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Ozet

Bu caligmada, kullanilan genetik materyal Tiirkiye’nin gesitli yorelerinden toplanip teksel seleksiyon
yontemi ile 1slah edilmistir. Umitvar Cesit aday adaylar1 olarak belirlenen 34 taze fasulye hatt1 ve ii¢ ticari
cesidin (Sarikiz, Bulduk ve ispir) ISSR teknigi kullamilarak akrabalik iliskileri belirlenmistir. Caligma Selguk
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Molekiiler Genetik ve Biyoteknoloji Laboratuvarlarinda yapilmistir. Bunun igin
yaprak ornekleri alnirken adaylarmn durulmuslugunu daha spesifik bir sekilde belirlemek i¢in her adaydan ¢ift
bulk seklinde ¢aligmak i¢in 12°ser 6rnek alinmistir. Her 6rnekten ayri ayri olmak iizere toplam 444 izolasyon
yapilip her ornek esitlendikten sonra bulklar hazirlanmistir. PCR uygulamalarinda ise 9 tanesi fasulye icin
tasarlanmug toplam 27 ISSR primeri kullanilmigtir. Molekiiler verilerin analizinde NTSY'S pc2.1 paket programi
kullanilmistir. Molekiiler karakterizasyonda Simple Matching benzerlik katsayist ile dendogram olusturulup
genotipler arasindaki akrabalik iliskileri belirlenmistir. Kullanilan standart cesitler ile ¢aligmadaki gesit
adaylarmnin iki farkli grupta yer aliklari goriilmistiir. Her iki bulktada analiz sonuglarmnin benzerlik gosterdigi
gortilmistiir. Bu veriler Mantel Testi ile analiz edilmistir. Ayrica Temel Koordinatlar Analizi de yapilmig olup
dendogram ile sonuglarin benzerlik gosterdigi goriilmiistiir.

Anahtar kelimeler: Taze fasulye, Phaseolus vulgaris L., ISSR, molekiiler karakterizasyon

Molecular Characterization on Some Fresh Beans (Phaseolus vulgaris L.) Cultivar Candidates via ISSR
Method

Abstract

The material used in this study was collected from various regions of Turkey and it was developed with
selection methods. Candidates and 3 additional commercial cultivars (Sarikiz, Bulduk, ispir) genetic relatedness
were detected with ISSR method. The study was conducted in Molecular Genetics and Biotechnology
Laboratory of Selcuk University Faculty of Agriculture. Since achieve more accurate information, leaf samples
were taken from 12 plant and separately DNA was isolated and 6 of them mixed in one tube. In this way two
bulk mixture is formed. Totally 444 DNA isolation is performed and diluted in this context. In PCR applications
27 primers were used to complete the characterization. Obtained dates from that primers was evaluated with
NTSYS pc2.1 software package. During dendrogram creation, Simple matching similarity coefficient was used
to definition of genetic distance between the candidates. According to the results, materials are divided into two
groups. This separation was observed at two bulk samples. The dates also analyzed with Mantel test and
performed Principle Coordinate Analysis show similar pattern with the dendrogram results.

Keywords: Fresh beans, Phaseolus vulgaris L., ISSR, molecular characterization
*Bu ¢alisma Hamza Ulutas'in devam eden yiiksek lisans tez ¢caligmasindan tiretilmistir..

Giris diginda  biyoteknolojik ve molekiiler 1slah

Diinya niifusundaki hizli artis beraberinde programlariyla yerel genotipler modern sebze
baz1 sorunlari da getirmektedir. Bunlar arasinda tarimina kazandirilmaktadir. Ancak fasulye gibi
en dnemlisi gida sorunudur. Thtiyag duyulan gida ~ tohum degeri maddi anlamda diisiik  olan
iiretiminin yeterli seviyeye ulasabilmesi ancak tirlerde 1slah programlarinin yeterli ve nitelikli

ve ancak bilim ve teknolojideki gelismeyle — ©lmamasmndan dolayr giiniimiizde tohumculuk
miimkiin olacaktir. politikalariyla dis kaynakli birgok ¢esidin

girmesine ve yerel cesitlerin daha ¢ok
TS - . . kullanilmasmma neden olmustur (Ekincialp,
yetistiriciligi yapilan ve biiyiik bir genetik
i . 2012).
varyasyon gosteren fasulye baklagiller arasinda

