili ydntem, tek bir gen veya ¢ok sayida genin bir araya getirilerek olusturulan gen
kombinasyonlari tasiyan bitkilerin se¢imi ve bunlarin 1slah materyallerine aktariimasidir (Souza ve ark., 2013).
Yapilan ¢alismalarda fasulye genomunda pasa karsi dayaniklilikla iliskili cok sayida molekiler markdr gelistirilmis
ve farkh arastiricilar tarafindan islah calismalarinda kullanilmistir (Haley ve ark., 1993; Johnson ve ark., 1995;
Carvalho ve ark., 1998; Freyre ve ark., 1998; Sartorato ve ark., 1999; Miklas ve ark., 2002, 2006; Kelly ve ark., 2003).
Benzer sekilde bakteriyel etmenler arasinda Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli fasulye (retim alanlarinda en
fazla gorulen etmenlerden bir tanesi olup micadelesi oldukca sinirlidir (Belete ve Bastas, 2017). Bu nedenle sz
konusu etmenlere karsi miicadelede etkin rol oynayan gen kaynaklarinin tespiti ve dayanikli islah materyallerinin
gelistiriimesi buylk 6nem tasimaktadir. Ancak tlkemizdeki fasulye cesitlerinin her iki hastalik etmenine karsi
dayanikhlik durumlari hakkinda literatiirde sinirli sayida ¢calisma mevcuttur (Dursun ve ark., 2002; Poyraz ve ark.,
2017; Yeken ve ark., 2019).

Bu calisma kapsaminda lilkemizde yaygin olarak yetistirilen 40 fasulye cesidinin yine Glkemizde oldukga 6nemli
ekonomik kayiplara yol agan pas ve adi yaprak yanikligi hastaliklarina karsi tasidiklar dayaniklilik kaynaklari
molekiler markorler aracihgiyla belirlenmistir. Fasulye pasina karsi dayaniklilikta rol oynayan 4 farkh geni tespit
etmek amaciyla kullanilan markdrler arasinda SBC6 primeri haric diger tim primerlerden beklenen buyiklikte
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amplifikasyon uriinl elde edilmistir (Sekil 1). SA14 primeri ile Ur-4 gen lokusu taranmis ve hassasiyet/dayanikhlk
ile iliskili 1079-800 bp buyikliginde amplifikasyon Griinleri elde edilmistir. Test sonucunda 800 bp biytkliginde
amplifikasyon Uriint elde edilen Perolar, Sofia ve Akdag fasulye cesitleri hassas olarak degerlendirilirken diger
tim cesitlerin 1079 bp biyukliginde PCR Griini ¢odaltarak Ur-4 dayaniklilik genini tasidigi gorilmastar. Ur-5
geniile iliskili olan ve 460 bp buyukliginde Griin veren SI19 primeri Cornell referans genotipi disinda diger hicbir
cesitte PCR Urlinl vermemistir. SAE19 primeri ile Ur-17 gen lokusu taranmis ve tiim cesitlerin Ur-77 genine sahip
oldugu tespit edilmistir. Genel olarak 40 fasulye cesidinin U. appendiculatus'a karsi dayaniklilik kaynaklarini
inceledigimizde tim cesitlerin Ur-17 geni tasididi, Sofia, Perolar ve Akdag disindaki diger cesitlerin Ur-4 genine
sahip oldugu, Ur-5 geninin ise hicbir cesitte gorilmedigi tespit edilmistir. Mienie ve ark. (2004) yaptiklari
calismada, 1079 bp biylkliginde Grin amplifiye eden BelMiDak-RR-9 ve BelMiDak-RMR-11 cesitlerinin
dayaniklilik alleli tasidigini, elNeb-RR 1 ve Teebus ¢esitlerinin ise 800 bp PCR urilini amplifiye ederek hassaslik ile
ilgili alleli tasidigini bildirmislerdir. Yaptigimiz ¢alismada da Mienie ve ark. (2004) ile uyumlu sonuglar elde edilmis
olup 37 cesit ve USDA’dan elde edilen TO genotipinde 1079 bp biyikliginde PCR trinid amplifiye edilerek bu
cesitlerin Ur-4 geni ile iliskili dayanikli alleli tasidigi belirlenmistir. Souza ve ark. (2007a) SI19 markdrinin cesitler
arasinda polimorfik oldugunu ve Ur-ON ve Ur-11 genlerini tasiyanlardan ayirt edilebildigini bildirmistir. Bu
kapsamda Ur-5 geni amplikon blyuklugu ile diger genlerden ayirt edilebilmis ve Souza ve ark. (2007a) ile benzer
sonuglar elde edilmistir. Ayrica test edilen fasulye cesitlerinden Ur-4 genine sahip olanlarin hicbirinin Ur-5 genini
tasimadigi tespit edilmistir. Benzer sekilde Ulkemizdeki 43 fasulye cesidinin pas hastaligina karsi dayanikhlik
kaynaklarini 4 farkl markér ile arastiran Yeken ve ark. (2019), 27 cesidin Ur-4 geni tasidigi ancak Ur-5 geninden
yoksun oldugunu belirtmistir.

