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Ozet

Ulkemizde 6nemli bir iiretim potansiyeline sahip olan fasulyede Bean common mosaic virus (BCMV), Bean
common mosaic necrosis virus (BCMNV) viral hastalik etmenleri 6nemli verim kayiplarina yol agmaktadir. Son
yillarda yayginlasan molekiiler markérler yardimiyla dayaniklilik genlerinin tespiti calismalari viriis inokulasyonu
gerekmeksizin bitkilerde s6z konusu genlerin belirlenebilmesini mimkin kilmaktadir. Bu ¢alismada lilkemizde
yer alan 43 tescilli fasulye cesidinde BCMV ve BCMNV viriislerine karsi muhtemel dayanikhlik 3 farkh gen (bc-172,
1, bc-3) ile iliskili 4 farkli markor (SBD-5, SW-13, ROC11/420-350, elFE4) yardimiyla incelenmistir. Elde edilen
verilere gore 43 fasulye ¢esidinin BCMV ve BCMNV etmenlerine karsi dayaniklilikta rol oynayan bazi genlere sahip
oldugu belirlenmistir. Elde edilen markor destekli tarama sonuglarinin virls inokulasyonu ve patojenisite
calismalari ile desteklenmesi 6ngoriilmistiir. S6z konusu markorler yardimiyla yerel fasulye gesitlerinin ve gesit
tescil adaylarinin virtslere dayanikliik genleri degerlendirilerek tescil o6zelliklerinin gliclendirilebilecegi
diistintilmektedir.

Anahtar kelimeler: Fasulye, BCMV, BCMNV, dayaniklilik, gen.

Identification of Genes Related to Resistance for Bean common mosaic virus and Bean
common mosaic necrosis virus in Commercial Common Bean Cultivars in Turkey

Abstract

Bean common mosaic virus (BCMV) and Bean common mosaic necrosis virus (BCMNV) pathogens lead to
significant yield losses in common bean, which have a significant production potential in our country. The
identification of resistance genes with the help of molecular markers has become widespread in recent years
due to possibility to determine the genes in plants without virus inoculation. In this study, probable resistance
to BCMV and BCMNYV viruses in 43 commercial bean cultivars in our country were examined using 4 different
markers (SBD-5, SW-13, ROC11/420-350, elFE4) related to 3 genes ((bc-12, 1, bc-3). According to the obtained
data, 43 commercial bean cultivars were found to have some genes which play a role in resistance to BCMV and
BCMNV pathogens. The obtained marker-assisted screening results are supposed to be supported by virus
inoculation and pathogenicity studies. With the help of these molecular markers, it is considered that the registry
characteristics of the common bean landraces and candidate beans for registration can be supported by checking
the resistance genes of the viruses.

Key words: Bean common, BCMV, BCMNYV, resistance, gene.

Giris kuru olarak tiketilebilen fasulyenin insan
Fasulye (Phaseolus vulgaris L.), Leguminosae beslenmesinde 6nemli bir yeri vardir (Bozoglu,
familyasinda yer alan bir baklagil bitkisidir. Taze ve 1995). TUIK (2017) verilerine gére lilkemizde 267
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kg/da olmak lzere 897.221 da alanda kuru fasulye
Uretimi yapilmis olup ayrica 630.347 ton taze
fasulye Uretimi  gerceklestirilmistir.  Ulkemiz
tariminin  6nemli faaliyetleri asarinda yer alan
fasulye yetistiriciliginde bircok fungal, bakteriyel ve
viral etmen hastaliga neden olmakta ve {riln
kayiplarina yol agmaktadir (Deligéz ve ark., 2015).
Bean common mosaic virus (BCMV) ve Bean
common necrosis mosaic virus (BCMNV) fasulyenin
dinyada ve llkemizde en yaygin ve ekonomik
acidan 6nemli olan virGsleri arasinda yer almaktadir.
Hem BCMV hem de BCMNV, tek iplikgikli, pozitif
duyarhlikta bir RNA genomuna sahiptir (Larsen ve
ark., 2011). Potyviridae familyasi, Potyvirus cinsinde
yer alan BCMV ve BCMNV vyaprak bitleri ile non-
persistent sekilde taginmakta, ayrica mekanik olarak
bitki 6z suyu ile tarimsal ekipmanlarla, tohumla ve
polenle yayilabilmektedir.

