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ONSOz

Ulkemizde hem kuru hem de taze olarak tiiketilen fasulye insan beslenmesi acisindan
énemli bir gida maddesi olarak tiiketilmektedir. Ulkemizde gerek ekonomik gerekse
insan beslenmesi agisindan 6énemli yere sahip olan fasulye yiksek bir genetik cesitlilige
sahiptir. Bitki genetik kaynaklarinin karakterizasyonunun amaci Oncelikle tohum
ornekleri veya populasyonlari arasindaki genetik varyasyonu ortaya koymak ve bu
ornekler ile populasyonlar arasindaki genetik varyasyon miktari ve dagilimini tespit
etmektir. Bitki genetik kaynaklarinin morfololojik 6zelliklerinin tespit edilmesi ve
bununla birlikte molekuler yodntemler ile taranarak genetik acidan incelenmesi,
genotipler arasindaki genetik iliskilerin ve akrabalik duzeylerinin belirlenmesi ileride

yuratulecek islah calismalari icin bir temel olusturmaktadir.

Yapilan bu calismada iPBS markdr yontemi kullanilarak, Erzincan yoresinden toplanan
bazi yerel barbunya ve taze fasulye genotiplerinin arasindaki genetik farkliliklar ortaya
konmustur. Bu calismanin sonunda elde edilen verilerinin sonucuna gore, genotipler
arasindaki varyasyon tespit edilerek bu dogrultuda yapilacak olan islah calismalari igin
bir alt yapi olusturmasi, Ulkemizdeki taze fasulyedeki tanimlama c¢alismalarinda
butinlik saglamasi ve ayni zamanda islahgilarin is yiki ve masraflarinin azaltiimasi

hedeflenmistir.

Bu calisma Atatiirk Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi

tarafindan desteklenmistir.
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OZET

Bitki genetik kaynaklan Ulkelerin en degerli kaynaklarini meydana getirmektedir. Bu
kaynaklarin arasindaki genetik varyasyonun belirlenmesi ve bu dogrultuda islah
cahismalarinda kullanilmasi biylk 6nem arz etmektedir. Erzincan'da yaygin yetistiriciligi
yapilan barbunya ve taze fasulye genotiplerinin genetik cesitliliginin belirlenmesi amaciyla
toplanan 71 fasulye genotipi (41 barbunya ve 30 taze) ile dort ticari gesit (Aleyna, Gina,
Perolar ve Serra) incelenmistir. Bu genotiplerin genetik cesitliliginin iPBS (Primer arasi
baglanma yeri) isaretcileri kullanilmustir. iPBS isaretcileri kullanilarak yapilan degerlendirmede
polimorfizm orani tim primerlerde %100 olarak belirlenmistir. Allel sayisinin primerlerde 13
ile 69 arasinda (ortalama 37.14) degistigi belirlenmistir. iPBS verilerine gore yapilan kimeleme
analizine gore genotipler 4 gruba ayriimistir. Genetik yapi analizi sonuglarina gore, fasulye

genotiplerinin iki alt-populasyona ayrildigr belirlenmistir. Fasulye toplanan bdlgelerin

genotiplerinin cogunun ayni gruplarda yer aldigi gézlemlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Fasulye, genetik varyasyon, molekuler, iPBS



ABSTRACT

Plant genetic resources are the most valuable resources of the countries. Determination of
genetic variation among these sources and use in breeding studies in this direction are of
great importance. In order to determine the genetic diversity of the pinto bean and fresh
bean genotypes cultivated widely in Erzincan, 71 (41 pinto bean and 30 fresh bean) bean
genotypes collected and four commercial varieties (Aleyna, Gina, Perolar and Serra) were
investigated. iPBS (Retrotransposon-based inter-primer binding) markers was been used in
examining the genetic diversity of these genotypes. The percentage of polymorphic for iPBS
primers was 100% for all alleles. It is determined that the number of allele was changed
between 13 and 69 (mean 37.14) in primers. According to the clustering analysis made
according to iPBS data, genotypes were divided into 4 groups. According to the results of the
genetic structure analysis, the bean genotypes was divided into two sub-populations. It has
been observed that most of the genotypes of bean-gathering regions are located in same

groups.

Keyword: Bean, genetic variation, molecular, iPBS



1. GIRiS

Fasulye (Phaseolus vulgaris L., 2n = 2x = 22) gerek diinyada gerekse Ulkemizde son derece
genis alanlarda yetistirilen, baklagiller familyasina ait kendine tozlanan 6nemli bir ttrdar
(Dursun 1999; Maras et al. 2008; Yeken et al. 2018). Bu familya icerisinde yer alan Phaseolus
vulgaris L. kiltlrl yapilan fasulye tirlerinin biylk cogunlugunu meydana getirmektedir
(Ulukapr ve Onus 2012; Akbulut et al. 2013). Ulkemizde hem kuru hem de taze olarak
tlketilen fasulye insan beslenmesi acisindan énemli bir gida maddesi olarak tiketilmektedir
(Tan 2002). Bunun sebebi, yliksek miktarda protein (yaklasik %22,6) ve karbonhidrat (%56)
icermesidir (S6zen vd 2014a). Buna ek olarak 6zellikle mineral maddelerce (Potasyum, Fosfor,
Kalsiyum, Magnezyum, Kukurt, Demir ve Mangan) zengin olan fasulye 6énemli bir demir
kaynagidir. 100 g fasulye ortalama 5-15 mg civarinda Fe ihtiva etmektedir (Geil and Anderson
1994; Welch et al. 2000; Cejas et al. 2013). Ayrica, fasulyede kikirt iceren aminoasitler diger
baklagillere gore daha fazla bulunmakta ve bu 06zelligi fasulyedeki proteininin biyolojik
degerinin yuksek olmasina sebep olmaktadir (Broughton et al. 2003; Cavusoglu ve Akgin
2007). Diger yandan, bilinyesinde cesitli vitaminler de (A, D, E ve K) ihtiva eden fasulye tim bu
dzelliklerinden dolayi insan saghgi agisindan énemli bir yere sahiptir (Ulker ve Ceyhan 2008;
Zargar et al. 2016).