énemli bir konuma sahiptir. Ulkemizde sebze Fasulye genetik  varyasyon kaynag

yetistiriciligi konusunda klasik 1slah yonteminin baklmmd'an' seb;e tiirleri arasinda onemli bir
yere sahiptir (Singh, 2001). Giinimiizde hizla

Diinyada ve iilkemizde yaygin
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artan g¢esit gelistirme ¢aligmalart ve tohumculuk
politikalar1 iilkemize bir¢ok c¢esidin girmesine
olanak tanmmis fakat bu durum {retim
miktarlarina olumlu katkilarinin yaninda yerel
genotiplerin  kullanimindan vazgegilmesi gibi
birgok olumsuzlugu da beraberinde getirmistir.
Cinkii  yerel genotipler gelecekteki 1slah
calismalarinda  kullanilacak olan ve bazi
konulardaki potansiyelleri heniiz tam anlamiyla
bilenmeyen olduk¢a Onemli kaynaklardir
(S6zen, 2006).

Tiirkiye, birgok bitki tiirii i¢in gen
merkezi konumunda olmadigi halde, hem 6zel
hem cografi konumu itibariyle ¢ok yiiksek
diizeyde genetik varyasyon barindirmaktadir.
Hatta bazi durumlarda, bu varyabilitenin kiiltiire
alinmis genotiplerde, yabani popiilasyonlara
gore ¢ok daha yiiksek olabilecegi bildirilmistir
(Tan, 1998; Tan ve Ag¢ikgdz, 2002).

Bitki genetik kaynaklar1 koy
popiilasyonlari, bunlarin yabani akrabalari,
kullanilmayan eski g¢esitler ve genetik ozellikleri
tam olarak belirlenmis hatlardan olusmaktadir.
Bu genetik kaynaklar ise genetik ¢esitlilikigin
oldukga onemli olup, bir bitki tiirliniin gen
havuzundaki  kalitsal  bilginin  zenginligini
icermektedir (Akbulut ve ark., 2014).

Degisik bolgelerden toplanan 125 adet
fasulye genotipinde yapilan bir ¢alismada ise
fasulye  genotiplerinin  bitkisel  6zellikleri
degerlendirilerek genotipler arasindaki gesitlilik
saptanmaya ¢alisilmistir. Calismada incelenen
Ozellikler genis bir varyasyon gostermis
ozellikle yiiz dane agirhgma gore genotipler
carpici sekilde Giiney Amerika ve Orta Amerika
orjinli olarak tespit edilmistir (Tiirkmen ve ark.,
2013).

Glinlimiizde  diinyada  oldugu  gibi
tilkemizde de molekiiler tekniklerin gelismesine
paralel olarak bitki 1slahinda da molekiiler
anlamda oOnemli gelismeler kaydedilmektedir.
Genotipik farkliliklarmn tespit edilmesinde ve bu
farkliliklarin  degerlendirilip bazi  tarimsal
Ozelliklerin se¢iminde RAPD ve ISSR gibi
standart molekiiler genetik laboratuvarlarinda
rahatlikla uygulanabilen molekiiler —markor
tekniklerin kullanimi olduk¢a yaygimlagmistir
(Hakki1 ve ark., 2007).

Fasulye i¢in ISSR primeri kullanilarak
yapilan bir ¢alismada 27 primerden 169 DNA
bandinim 129’u polimorfik bant olarak elde

edilmis ve yapilan kiimeleme analizi sonucunda
SK-222 ile SK-131 genotipleri arasinda Jaccard
katsayisina gore %70 benzerlik tespit edilmistir
(Isik, 2012).

Portekiz’de 88 adet yetistirme alanindan
toplanilmis ticari fasulye gesitleri arasindan taze
fasulye koleksiyonu iizerinde 17 Kkantitatif,
kalitatif ve biyomolekiiler ozellikler {iizerine
incelemeler yapilmis ve sonugta, Portekiz’e ait
olan taze fasulyelerde orijin, yetistirme ve
genetik ayrimlama belirlenmistir (Rodino ve
ark., 2001).