Fasulye bitkisinde BCMNV ve BCMV
izolatlarina karsi dayaniklilik, bir adet dominant /
geni ve dort adet resesif gen (bc-u, bc-1/bc-12, bc-
2/bc-2% ve bc-3) olmak lizere beg farkli dayaniklilik
geniyle saglanmaktadir. Ayrica bc-1 ve bc-2 genlerin
her biri ikiser allele sahiptir (Drijfhout 1978).
BCMNV ve BCMV etmenleri, s6z konusu bes
dayaniklilik geniyle ilgili olarak 1 ila 8 arasinda
numaralandinimis 8 farkh  patogruba (PG)
ayrilmaktadir (Feng ve ark. 2017). BCMNV sadece
PG-3 ve PG-6 ile iliskili bulunurken BCMV, sekiz
grubun hepsiyle iliskili olarak bulunabilmektedir
(Feng ve ark., 2015).

Dominant [/ geninin 30 °C'nin altindaki

sicakhiklarda BCMV’nin  tim rklarina  karsi
dayaniklilik sergiledigi ve simptomlarin
maskelendigi rapor edilmesine ragmen 30 °C’nin
Ustindeki sicakliklara bitkide genel nekroz

hakimiyetinin goruldtgi bildirilmistir (Collmer ve
ark., 2000). / geni bulunduran gesitlerin ticari fasulye
yetistiriciliginde tercih edilmesinden bu yana
BCMNV’e karsi cesit hassasiyetlerinde artislar
gozlenmistir. BCMV ve BCMNV’ e karsi dayanikli
oldugu degerlendirilen cesitlerde zaman zaman
sistemik enfeksiyon gorilse de ilave bazi genler ile
bu durumun genel nekroza donismedigi
gorulmustir (Feng ve ark., 2017).

1992 yilindan 6nce BCMNV, BCMV’nin bir alt
tiri olarak dustnilmis, bu sebepten otiri
biyolojik ¢alismalar siklikla BCMV (izerinden
yuratilmustir (Vetten ve ark. 1992). Bu sebeple
fasulyenin 6nemli bir viral hastaligi olan BCMNV
hakkinda hala kisitl bilgi mevcuttur. Oyle ki
GenBank veri kayitlari incelendiginde BCMNV ile
ilgili olduk¢a az sayida dizi bilgisinin yer aldigi
gorilmektedir. Bu bilgi eksikliginin giderilmesinde
virise ait genomik sekans bilgilerinin yani sira,
fasulye bitkisinin  sahip oldugu dayanikhlik
genlerinin de incelenmesi gerekmektedir. Bu
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sayede BCMNV’e ait degisik PG gruplarinin aciga
¢ikarilmasi mimkin olacaktir (Feng ve ark., 2017) .

Markor yardimiyla dayaniklilk genlerinin
tespiti galismalari viris inokulasyonuna gerek
duymadan bitkilerde s6z konusu genlerin
belirlenebilmesine imkan saglayabilmesi nedeniyle
gunimizde yogun olarak kullanilan bir ydntemdir.
Bu yontem, molekiler testlerin akabinde virls
inokulasyonu ile kombine edilerek, 6zellikle
virlslere kargi dayanikli gen havuzu olusturma ve
seleksiyon programlarinda kolayliklar
saglamaktadir. Ulkemizde yapilan bir galismada
Deligdz ve S6kmen (2013) ikisi tescilli olmak lizere
bes fasulye cesidi ve bir islah hattinin BCMV ve
BCMNV*"ye karsi dayaniklilik duzeylerinin ve sahip
olduklari dayaniklilik genlerinin durumlarini ilgili
genlere spesifik primerler ile PCR yapmak suretiyle
kontrol  etmislerdir.  Gergeklestirdigimiz  bu
calismada Tohumluk Tescil ve Sertifikasyon Merkez
MUudurlGagi tarafindan tescillenmis olan 43 adet
fasulye ¢esidi (Tablo 1) BCMV ve BCMNV virlislerine
karsi sahip olduklari genlerin varligi bakimindan
incelenmis, dayanikliliga isaret eden s6z konusu
genlerin molekuler karakterizasyonlari
gergeklestirilmistir.