2016 yili verilerine gore, diinyada 29 392 817 ha alanda 26 833 394 ton kuru, 1 557 233 ha
alanda ise 23 595 714 ton taze fasulye tretimi yapiimistir (Anonymous 2016). Ulkemizde ise
91 110 ha alanda 215 000 ton kuru, 57 898 ha alanda ise 722 749 ton taze ve barbunya
fasulye Uretimi gerceklestirilmistir (Anonim 2017). Bu istatistiklere gore tlkemiz kuru fasulye
dretiminde yirmi ikinci, taze fasulye Uretiminde ise Cin, Endonezya ve Hindistan'in ardindan
dordlncu sirada yer almaktadir (Anonymous 2016).

Ulkemizdeki tarim bélgelerinden biri olan Kuzeydogu Anadolu tarim bélgesinde bahce
bitkileri ve O6zelliklede sebze tarimi genellikle boélgede bulunan mikroklima alanlarda
gerceklestiriimektedir. Bolgede son istatistiki verilere gére 8 288 ton kuru, 13 495 ton taze
fasulye Uretilmistir. Bu degerlere gore, tlkemiz kuru fasulye Gretiminin %3,85'i ve taze fasulye
dretiminin ise %1,9'u bu bolgede gergeklestirilmistir. Kuzeydogu Anadolu bdlgesinde ise iklim

bakimindan mikroklima 6zellige sahip olan Erzincan ilinde bahge bitkilerinin Gretimi yogun



olarak yapilmaktadir. Bolgede Uretimi yapilan kuru fasulyenin %69,8'i, taze ve barbunya
fasulyenin ise %20'si Erzincan ilinde gergeklestiriimektedir (Anonim 2017).

Fasulyenin iki Gnemli gen merkezi vardir. Bu merkezlerden biri Orta Amerika digeri ise Gliney
Amerika bélgesidir (Ulukapi ve Onus 2012). Fasulyenin ilk olarak M.O. 7000 yillarinda
Meksika'da kiltire alindigi ve buradan da 16. yy'da Ispanyollar tarafindan Avrupa'ya
getirildigi belirtilmektedir. Ginimuzde Ulkemizin hemen hemen her bdlgesinde yetistiriciligi
yapilan fasulye zaman icerisinde gerek dogal seleksiyon gerekse yapay seleksiyonlarla
Ulkemizdeki bolgelere yayllmis olup bu yorelere 6zgi olan ve bu bdlgelere has isimlerle
anilan populasyonlar meydana getirmistir (Ergtin 2005; Isik 2012).

Ulkemiz bircok bitki tiriiniin gen merkezi olmasinin yani sira, bitki genetik cesitliligi
bakimindan diinyada énemli bir yere sahiptir. Bununla birlikte Glkemiz ayni zamanda, fazla
sayida bitki turinde oldugu gibi sebze turleri bakimindan da olduk¢a zengin gen
kaynaklarina sahiptir. Ulkemizde gerek ekonomik gerekse insan beslenmesi acisindan énemli
yere sahip olan fasulye yuksek bir genetik cesitlilige sahiptir. Bitki genetik kaynaklarinin
karakterizasyonunun amaci 6ncelikle tohum 6rnekleri veya popllasyonlari arasindaki genetik
varyasyonu ortaya koymak ve bu o&rnekler ile populasyonlar arasindaki genetik varyasyon
miktari ve dagihmini tespit etmektir (Piergiovanni et al. 2006; Akbulut et al 2013). Bitki
genetik kaynaklarinin morfololojik 6zelliklerinin tespit edilmesi ve bununla birlikte molekdler
yontemler ile taranarak genetik agidan incelenmesi, genotipler arasindaki genetik iliskilerin ve
akrabalik duzeylerinin belirlenmesi ileride yuratulecek 1slah ¢alismalari icin bir temel
olusturmaktadir (Tan 2010; Sarikamis 2014).

Fasulye genotiplerinin beslenme ve tarimsal O6zelliklerini gelistirmek icin, geleneksel
(morfolojik belirtegler) ve ileri yaklasimlarin (biyoteknolojik veya molekiler ydntemler)
entegre oldugu ¢ok sayida islah programi yirutilmektedir (Cejas et al. 2013).

Yerel fasulye genotipleri arasindaki iliskinin belirlenmesi ve tanimlanmasi icin morfolojik
ozelliklerin degerlendirilmesi dnemli geleneksel bir yontemdir. Morfolojik 6zelliklerine gore
bir bitki diger bitki grubundan morfolojik isaretgiler ya da belirtecler (meyve eti, gicek yapisi,
yaprak sekli ve tohum gibi) ile ayrilabilmektedir (Ekincialp 2012). Ancak, morfolojik 6zellikler
cevre sartlarinin etkisiyle degisiklik gosterebilmekte ve bu ylzden kullanimi sinirli kalmaktadir.
Bu anlamda guiniimiizde morfolojik 6zelliklerin yaninda molekiler ydntemler ve bunun tespiti

icin molekdiler isaretciler kullaniimaktadir. Clinkii molekuler analizler, cevresel etkilere bagl