e S s e

Sekil 1. Fasulye bitkisinde pas ve adi yaprak yanikligi hastaligina karsi dayaniklilikla iligkili genlerin PCR amplifikasyonu. (a: Ur-
4 geninin SA14 markéri ile amplifikasyonu sonucu elde edilen jel gériintlsu, 800 bp/hassas-Cornell (-); 1079 bp/dayanikli-To
(+), b: Ur-5 geninin SI19 markéri ile amplifikasyonu sonucu elde edilen jel gériintiisi Cornell (+), To (-), c: Ur-1T1 geninin SAE19
markoru ile amplifikasyonu sonucu elde edilen spesifik PCR Grtind, Ouro negro (-), d: B10 lokusu ile iliskili SAP6 primeri ile elde
edilen spesifik PCR Uriinl, Widusa (+), Cornell (-). Markor: GeneRuler 100 bp DNA ladders, Thermo Scientific).

Figure 1. PCR amplifications of genes associated with resistance to rust and common bacterial blight in common bean (a: Gel
image showing the amplification of the Ur-4 gene with SA14 marker, 800 bp/susceptible-Cornell (-), 1079 bp/resistant-To (+),
b: Gel image showing the amplification of Ur-5 gene with SI19 marker, Cornell (+), To (-), ¢: Specific PCR product obtained by
amplification of Ur-11 gene with SAET9 marker, Ouro negro (-), d: Specific PCR product obtained with SAP6 primer associated
with B10 locus, Widusa (+), Cornell (-). Marker: GeneRuler 100 bp DNA ladders, Thermo Scientific).

De Queiroz ve ark. (2004), Belmidak RR-3 ve Ruda (Dayanikli-Hassas) gesitlerini Ur-117 geniyle iliskili SAE19
primeri ile arastirmis ve amplifikasyon GriinG olusturmayan bitkileri dayanikl, beklenen buyuklikte PCR Grina
elde edilen bireyleri hassas olarak degerlendirmistir. Alzate-Marin ve ark. (2004) ise Ouro negro dayaniklilik geni
ile Ur-5 ve Ur-11 gen allelleri arasindaki iliskiyi degerlendirmis ve Ouro negro dayaniklilik geninin diger iki allelden
farkli oldugunu bildirmistir. Yaptigimiz calismada SAE19 primeri ile sadece Ouro negro cesidinde PCR Uriini elde
edilmis ve Ouro negro referansinin Ur-717 geninden yoksun oldugu degerlendirilmistir. Alzate-Marin ve ark. (2004)
Ur-5, Ur-11 ve Ouro negro dayaniklilik genlerinin birlesimi ile olusturulan gen piramidinin diinya capindaki pas
irklarina karsi etkili bir direng saglayacagini belirtmistir. Ancak Glkemizdeki test edilen fasulye cesitlerinin tamami
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Ur-11 genine sahipken, higbirinin Ur-5 geni tasimadidi tespit edilmistir. Bu nedenle Ouro negro gibi farkl
dayaniklilik genlerinin arastirilmasinin islah calismalarina fayda saglayacadi distinilmektedir.