Materyal ve Yontem

Calismada kullanilan fasulye gesitlerine ait
tohumlar 23 °C sicaklikta gimlendirilmis, 3-5 yaprakh
doéneme ulagan bitkilerden DNA izolasyonu GenelET
Plant Genomic DNA Purification Kit (Thermo
Scientific) kullanilarak ilgili firmanin talimatlar
dogrultusunda gerceklestirilmistir. Her bir fasulye
cesidinden ve kontrol amaciyla temin edilen (USDA-
ARS) ayirici set genotiplerinden (Tablo 3) elde edilen
DNA’lar, virlslere dayanikliigi ifade eden farkl
genlerle iligkili molekiiler markérler yardimiyla
taranmistir. Bu amagla Tablo 2’de belirtilen
markérler kullanilmistir. PCR amplifikasyonlari 0.2
UM dNTPs, 0.3 uM primer, 1.5 mM MgCl,, PCR
buffer, 10-20 ng DNA, 1 U Taq DNA polimeraz iceren
25 ul’ lik hacimlerde gerceklestirilmistir. Elde edilen
PCR driinlerini %1.4’lik agaroz jelde 100 V’da
elektroforetik olarak ayrilarak goézlemlenmistir.
Beklenilen PCR drinlerinin buyuklikleri ise 100 bp
DNA ladder kullanilarak tespit edilmistir.

Bulgular ve Tartisma

BCMV ve BCMNV viriislerine karsi fasulye
cesitlerinde dayanikhlik saglayan gen lokuslarinin
molekiiler markorlerle belirlenmesi igin yapilan
caismada 43 fasulye genotipinden  DNA
ekstraksiyonu yapilmis ve bu o6rnekler 4 farkli
markoér ile incelenmistir. PCR sonuglarina gore
virtslere dayanikliliktan sorumlu genlerin testlenen
cesitler bilnyesindeki dagihmi  Tablo 4 ’‘de
gosterilmistir.
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Tablo 1. Calismada kullanilan tescilli fasulye genotipleri.

No Cesit adi Tiiradi No Cesit adi Tiiradi No Cesit ad Tiir ad
1 Zilbiye KF* 16 Batall KF 31 Cihan KF
2 Remi TF 17 Goksun KF 32 Bulduk KF
3 Ozdemir KF 18 Mecidiye KF 33 40 Gunlik TF
4  Kantar-05 KF 19 4F-89 Fransiz TF 34 Bourgondia TF
5 Sazova 1949 TF 20 Bona TF 35 Karabacak TF
6 Gina TF 21 Romano 26 TF 36 Akin KF
7  Karacasehir 90 KF 22  Klas TF 37 Akman 98 KF
8 Alman Ayse-4 TF 23 Goynik 98 KF 38 Terzibaba KF
9 Zirve KF 24 Giingor KF 39  Onceler 98 KF
10 Isikhi TF 25 Elkoca-05 KF 40 Berrak KF
11 Askiz TF 26  Sembol TF 41  Yakutiye 98 KF
12 Mina TF 27 Aras 98 KF 42  Akdag KF
13 Sarikiz TF 28 Nina TF 43  Arslan KF
14 Helda TF 29  Sururbey KF
15 Albeni TF 30 Sdlun TF
“KF: Kuru Fasulye, TF: Taze Fasulye.
Tablo 2. Markorler ve PCR kosullari.
Primer Dizi Dongiiler Gen Bant Kaynak
95°C 4 min; Haley et al.,
i SOOIy WSOt ers
5'-CACAGCGACAGGAGGAGCTTATTA -3’ ) N N
min 35 doéngl Fourie et
ve 72°C5 min al.,2004
95°C 4 min;
SBD-5S 5'-GTGCGGAGAGGCCATCCATTGGTG-3’ 4913 i107sé°fic5 g be-12 1250 Miklas et al.,
5'-GTGCGGAGAGTTTCAGTGTTGACA-3' T N 2000
min 35 dongi
ve 72°C 5 min
95°C 4 min;
ROC11 5'-CCAATTCTCTTTCACTTGTAACC-3' ig SC 17(;5&6350(5: be-3 420 Johnson et al.,
5'-GCATGTTCCAGCAAACC -3’ S 1997
35 doéngu ve
72°C 5 min
95°C 3 min;
eIFE4 5'-ACCGATGAGCAAAACCCTA-3' 23 SC 272$C52?)(s: be-3 541 Naderpour et
5'-CAACCAACTGGTATCGGATT-3’ i (381/160) al., 2010
40 dongu ve
72°C 5 min
Tablo 3. Calismada kullanilan ayirici settler (USDA-ARS).
Genotip Gen Havuzu
Michelite MA™
MDRK (Michigan Dark Red Kidney) A
Perry Marrow A
Cornell 49242 MA
Widusa MA
TO MA
TU MA
Ouro Negro MA

*MA=Middle American gen havuzu; A=Andean gene havuzu.
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Tablo 4. Cesitlerin sahip oldugu dayaniklilik genlerinin dagilimi.