olmaksizin ek bilgiler saglar ve fasulyede genetik cesitlilik, popilasyon yapisi ve filogenetik
iliskilerin incelenmesi ve genetik haritalama igin dnemli bir yontemdir (Beebe et al. 1995;
Bitocchi et al. 2013; Blair et al. 2009; Metais et al. 2000; Shi et al. 2011; Scarano et al. 2014).
Ustelik bitki genetik kaynaklarinin DNA analizinin yapilmasi kiiltiir(i yapilan yerel cesitlerdeki
homonim ve sinonimlerinin olasi durumlari ve tohum koleksiyonlarindaki tekrarli dizileri
tespit etmek icin dnemlidir (Rao et al. 2009; Corrado et al. 2014).
Daha once yapilan bircok arastirmada fasulye de popilasyon ici ve poptlasyonlar arasi
genetik varyasyon tespit edilmis ve bunun yani sira yabani ve kiltir cesitleri arasindaki
varyasyon izoenzimler, tohum protein analizleri ve bunun yaninda ISSR, RAPD, AFLP ve RFLP
gibi molekdler isaretciler kullanilarak belirlenmistir (Sarikamis vd 2009; Khaidizar et al. 2012).
Kullanilacak markoéri belirleyen ve etkileyen bircok etken mevcuttur. Poptlasyonun genel
yapisi ve tipi, polimorfizim seviyesi, teknigin kolayligi ve hizi, maliyet, gerekli DNA miktari,
genetik uzunluk tahminlerinin hassasiyeti ve istatiksel testlerin glicli, mevcut alt yapi ve
imkanlar bu yontemi etkileyen faktorlerden bazilari olarak sayilabilir (Garcia et al. 2004; Isik
2012).
Bu markor sistemleri analiz yontemlerine gore PCR temelli (RAPD, AFLP, iPBS, Minisatellit,
Mikrosattellit, ISSR, SNP, Organel mikrosatellitleri, CAPS, SRAP, EST, TRAP) ve PCR temelli
olmayan veya DNA hibridizasyonuna dayali (RFLP) teknikler olarak siniflandiriimistir. Ozellikle
PCR'In bulunmasindan sonra molekuler isaretciler kullanilarak genetik haritalama,
genetik varyasyon calismalari ve 6zellikle sebze i1slahinda markdr destekli seleksiyon (MAS)
calismalar daha kolay yapilabilmektedir (Filiz ve Ko¢ 2011).
Yapilan bu calismada, iPBS markér yontemi kullanilarak Erzincan yoresinden toplanan bazi
yerel barbunya ve taze fasulye genotipleri arasindaki genetik farkhlklar ortaya konmustur. Bu
calismanin sonunda elde edilen verilerinin sonucuna goére, genotipler arasindaki varyasyon
tespit edilerek bu dogrultuda yapilacak olan islah galismalari igin bir alt yapi olusturmasi,
ulkemizdeki taze fasulyedeki tanimlama calismalarinda butinlik saglamasi ve ayni zamanda

islahgilarin is yiki ve masraflarinin azaltilmasi hedeflenmistir.



2. MATERYAL ve YONTEM

2.1. Materyal
Yapilan bu galismada 2015 yilinda Erzincan il, ilge ve kdylerinde yetistirilen 71 yerel

fasulye genotipi (41 barbunya ve 30 taze) toplanmistir (Cizelge 1). Calismada

kullanilan barbunya ve taze fasulye genotiplerinde molekiler tanimlamalar yapilmistir.

Cizelge 1. Toplanan yerel barbunya ve taze fasulye genotipleri

Genotip Tiir Genotip Tiir Genotip Tir
ERZ-BHC 01  Barbunya ERZ-CTL 26 Taze ERZ-ULU 51 Barbunya
ERZ-BHC 02  Barbunya ERZ-CTL 27 Taze ERZ-ULU 52 Barbunya
ERZ-BHC 03  Barbunya ERZ-CTL 28 Taze ERZ-ULU 53 Barbunya
ERZ-BHC 04 Taze ERZ-CYR 29 Taze ERZ-ULU 54 Barbunya
ERZ-BHC 05 Barbunya ERZ-CYR 30 Barbunya ERZ-ULU 55 Barbunya
ERZ-BHC 06  Barbunya ERZ-CYR 31 Barbunya ERZ-UZM 56 Barbunya
ERZ-BHC 07  Taze ERZ-CYR 32 Barbunya ERZ-UZM 57 Barbunya
ERZ-BHC 08  Taze ERZ-CYR 33 Taze ERZ-UZM 58 Taze
ERZ-BHC 09  Barbunya ERZ-CYR 34 Barbunya ERZ-UZM 59 Barbunya
ERZ-BKY 10  Barbunya ERZ-CYR 35 Barbunya ERZ-UZM 60 Barbunya
ERZ-BKY 11  Barbunya ERZ-EBK 36 Taze ERZ-UZM 61 Barbunya
ERZ-BKY 12 Barbunya ERZ-EKM 37 Taze ERZ-UZM 62 Barbunya
ERZ-BKY 13  Taze ERZ-ILC 38 Taze ERZ-UZM 63 Barbunya
ERZ-BYR 14  Taze ERZ-KMH 39 Taze ERZ-UZM 64 Barbunya
ERZ-CVZ 15 Barbunya ERZ-KML 40 Taze ERZ-UZM 65 Barbunya
ERZ-CVZ 16  Barbunya ERZ-KML 41 Taze ERZ-UZM 66 Barbunya
ERZ-CVZ 17 Taze ERZ-RFH 42 Barbunya ERZ-UZM 67 Barbunya
ERZ-CVZ 18 Taze ERZ-TRC 43 Barbunya ERZ-UZM 68 Barbunya
ERZ-CVZ19 Taze ERZ-ULU 44 Taze ERZ-UZM 69 Barbunya
ERZ-CVZ 20 Taze ERZ-ULU 45 Taze ERZ-YBS 70 Taze
ERZ-CVZ 21  Barbunya ERZ-ULU 46 Taze ERZ-YNB-71 Taze
ERZ-CVZ 22  Taze ERZ-ULU 47 Taze

ERZ-CVZ 23  Barbunya ERZ-ULU 48 Barbunya

ERZ-CTL24  Barbunya ERZ-ULU 49 Taze

ERZ-CTL 25 Barbunya ERZ-ULU 50 Taze




2.2. Yontem

Ciftcilerden toplanan barbunya ve taze fasulye genotiplerinin isimlendiriimesinde tohum

toplanan bdlgeler esas alinarak kodlama yapilmistir.