Galicia’daki  yerel fasulye cesitleri
arasindaki genetik farkliligin tespiti amaciyla
yapilan bir caligmada 66 adet yerel c¢esitte
protein band desenlerinin dagilimlar1 tespit
edilmis ve arastirma sonucunda yerel ¢esitler, 14
kantitatif ve 5 kalitatif 6zellik yoniinden cluster
analizi yontemine gore, 11 grup olusturmusglardir
(Escribano ve ark., 1998).

10 adet ISSR primeri kullanilarak yapilan
bir arastirmada elde edilen 92 bandin 82 tanesi
polimorfik olarak bulunmus ve ¢ farkli
cografyadan toplanan materyaller arasinda
Jaccard katsayist kullanilarak dort ana grup elde
edilmis ve genotipler arasinda ortak kan tasiyan
bireyler belirlenmistir. Bu genetik cesitlilik ise
fasulye genotiplerinin dogal olarak kendilenmesi
ile iliskilendirilmistir (Ortega, 2014).

Bu c¢aligmada teksel seleksiyonla islah
edilmis 34 ¢esit aday1 ve 3 ticari, ¢esit (Bulduk,
Ispir ve Sarikiz) ISSR teknigi kullanilarak
genetik akrabalik iligkileri ortaya konulmustur.

Materyal ve Yontem
Materyal

Arastirma  Selguk  Universitesi  Ziraat
Fakiiltesi Bahge Bitkileri Boliimii iklim odast,
sera  ve  laboratuvarlarinda  yapilmistir.
Cahigmada bitki materyali olarak Ulkemizin
cesitli yorelerinden toplanip seleksiyona tabi
tutulan ve agronomik 6zellikleri bilinen edilmis
34 fasulye c¢esit aday1 ile Sarikiz, Bulduk ve
Ispir gesitleri kullanilmustir.

Yontem

Deneme 2015 yili erken ilkbahar
doneminde hatlara ait tohumlarm Selguk
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri
seralarinda  tohum ekimi ile baslamistir.
Molekiiler ~ caligmalar  igin  bitkiler fide

doneminde iken gen¢ yapraklardan her
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genotipden ayri1 olarak 12’ser yaprak Ornegi
alimmis; toplamda 444 bitkinin izolasyonu
yapilmugtir. Izolasyon islemi Doyle ve Doyle
(1987)’'in  gelistirdigi CTAB  metodundan
uyarlanan bir yontemle yapilmustir.

DNA’larin CTAB metodu ile izolasyonun
ardindan elde edilen genomik DNA’nn 230, 260
ve 280 nm dalga boylarinda yapilan okumalarla
kalite ve kantite analizleri yapilmistir. Elde

edilen stok DNA soliisyonundan 40ng/pl olacak

sekilde calisma konsantrasyonlarina
seyreltilmistir. Her genotip ic¢in ayr1 ayri
izolasyonu yapilan 12 6rnek 6’sarli olarak iki
gruba ayrilmig ve toplam 37 genotip igin iki adet
Bulk Set (her birinin igerisinde 6 adet genotipe
ait DNA karisimi) olusturulmustur. Bdoylece
genotiplerin  birbirleriyle olan akrabaliklar
popiilasyonu biitiin olarak inceleme olanagi
saglanmistir.

PCR caligmalart ise 40ng/pl olan ¢alisma

konsantrasyonlarinda, olusturulan Bulk Setler
tizerinden gergeklestirilmistir.

Genotipler arasindaki genetik iliskiler,
akrabalik dereceleri dominant karakterli bir
markor sistemi  olan ISSR (Inter Simple
Sequence Repeat) tekniginden yararlanarak
belirlenmistir. Calismada; 27 adet ISSR primeri
denenmis olup bunlar arasindan akrabalik
iliskilerini belirlemede bilgi verici nitelikte olan
21 adedi ile tamamlanmustir.

ISSR teknigi son zamanlarda bitkisel
arastirmalarda siklikla kullanilan
tekrarlanabilirliligi ~ yiiksek ~ bir ~ molekiiler
karakterizasyon aracidir. Yontemin uygulanmasi
icin az miktarda DNA 6rneginin bulunmasi
yeterlidir.