No Cesit bc-12 (SBD-5) I geni (SW-13) bc-3 (ROC11) bc-3 (elFE4)
1 Zulbiye + + + -
2 Remi + + + -
3 Ozdemir + + -
4 Kantar-05 + - + -
5 Sazova 1949 + + + -
6 Gina + + + -
7 Karacasehir 90 + - + -
8 Alman Ayse-4 + + + -
9 Zirve + + + -
10 Isikh + + + -
11 Askiz + + + -
12 Mina + + + -
13 Sarikiz + + + -
14 Helda + - + -
15 Albeni + + + -
16 Batalli - + + -
17 Goksun + - + -
18 Mecidiye + - + -
19 4F-89 Fransiz + - - +
20 Bona + + + -
21 Romano 26 + + + -
22 Klas + + + -
23 Goynik 98 + + + -
24 Gungor + - + -
25 Elkoca-05 + - + -
26 Sembol + + + -
27 Aras 98 + + + -
28 Nina + + + -
29 Sururbey + + + -
30 Sultin + + + -
31 Cihan + + + -
32 Bulduk + + + -
33 40 Ginluk + - + -
34 Bourgondia + + + -
35 Karabacak + - + -
36 Akin + + + -
37 Akman 98 - + + -
38 Terzibaba + + + -
39 Onceler 98 + + + -
40 Berrak + + + -
41 Yakutiye 98 + + + -
42 Akdag + + + -
43 Arslan - + - -
Molekiler taramalar neticesinde SBD-5 yurittiikleri calismada bitiin - érneklerin  bc-12

markoérd yardimiyla 1250 bp biiytkligiinde bantlar
elde edilmistir (Sekil 1). SBD-5 markori ile yapilan
taramalarda Batalli ve Arslan gesitleri haricindeki 41
adet cesidin, s6z konusu bc-12 genine sahip oldugu
belirlenmistir. Elde edilen sonuglar beklenen bant
blylikligli bakimindan ve ¢alismada taranan
cesitlerdeki bc-12 geninin oransal dagilimi acisindan
Pasev ve ark. (2014) ile értiismektedir. Ulkemizde
Deligbz ve Sokmen (2013) SBD-5 markoriini
kullanarak 5 fasulye cesidi ve 1 islah hatti ile
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genine sahip olduklarini belirlemislerdir.
Bilgilerimize gore fasulyede bc-12 geninin varliginin
tespitinde SBD-5 markoriiniin (Miklas ve ark., 2000)
disinda kullanilan baska bir markor
bulunmamaktadir. Yiksek pozitif sonuglarin varhgi
sebebiyle SBD-5 markérii ile be-12 geninin varhiginin
tespitinde yardimci unsurlarla desteklenmesinin
gerektigi bildirilmistir (Strausbaugh ve ark., 2003).
Bu calismada, SBD-5 markéri ile ilgili bc-12 geni
neredeyse cesitlerin tamaminda pozitif sinyal
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vermistir. I geninin varhiginin tespitinde kullanilan
SW-13 markori ile yapilan taramalarda 690 bp
buyukligiinde amplifikasyonlar gergeklesmis ve 32
¢esidin |/ genine sahip oldugu belirlenmistir. Bu
sonuglara gore Haley ve ark. (1994) Melotto ve ark.
(1996); Pasev ve ark. (2014) ile ayni blyikliukte bant
gorintileri elde edilmistir. Ulkemizde Deligbz ve
Sokmen (2013) 5 fasulye gesidi ve 1 1slah hattinda /
geninin varhginin tespiti amaciyla SW-13 ve SBD-15
markéru ile multiplex-PCR ile taramislardir. Elde
edilen sonuglara gore SW-13 markori ile 690 bp
biiyiikligiinde bantlar elde edilmis ve Ozeren Seker,
4F-3260 ve Zilbiye c¢esitlerinin pozitif bant
gorantileri verdigini belirlemislerdir. Arastirma
sonuglarina gore Zilbiye cesidi / geninin varligi
bakimindan pozitif bant vermistir. Zulbiye gesidinin
I genine sahip olmasi bakimindan benzer sonuglar
gostermekle beraber, s6z konusu gesidin virtslere
dayanikliik  bakimindan tercih  edilebilirligini
kuvvetlendirmistir. Diger bir SCAR markor olan
ROC11/420-350 primeri ile cesitler arasinda bc-3