Cizelge 2. Barbunya ve taze fasulye genotiplerinin toplandigi bolgelerin cografik 6zellikleri

Sira (k3§33tlp|n Toplandigi bolge ?’oyllz;]m I(Eonle’r)n E{:()Im
1 ERZ-BHC 01  Erzincan-Merkez-Bahcelikdy 39°20' 39°45" 1371
2 ERZ-BHC 02  Erzincan-Merkez-Bahcelikdy 39°20' 39°45'" 1371
3 ERZ-BHC 03 Erzincan-Merkez-Bahcelikdy 39°20' 39°45'" 1371
4 ERZ-BHC 04  Erzincan-Merkez-Bahcelikdy 39°20' 39°45" 1371
5 ERZ-BHC 05  Erzincan-Merkez-Bahcelikdy 39°20' 39°45'" 1371
6 ERZ-BHC 06  Erzincan-Merkez-Bahcelikdy 39°21 39°45'" 1371
7 ERZ-BHC 07  Erzincan-Merkez-Bahcelikdy 39°21 39°45" 1371
8 ERZ-BHC 08  Erzincan-Merkez-Bahcelikdy 39°21 39°45'" 1371
9 ERZ-BHC 09 Erzincan-Merkez-Bahcelikdy 39°21 39°45' 1371
10 ERZ-BKY 10 Erzincan-Merkez-Balli KéyU 39°19' 39°45' 1503
11 ERZ-BKY 11 Erzincan-Merkez-Balli KéyU 39°19' 39°45" 1503
12 ERZ-BKY 12 Erzincan-Merkez-Balli KéyU 39°19' 39°45' 1503
13 ERZ-BKY 13 Erzincan-Merkez-Balli KéyU 39°19' 39°45' 1503
14 ERZ-BYR 14 Erzincan- Uzimli- Bayirbag 39°43 39°41' 1381
15 ERZ-CVZ 15 Erzincan-Merkez-Cevizli Kéyu 39°21 39°43' 1400
16 ERZ-CVZ 16 Erzincan-Merkez-Cevizli KéyU 39°21 39°43' 1400
17 ERZ-CVZ 17 Erzincan-Merkez-Cevizli KéyU 39°21 39°43' 1400
18 ERZ-CVZ 18 Erzincan-Merkez-Cevizli Kdyu 39°21 39°43' 1400
19 ERZ-CVZ 19 Erzincan-Merkez-Cevizli Koy 39°21 39°43' 1400
20 ERZ-CVZ 20 Erzincan-Merkez-Cevizli Koy 39°21 39°43' 1400
21 ERZ-CVZ 21 Erzincan-Merkez-Cevizli Koy 39°21 39°43' 1400
22 ERZ-CVZ 22 Erzincan-Merkez-Cevizli Koy 39°21 39°43' 1400
23 ERZ-CVZ 23 Erzincan-Merkez-Cevizli Koy 39°21 39°43' 1400
24 ERZ-CTL 24 Erzincan-Merkez-Catalarmut Koyu 39°18' 39°48' 1440
25 ERZ-CTL 25 Erzincan-Merkez-Catalarmut Koyu 39°18' 39°48' 1440
26 ERZ-CTL 26 Erzincan-Merkez-Catalarmut Koyu 39°18' 39°48' 1440
27 ERZ-CTL 27 Erzincan-Merkez-Catalarmut Koyu 39°18' 39°48' 1440
28 ERZ-CTL 28 Erzincan-Merkez-Catalarmut Koyu 39°18' 39°48' 1440
29 ERZ-CYR 29 Erzincan- Cayirli-Balikli K&y 40°00 39°50' 1547
30 ERZ-CYR 30 Erzincan- Cayirli-Balikli Ky 40°00 39°50' 1547
31 ERZ-CYR 31 Erzincan- Cayirli-Balikli Ky 40°00 39°50' 1547
32 ERZ-CYR 32 Erzincan- Cayirli 40°02' 39°48'" 1527
33 ERZ-CYR 33 Erzincan- Cayirli 40°02' 39°48'" 1527
34 ERZ-CYR 34 Erzincan- Cayirli 40°02' 39°48'" 1527
35 ERZ-CYR 35 Erzincan- Cayirli 40°02' 39°48'" 1527
36 ERZ-EBK 36 Erzincan- Merkez 39°28' 39°43' 1178
37 ERZ-EKM 37 Erzincan- Merkez- Ekmekli Koy 39°20' 39°45' 1339
38 ERZ-ILC 38 Erzincan- llig 38°33' 39°27° 1091
39 ERZ-KMH 39  Erzincan-Kemah 39°02' 39°36' 1074
40 ERZ-KML 40 Erzincan- Kemaliye 38°29' 39°15' 973
41 ERZ-KML 41 Erzincan- Kemaliye 38°29' 39°15' 973
42 ERZ-RFH 42 Erzincan- Refahiye 38°46' 39°54' 1593
43 ERZ-TRC 43 Erzincan- Tercan 40°23' 39°46' 1593



Cizelge 2. devam

44 ERZ-ULU 44 Erzincan-Uzimli-Ulukdy 39°44' 39°37' 1164
45 ERZ-ULU 45 Erzincan-Uzimli-Ulukdy 39°44' 39°37' 1164
46 ERZ-ULU 46 Erzincan-Uzimli-Ulukdy 39°44' 39°37' 1164
47 ERZ-ULU 47 Erzincan-Uzimli-Ulukdy 39°44' 39°37' 1164
48 ERZ-ULU 438 Erzincan-Uzimli-Ulukdy 39°44' 39°37' 1164
49 ERZ-ULU 49 Erzincan-Uzimli-Ulukdy 39°44' 39°37' 1164
50 ERZ-ULU 50 Erzincan-Uzimli-Ulukdy 39°44' 39°37' 1164
51 ERZ-ULU 51 Erzincan-Uzimli-Ulukdy 39°44' 39°37' 1164
52 ERZ-ULU 52 Erzincan-Uzimli-Ulukdy 39°44' 39°37' 1164
53 ERZ-ULU 53 Erzincan-Uzimli-Ulukdy 39°44' 39°37' 1164
54 ERZ-ULU 54 Erzincan-Uzimli-Ulukdy 39°44' 39°37' 1164
55 ERZ-ULU 55 Erzincan-Uzimli-Ulukdy 39°44' 39°37' 1164
56 ERZ-UZM 56  Erzincan-Uzimli 39°41' 39°41' 1290
57 ERZ-UZM 57  Erzincan-Uzimli 39°41' 39°41' 1290
58 ERZ-UZM 58  Erzincan-Uzimli 39°41' 39°41' 1290
59 ERZ-UZM 59  Erzincan-Uzimli 39°41' 39°41' 1290
60 ERZ-UZM 60  Erzincan-Uzimli 39°41' 39°41' 1290
61 ERZ-UZM 61  Erzincan-Uzimli 39°41' 39°41' 1290
62 ERZ-UZM 62  Erzincan-Uzimli 39°41' 39°41' 1290
63 ERZ-UZM 63  Erzincan-Uzimli 39°41 39°41' 1290
64 ERZ-UZM 64  Erzincan-Uzimli 39°41' 39°41' 1290
65 ERZ-UZM 65  Erzincan-Uzimli 39°41' 39°41' 1290
66 ERZ-UZM 66  Erzincan-Uzimli 39°41' 39°41' 1290
67 ERZ-UZM 67  Erzincan-Uzimli 39°41' 39°41' 1290
68 ERZ-UZM 68  Erzincan-Uzimli 39°41' 39°41' 1290
69 ERZ-UZM 69  Erzincan-Uzimlii 39°41' 39°41' 1290
70 ERZ-YBS 70 Erzincan-Merkez- Yaylabasi Beldesi  39°30' 39°39' 1244
71 ERZ-YNB 71 Erzincan-Merkez- Yanlizbag Beldesi  39°48' 39°24" 1344