Adi yaprak yanikligina karsi dayanikhhk kaynaklarini tespit etmek amaciyla yapilan PCR calismalarinda ise
BC420 ve SU91 primerlerinden herhangi bir amplifikasyon triini elde edilemezken, SAP6 markori ile beklenen
biyuklikte PCR urinu elde edilmistir (Sekil 1). Test edilen cesitler arasinda Boncuk, Belinay Sirik, Sirik Barbunya,
Zilbiye, Bulduk cesitlerinde ve Widusa referansinda 820 bp buyukliginde irin elde edilerek B10 lokusunun
varligi belirlenmistir. Benzer sekilde Poyraz ve ark. (2017) Glkemizdeki 12 fasulye gesidinin X. axonopodis pv.
phaseoli'ye karsi dayaniklilik genlerini 6 farkli SCAR markdr ile arastirdiklar ¢alismada, sadece Berly ve Yunus-90
cesitlerinin SAP6 markoru ile iliskili B10 lokusunu tasidigini bildirmistir. Mutlu ve ark. (2005) QTL bdlgeleri ile iliskili
molekuler markdrler yardimiyla geri melezleme ile elde ettikleri bireylerde adi yaprak yanikligina karsi dayaniklilik
kazanma durumlarini inceledikleri calismada, dayanikli olan 3 gelismis hattin (NE-01-8, NE-01-15, NE-01-17) SU91
ile iligkili B8 ve SAP6 ile iliskili B10 lokusuna sahip oldugunu bildirmistir. Arastiricilar ayni zamanda SAP6 ve SU91
dayaniklihk markérlerini kullanarak dayanikli Chase ve hassas Othello cesitlerinin ¢aprazlanmasiyla adi yaprak
yanikligina karsi daha fazla dayaniklilik gosteren ABCP-8 genotipini gelistirmistir.

SONUC

Bu calisma kapsaminda elde edilen sonuclar genel olarak degerlendirildiginde incelenen fasulye ¢esitlerinin
blylk ¢cogunlugunun pas hastaligina karsi etkili olan Ur-4 ve Ur-117 genlerini tasidi§i, Boncuk, Belinay Sirik, Sirik
Barbunya, Zilbiye ve Bulduk cesitlerinin ise adi yaprak yanikligina karsi dayaniklilikta rol olan B10 lokusuna sahip
oldugu gozlenmistir. Elde edilen sonuglar yaygin olarak yetistirilen fasulye ¢esitlerindeki dayaniklilik kaynaklarinin
belirlenmesinde molekiiler markorlerin etkinligini ortaya koymaktadir. Bu kapsamda ulkemizdeki diger cesit ve
kdy popllasyonlarindaki dayanikliik kaynaklarinin hizli ve etkin bir sekilde belirlenmesinde bu markérlerin
kullanilabilecegi dusiinilmektedir. Ayrica fasulye bitkisinde adi yaprak yanikligi ve pasa karsi dayanikhlik genleri
iceren bu cesitlerin 1slah calismalarinda 6nemli birer genetik kaynak saglayacadi disiintilmektedir. Ancak
Ulkemizdeki yerel fasulye genotiplerindeki farkli dayaniklihk kaynaklarinin belirlenmesine yonelik detayli
calismalarin yapilmasinin tlkemiz fasulye yetistiriciliginde sorun bu hastaliklarla miicadele ¢alismalari acisindan
oldukca 6nem tasiyacagi disiintilmektedir.

CIKAR CATISMASI BEYANI
Yazarlar arasinda herhangi bir cikar catismasi bulunmamaktadir.
YAZAR KATKI BEYANI

GP ve ST calismanin yiritilmesinde, HB ve GO calismanin planlanmasi ve makalenin yaziminda katkida
bulunmuslardir.
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