Di-, tri-niikleotid tekrarlarinin siklikla yer
aldigi Okaryotik genomlarda yaygin olarak
kullanilan ve bu basit tekrar dizilerinin analizine
dayanan bir yontemdir. Genomlara 6zgi
olabilen bu tekrar dizileri kodominant
karakterizasyona olanak saglamakla birlikte, bu
tekrar dizilerinin kendileri ve uzantilari primer
olarak kullanildiginda ise spesifik olmayan
dominant 6zellikte markorler haline doniistirler.
Calismamizda bu tip markoérler kullanilmigtir.

Bulgular ve Tartisma

Yapmis oldugumuz ¢alismada teksel
seleksiyon yoluyla elde edilen genotiplerden
DNA izolasyonlar1 gergeklestirilerek, 21 adet

ISSR  primeri ile PCR
gerceklestirilmistir.

amplifikasyonu

PCR isleminin ardindan skorlanan bantlar
Bulk 1 ve Bulk 2 i¢in ayr1 ayri1 degerlendirilip
her ¢esit adayi icin benzerlik ya da farkliliklart
belirlemek amaciyla, ayni satirdaki bantlara
bakilarak elde edilen sonuglar 1 var, 0 yok,
caligmayan ornek igin  ise 9  seklinde
skorlanmustir (Sekil 1).

Skorlama sonucunda ise Bulk 1 i¢in 104
adet, Bulk 2 i¢in 108 adet polimorfik bant elde
edilmistir (Cizelge 1).

Sonug¢

Olusturulan Bulk Setler i¢in NTSYS
pc2.1 paket programi kullanilarak Simple
Matching benzerlik indeksine gore genotiplerin
aralarindaki iliskiler ortaya konmustur (Sekil 2).

Buna gore kullanilan standart gesitler ile
calismadaki ¢esit adaylarmin iki farkli grupta
yer aldiklari goriilmiistiir. Her iki Bulk grubunda
da analiz sonuglarinin benzerlik gosterdigi
saptanmig ve bu veriler Mantel Testi ile analiz
edilmistir. Ayrica Temel Koordinatlar Analizide
yapilmis olup dendogram ile sonuglarin
benzerlik gosterdigi goriilmustiir.

Ayni matriksten elde edilen sonuglarin
kullanilmas1 ile yapilan temel koordinatlar
analizinde ise  dendogramdaki  sonuglar
paralelinde genetik iliskiler vektdrel gosterimle
ele almmgstir. NTSYS pc2.1 paket programinda
Mantel grafigi ¢izilmis ve bulk setlerin
birbirlerine olan r degeri (benzerlik orani)
0.74617 olarak bulunmustur (Sekil 3).
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Cizelge 1. Bulk setlerde kullanilan ISSR primerlerinin bant bilgileri

BULK-1 BULK 2
Kullanilan Skorlanan Polimorfik Polimorfizm Skorlanan Polimorfik Polimorfizm Yiizdesi
Primerler Fragman Fragman Yiizdesi Fragman Fragman
F1 4 2 50 4 2 50
F2 9 9 100 10 10 100
F3 3 2 66.6 3 3 100
F4 3 2 66.6 3 2 66.6
F5 5 3 60 4 3 75
F7 4 3 75 4 3 75
F8 3 2 66.6 3 2 66.6
F9 2 1 50 2 1 50
M1 5 5 100 5 5 100
M2 6 5 83.3 7 6 85.7
M3 8 8 100 8 8 100
M4 4 3 75 4 3 75
M5 11 11 100 11 11 100
M7 4 4 100 4 4 100
M8 5 5 100 5 5 100
M10 6 6 100 7 7 100
M12 6 6 100 6 6 100
MI13 4 3 75 4 3 75
MI15 9 8 88.8 9 8 88.8
M17 9 9 100 9 9 100
M18 7 7 100 7 7 100
TOPLAM 119 104 87.3 121 108 89.25
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Sekil 1.Kullanilan F5 primeri i¢in agaroz jel elektroforez goriintiisii (Ust Bulk 1-Alt Bulk 2)

Sekil 2. Bulk-2 i¢in Simple Matching benzerlik indeksine gore olusturulmus dendogram

Sekil 3. Bulk 1 ve Bulk 2 i¢in olusturulmus Mantel grafigi