2.3. Molekiiler karakterizasyon

a. Bitki Materyalinin Hazirhig:

Toplanan fasulye genotiplerinin arasindaki genetik farkliliklarin belirlenmesi amaciyla DNA
izolasyonunda kullanilacak genotiplerin tohumlarn 20.04.2017 tarihinde Erzincan Bahge
Kulturleri Arastirma Enstitlisi’'ne ait serada viyollere ekilmistir. Ekim yapildiktan 18 gin sonra
08.05.2017 tarihinde her genotipten steril bistiri yardimiyla bitkinin saglikli ve geng
yapraklarindan ornekler alinmistir. Daha sonra bitkilerden alinan yaprak ornekleri sivi azotta
ani soklama ile dondurularak -80°C derin dondurucuda DNA izolasyonu yapilincaya kadar
muhafaza edilmistir.

Sekil 1. Fasulye genotiplerine ait tohumlarin viyollere ekilmesi (Orijinal)



Sekil 2. DNA izolasyonu icin uygun buyiklige gelmis fasulye genotipleri (Orijinal)

b. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu; Saghai-Maroof et al'un (1984) CTAB (Cetyltrimethylammonium bromide)
protokoli modifiye edilerek uygulanmistir. Uygulanan DNA izolasyon protokoll asagida
maddeler halinde verilmistir:

1. 100 mg yaprak ornegi eppendorf tlp icerisinde sivi azot kullanilarak doku

parcalayici cihazinda ezilmistir.

2. 900 pl CTAB buffer ilave edilip, karismasi icin 1-2 dk vortekslenmistir.

3. 4 pl RNase solisyonu ve 4 pl ProteinazK soltsyonu ilave edilerek yavasca
karistinlarak 37°C'de 15 dk inkubasyona birakilmistir.

4. Daha sonra 65°C'de 1 saat su banyosunda bekletilirken eppendorf tlpler her
15 dakikada bir karistiriimistir.

5. Ornekler, inkiibasyonun ardindan oda sicakliginda 5 dk bekletilmistir. Daha
sonra Uzerlerine 900 pl kloroform:izoamilalkol (24:1) (v/v) karnsimindan
eklenmis ve DNA'nin zarar gérmemesi icin ¢ok yavas bir sekilde 10 dk
karistirma islemi gerceklestirilmistir.

6. 14.000 rpm’de 15 dk santrifuj edilmistir.

7. Supernatant kisim temiz bir ependorfa alinmistir.
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Sekil 3. DNA izolasyon calismalari (Orijinal)
c. DNA saflik analizi

c.1. Agaroz jel elektroforezi

%1'lik agaroz jeli hazirlamak icin gerekli agaroz, 1X Tris-Asetikasit-EDTA (TAE)
tamponu ve jelin boyanmasi icin 100 ml agaroz sollsyonu basina 10ul olacak sekilde
SafeView™ Classic (G108, ABM) eklenmistir. 100°C'de kaynatilarak homojen hale
getirilmistir. Daha sonra elektroforez kasalarina dokulerek taraklar takilip jel
polimerize olduktan sonra yiiklemeye hazir hale getirilmistir. izolasyonu yapilmis
orneklerden 2 pl alinarak ve Uzerlerine 8 pl ultra saf su (UP) ve 2ul brom fenol blue
ilave edilmistir. Elde edilen bu karisim mikropipet yardimiyla kuyucuklara yiklenmistir.
Ilk kuyucuga 2 pl 1lkb (DNA ladder, Fermentas GeneRuler TM) koyulmustur.
Elektroforez islemi 60 Volt gerilim ve 400 mA akimla iki saat sure ile yUritulmustur.
Elektroforez isleminden sonra ydrutilen &rnekler G-box (SYNGENE, USA)
goruntileme sistemi ile Ultraviyole (UV) 1sik altinda gorintilenerek bilgisayara
aktarilmistir.

c. Spektrofotometrik DNA miktarinin dl¢iimii

[zolasyonu yapilan ve agaroz jel elektroforezinde safliklari belirlenen DNA'larin
miktarlari, Qubit ® 2.0 (Fluorometer, INVITROGEN) cihaziyla ¢ift sarmal DNA'lar
Olciimlenmistir. Saflik gorintisine ve kalite analizine gore izole edilen stok DNA'lar
iPBS, PCR reaksiyonlarinda kullanilmak amaciyla stok 25 ng/ pl konsantrasyonuna
seyreltilmistir.



2.4. iPBS markor yontemi

a. Gradient PCR

11

Primerlerin baglanma sicakliginin belirlenmesi amaciyla Gradient PCR iki fasulye
genotipinde uygulanmistir. Primerin baglanma sicakligi arasi 45°C - 65°C olacak
sekilde PCR uygulanmistir. Literattirden elde edilen 40 Primer kullanilmistir (Kalendar
et al, 2010). Gradient PCR Thermal Cycler cihazinda Cizelge 3'de belirtildigi sekilde
reaksiyona tabi tutulmustur. Gradient PCR analizi icin kullanilan primerlerin isimleri ve

sekans bilgileri Cizelge 4'de yer verilmistir.