-
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Sekil 1. Arastirmada olusan bant profilleri.

A) SBD-5 markori ile elde edilen bir bant
goriintlisii. M: Marker, 39: Onceler-98 40: Berrak,
41:Yakutiye 98, 42: Akdag, 43: Arslan, Perry
Marrow (+), Cornell 49242 (-), Michigan Dark Red
Kidney (+), NT: Non-template.

geninin varligi aranmistir. Beklenen 420 bp
blytkliginden farkh olarak 350 bp biylkliginde
bantlar elde edilmistir. Arastirma bulgular ile
beklenen sonuglar arasindaki bu farkliliga Pasev ve
ark. (2014)’da da rastlanilmistir. Bu farkliligin SW-13
primerinin yiksek delesyon olusturma
potansiyelinden dolayi meydana geldigi
varsayllmaktadir. Beklenenden farkh biyUklikte
bant goriintlleri elde edilmis de olsa bc-3 geninin
varhginin teyit edildigi varsayilmakta olup ilgili 41
¢esidin bc-3 genine sahip oldugu degerlendirilmistir.
Bir CAPS markor olan ve bc-3 geninin varliginin
saptanmasinda kullanilan elFE4 ile yapilan
taramalar neticesinde sadece 1 c¢esidin (4F-89-
Fransiz) bc-3 genine sahip oldugu belirlenmistir.
Elde edilen sonuglara gore ¢alismamiz Naderpour ve
ark. (2010) ile benzerlik gostermistir. Pozitif bant
veren ornekler Rsal enzimiyle kesilmis (Naderpour
ve ark., 2010) ve sadece bir cesitte (4F-89 Fransiz)
381+160 bp blytkligiinde bant profilleri elde
edilmistir (Sekil 1).
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B) elF4E markori ile elde edilen bir bant
gorlintlsi. M: Marker, 15: Albeni, 16: Batalli, 17:
Goksun, 18: Mecidiye, 19: 4F-89 Fransiz, 20: Bona,
21: Romano-26, 22: Klas, NT: Non-template (Rsal
enzimiyle kesilmistir).
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C) SW-13 markoru ile elde edilen bir bant
goriintlisii. M: Marker, 39: Onceler-98 40: Berrak,
41:Yakutiye 98, 42: Akdag, 43: Arslan, NT: Non-
template, TO (+), Michigan Dark Red Kidney (-),
Widusa (+).

D) ROC11/420-350 markori ile elde edilen
bir bant goriintiisi. M: Marker, 39: Onceler-98 40:
Berrak, 41:Yakutiye 98, 42: Akdag, 43: Arslan, Perry
Marrow (+), TO (+), Cornell 49242 (-), NT: Non-
template.

Sonug ve Oneriler

Bu calismada kullanilan 43 fasulye gesidinin
BCMV ve BCMNV'’ye karsi dayanikhlikta rol oynayan
bazi genlere sahip oldugu belirlenmistir. Elde edilen
molekuler veriler 1si8inda  dayanikliik  geni
bulunduran  gesitlerin  virlis  inokulasyonuyla
desteklenerek reaksiyonlarinin él¢tilmesi ¢calismanin
ciktilarini destekleyecektir. inokulasyon sonucu elde
edilen sonuglarin molekiler veriler ile birlikte
degerlendiriimesi  fenotipik olarak markérlerin
basarisini teyit etmis olacaktir. Ulkemizin yerel
uretim profili gdz o©nune alindiginda fasulye
acisindan tescil adayi Gmitvar fasulye hatlarinin s6z
konusu virlslere dayaniklilik bakimindan
incelenmesi 6nerilmektedir. Elde edilen verilerin,
islah calismalarini  destekleyici 6zellikte olmasi
ongorulmektedir.
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