Cizelge 3. Gradient PCR islemi icin reaksiyon basamaklar, suresi ve sicakliklari

Reaksiyon basamagi

Reaksiyon sicakhigi

Reaksiyon siiresi

1

Nou b WwWN

94°C
94°C

45°C - 65°C

72

2'den 4'e kadar

72
4°C

30 sn
25 sn
45 sn
1 dk
35 kez
5 dk

(e ]

Cizelge 4. Gradient PCR analizlerinde kullanilan primer sekanslari (Kalendar et al.,

2010)
Primer No PrimerAdi Sekans 5'-3'

1 iPBS-2074  GCTCTGATACCA

2 iPBS -2075 CTCATGATGCCA

3 iPBS -2076  GCTCCGATGCCA

4 iPBS -2077 CTCACGATGCCA

5 iPBS -2078  GCGGAGTCGCCA

6 iPBS -2079 AGGTGGGCGCCA

7 iPBS -2080 CAGACGGCGCCA

8 iPBS -2081 GCAACGGCGCCA

9 iPBS -2083  CTTCTAGCGCCA

10 iPBS -2085  ATGCCGATACCA

11 iPBS -2087 GCAATGGAACCA

12 iPBS -2095  GCTCGGATACCA

13 iPBS -2217  ACTTGGATGTCGATACCA
14 iPBS -2218 CTCCAGCTCCGATTACCA
15 iPBS -2219  GAACTTATGCCGATACCA
16 iPBS -2220  ACCTGGCTCATGATGCCA




Cizelge 4. devam
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17 iPBS -2221
18 iPBS -2222
19 iPBS -2224
20 iPBS -2225
21 iPBS -2226
22 iPBS -2228
23 iPBS -2229
24 iPBS -2230
25 iPBS -2231
26 iPBS -2232
27 iPBS -2237
28 iPBS -2238
29 iPBS -2239
30 iPBS -2240
31 iPBS -2241
32 iPBS -2242
33 iPBS -2243
34 iPBS -2244
35 iPBS -2245
36 iPBS -2246
37 iPBS -2249
38 iPBS -2251
39 iPBS -2252
40 iPBS -2253

ACCTAGCTCACGATGCCA
ACTTGGATGCCGATACCA
ATCCTGGCAATGGAACCA
AGCATAGCTTTGATACCA
CGGTGACCTTTGATACCA
CATTGGCTCTTGATACCA
CGACCTGTTCTGATACCA
TCTAGGCGTCTGATACCA
ACTTGGATGCTGATACCA
AGAGAGGCTCGGATACCA
CCCCTACCTGGCGTGCCA
ACCTAGCTCATGATGCCA
ACCTAGGCTCGGATGCCA
AACCTGGCTCAGATGCCA
ACCTAGCTCATCATGCCA
GCCCCATGGTGGGCGCCA
AGTCAGGCTCTGTTACCA
GGAAGGCTCTGATTACCA
GAGGTGGCTCTTATACCA
ACTAGGCTCTGTATACCA
AACCGACCTCTGATACCA
GAACAGGCGATGATACCA
TCATGGCTCATGATACCA
TCGAGGCTCTAGATACCA

b. iPBS markor analizi

Bu calismada, Kalendar et al., (2010) tarafindan tanimlanmis, iPBS primerlerin
baglanma sicakliklan Gradient PCR'ler belirlendikten sonra kullaniimistir. iPBS PCR
isleminde her bir 6rnek igin kullanilacak PCR kokteyli, Cizelge 5'de verilmistir, ayrica
PCR cihazinin reaksiyon basamaklari, stiresi ve sicaklklari Cizelge 6'da belirtilmistir.
Cizelge 5. iPBS PCR isleminde bir 6rnek icin kullanilan PCR kokteyli

Bilesen Miktar (ul)
10X PCR Buffer 15

MgClI2 (25mM) 2

dNTP (1mM) 12

Primer (10 pmol) 1

Taq DNA polimeraz (ABM)* 0.2

Ultra saf su 31

DNA (5 ng/pl) 6

Toplam Hacim 15

*Applied Biological Materials (ABM, Canada)
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Cizelge 6. iPBS, PCR islemi icin reaksiyon basamaklari, suresi ve sicakliklari

Reaksiyon basamagi  Reaksiyon sicakhigi Reaksiyon siiresi

1 94°C 30 sn

2 94°C 25 sn

3 Primer baglanma sicakligi 45 sn

4 72 1 dk

5 2'den 4'e kadar 35 kez

6 72 5 dk

7 4°C co

2.5. PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi

PTC-225 Peltier Thermal Cycler (MJ Research, Nevada, USA) cihazindan ¢ikan (PCR)
DNA ornekleri yatay jel elektroforez cihazinda yiratilmastar. Yiklenmeden 6nce 2 pl
brom fenol blue boyasi ile boyanmistir. %2'lik Tris-Borik asit-EDTA (TBE) agaroz jeli
hazirlanirken jelin boyanmasi icin 100 ml agaroz solisyonu basina 10pl olacak sekilde
SafeView™ Classic (G108, ABM) eklendikten sonra elektroforez kasasina dokulerek
ornek sayisina uygun taraklar takilmistir. Jel donduktan sonra 1X TBE tamponu
bulunan kasa igerisine yerlestirilmistir. PCR tuplerindeki amplifikasyon Grini ve
boyanin karismasi saglandiktan sonra érnekler kuyulara yiklenmistir. Ilk kuyucuga 2
il 100 bp plus (DNA ladder, Thermo GeneRuler™) koyulmustur. Elektroforez islemi
100 voltta Ug saat sire ile gergeklestirilmistir.

2.6. Markor analiz sonuclarinin skorlanmasi

Agaroz jel elektroforez islemi sonucunda elde edilen gorintiler, calismada kullanilan
iPBS markor primerlerin goéstermis oldugu polimorfik bantlar agisindan TotallLab
TL120 programinda degerlendirilerek, her bir 6rnek icin bant bulunduranlar (1) ve
bant bulundurmayanlar (0) olarak skorlanarak, elde edilen veriler Microsoft Office
Excel dosyasinda kayit edilmistir.

2.7. PIC degerlerinin hesaplanmasi

Polimorfizm bilgi icerigi (PIC), bir populasyondaki polimorfizmi belirlemek amaciyla
kullanilan markdriin degerini ifade etmektedir. PIC degeri polimorfik allellerin sayisina
ve onlarin frekanslarinin dagilimina baglidir ve her bir markoriin polimorfizm orani ile
ilgili ayirt etme gucini ifade etmektedir. Degerler 0-1 arasindadir (Botstein et al,
1980; Shete et al., 2000). PIC degeri her bir primer icin formulde belirtildigi sekilde
hesaplanmistir. Say1 1'e yaklastik¢a ayirt etme gucu artar (Anderson 1993).

PIC=1— Z Pi°
i=1

n: her bir markdr icin toplam allel sayisi
pi: allel frekansi
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2.8. Genetik yakinhgin belirlenmesi

Genotipler arasindaki genetik benzerlik degerleri NTSYS (Numerical Taxonomy
Multivariate Analysis System, NTSYS-pc version 2.02, Exeter Software, Setauket, N.Y.,
USA) paket programi kullanilarak analiz edilmistir. (Rohlf, 2000). iPBS markor
skorlanmasi sonucu elde edilen 0 ve 1 degerlerini text dosyasina donusturilmuis ve
Matriks olusturularak genetik benzerlik katsayisi ile bireyler arasindaki benzerlik
indeksleri Jaccard (1908) yontemine gore hesaplanmistir. Ayrica “"Unweighted Pair
Group Method using Arithmetic Average” (UPGMA) kiimeleme analiziyle Jaccard
katsayisi kullanilarak bir benzerlik matriksi olusturulmus ve dendrogram yoluyla
gruplar belirlenmistir. Genotipleri kiyasladigimizda bu degerin 0'a yaklasmasi
benzerliklerinin az oldugunu; 1'e yaklasmasi ise genetik olarak yakin olduklarini
gOstermektedir.

3. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

3.1. Genotiplerde Molekiiler Isaretcilerin incelenmesi

3.1.1. iPBS isaretciler

iPBS yontemi, genetik iliskileri tanimlamak igin cesitli tiirlere basar ile uygulanmistir
(Smykal et al. 2011; Baranek et al. 2012; Gailite and Rungis 2012; Andeden et al. 2013;
Mehmood et al. 2013; Chen and Liu 2014; Guo et al. 2014). Bu isaretleyicilerin, genetik
cesitlilik analizlerini etkili bir sekilde arttirdiklari tespit edilmistir (Baranek et al. 2012;
Andeden et al. 2013). Cunkd PCR icin kullanilan bu primerler, cesitli LTR dizileri iceren
genomlara baglanabilmektedirler (Kalendar et al. 2010; Nemli et al. 2015).

a. iBPS primerlerin bilgileri

Bu calismada kullanilan 40 iBPS primerinden toplam 27'si yeterli derecede net ve
skorlanabilen bant meydana getirmistir (Cizelge 4.11). 27 primerden toplam 1003
gorilebilen ve puanlanabilen bant olusmustur. Fasulyede yapilan benzer calismada
Nemli et al. (2015), 83 iPBS primerini taramis ve bunlarin icinden 47 iPBS primerinin
(%56) gorilebilen ve puanlanabilen bant olusturdugunu tespit etmislerdir. Yine iPBS
primerleri kullanilarak yapilan bir ¢cok calismada benzer sonuglar elde edilmistir
(Kalendar et al, 2010; Smykal et al. 2011; Baranek et al. 2012; Andeden et al. 2013;
Mehmood et al. 2013; Chen and Liu 2014). Yapilan baska bir calismada ise polimorfik
iPBS-retrotranspozon bantlarinin ortalama sayisinin 3.8 ve primer basina 25 bant
arasinda degistigi bildirilmistir (Gedik et al 2017). Buna ek olarak, iPBS-
retrotranspozon primerleri, inter-retrotransposon-amplified polymorphism (IRAP)
(Boronnikova and Kalendar 2010), random amplified polymorphic DNA (RAPD), ve
amplified fragment length polymorphism (AFLP) gibi diger yontemlerden daha fazla
veri saglamistir. Calismamizda polimorfizm orani tim primerlerde %100 olarak
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belirlenmistir. Allel sayisinin primerlerde 13 (2077) ve 69 (2384) arasinda (ortalama
37.14) degistigi belirlenmistir (Cizelge 7). Polimorfizm oraninin yiksek olmasinin
kullanilan genotiplerin fazla olmasina bagh oldugu dustnulmektedir.

iPBS belirtegleri ile yapilan analiz sonucunda elde edilen polimorfik bilgi iceriginin
(PIC) ortalama degeri 0.33 olurken, PIC degeri 0.19 (2077) ile 0.42 (2381, 2385, 2389)
arasinda degisiklik gostermistir. Polimorfik bilgi icerigi (PIC), polimorfik lokuslarin
verimliliginin faydasini puanlayan ve belirtecler arasinda bir primerin ayrim gucinu
belirleyen 6nemli bir bilgidir (Guo and Elston 1999). Nemli et al. (2015), fasulyede
yaptiklari benzer bir calismada en duisuk PIC degerini 0.03 ile 2375 primerinden, en
yuksek degeri ise 0.94 ile 2394 primerinden elde etmislerdir. Ortalama PIC degerini ise
0.73 bulmugslardir. Bu sonuglar farkli tirlerde (Kinoa, Guava, Cay) daha 6nce yapilan
arastirmalarla da uyumludur. iBPS belirtecleri kullanarak; Mehmood et al. (2016)
guavada ortalama PIC degerini 0.28, Phong et al. (2016) ise cayda ortalama degeri
0.30 olarak bulmuslardir. Bu calismalarda elde edilen ortalama degerlerle bizim
calismamizda elde ettigimiz ortalama PIC degeri benzerlik gostermektedir.

Cizelge 7. iBPS isaretleyicilerine ait Allel sayisi, polimorfik allel sayisi, polimorfizm
yuzdesi ve PIC degerleri

Numara Primer Allel sayisi Polimorfik Polifnorfi?m PIC
adi allel sayisi ylzdesi
1 2074 31 31 %100 0.27
2 2077 13 13 %100 0.19
3 2078 44 44 %100 0.26
4 2079 33 33 %100 0.26
5 2080 25 25 %100 0.37
6 2095 33 33 %100 0.27
7 2221 42 42 %100 0.28
8 2231 36 36 %100 0.24
9 2270 45 45 %100 0.32
10 2271 31 31 %100 0.32
11 2274 31 31 %100 0.37
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Cizelge 7. devam

Numara Primer Allel Polimorfik Polimorfizm PIC
adi sayisl allel sayisi yluzdesi
12 2276 46 46 %100 0.29
13 2278 51 51 %100 0.34
14 2298 42 42 %100 0.33
15 2377 32 32 %100 0.40
16 2378 44 44 %100 0.33
17 2380 32 32 %100 0.34
18 2381 21 21 %100 0.42
19 2383 31 31 %100 0.34
20 2384 69 69 %100 0.23
21 2385 59 59 %100 042
22 2386 41 41 %100 041
23 2389 39 39 %100 042
24 2390 43 43 %100 0.31
25 2391 22 22 %100 0.40
26 2392 36 36 %100 0.35
27 2402 31 31 %100 0.27
Toplam 1003 1003

Ortalama 37.14 37.14 %100 0.33

M 5152 53 54 55.56 57 .58.596

»sfagn:unu:!si!!ili

R

2R R B F |

o oo oottt o00

Sekil 3. iPBS-2278 primeri ile olusan bantlarin agaroz jel elektroforez gériintusi
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Sekil 4. iPBS-2402 primeri ile olusan bantlarin agaroz jel elektroforez gériintusi

b. iBPS isaretcilerin kiimeleme analizi

iPBS verilerine gore yapilan kiimeleme analizi sonucunda genotipler 4 grupta yer
almistir (Sekil 4.34). Birinci kimede en fazla Cevizli (%100) ve Bahcelikdy (%100)
kdyinden toplanan genotipler yer almistir. Bunun yaninda Catalarmut koyu (%80) ile
Cayirli ilgesinden (%100) toplanan genotipler ve az sayida da diger genotipler yer
almistir. Ulukdyden toplanan genotiplerin cogunlugu (%50) ikinci grupta yer almistir.
Ikinci grupta Ulukdyden toplanan genotipler disinda baska genotip yer almamistir.
Uclincli grupta ise tek bir genotip (ERZ-CTL25) oldugu tespit edilmistir. Dérdinci
grupta, Uziimli ilcesinden toplanan genotiplerin timi ve bunun yaninda Ulukoy
genotiplerinin (%41,6) yine 6nemli bir kisminin bu grupta oldugu goérilmustur. Buna
ek olarak Yaylabasi ve Yalnizbag beldelerinden toplanan genotiplerde bu grupta yer
almistir. Ayrica, calismada yer alan tum ticari gesitlerde yine dordincli grupta yer
almistir. Aleyna ile Gina ve Serra ile Perolar cesitleri genetik bakimdan birbirleriyle
benzerlik gdstermektedirler.

Cografi dagilim alani, tirlerin genetik cesitliliginin belirlenmesinde onemli bir
faktordlr (Zecca et al. 2012). Bu dagilimi tespit etmek igin kullanilan yontemlerden
biriside poptlasyonlarin arasindaki nispi genetik mesafenin mekansal gosterimini
saglayan Temel koordinant analizi (PCoA)'dir (Klaedtke et al 2017). Calismamizda
PCoA temel koordinat analizi, populasyonlarin icindeki ve arasindaki ekotiplerin
varyasyonunu daha ayrintili olarak gdrsellestirmek icin yapilmistir. Bu yontem ile
genotipler arasindaki yakinlk veya uzaklik matriksine dayali olarak ortaya ¢ikan iki
boyutlu diyagram sayesinde meydana gelen gruplar arasindaki mesafeler, gergek
uzakliklari ortaya koymaktadir (Mohammadi and Prasanna 2003). Bu dogrultuda
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yapilan degerlendirmede, Ticari cesitler (Aleyna, Gina, Serra ve Perolar), Cevizli (CVZ-
22), Catalarmut (CTL-24,25), Cayirl (CYR-29) Ulukdy (ULU-46, 48, 49, 50, 52, 53, 54,
55), Uzimli (UZM-56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69), Yaylabasi (YBS-
70) ve Yalnizbag (YNB-71) genotipleri Eksen-1'in sol tst kisminda yer almistir. Eksen-
1'in sol alt tarafinda ise Cevizli (CVZ-18, 19, 20), Catalarmut (CTL-26, 27, 28), Cayirli
(CYR-30,33,34,35), Erzincan-Merkez (EBK-36), Ekmekli (EKM-37), Ih¢ (ILC-38), Kemah
(KMH-39), Kemaliye (KML-40, 41), Refahiye (RFH-42), Tercan (TRC-43), Ulukdy (ULU-
44, 45, 47)'den toplanan genotipler oldugu gozlenmistir. Bahcelikdy (BHC-5, 6, 7, 8, 9),
Ballikdy (BKY-11, 12), Bayirbag (BYR-14), Cevizli (CVZ-15, 16, 17, 21), Cayirh (CYR-31,
32)'dan toplanan genotiplerin Eksen-1'in sag alt tarafinda yer aldigi, sag Ust tarafda
ise Bahcelikoy (BHC-1, 2, 3, 4), Ballikdy (BKY-10, 13), Cevizli (CVZ-23), Ulukdy (ULU-51)
‘den toplanan genotiplerin yer aldigi gozlenmistir (Cizelge 4.34).
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Sekil 5. iPBS belirtegleri kullanarak UPGMA metoduyla olusturulan dendogram
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Sekil 6. iPBS belirteci kullanarak yapilan temel koordinat analizi (PCoA) ve iki
boyutlu diyagram Uzerinde ayrimi

c. iBPS isaretcilerin genetik yapi analizi

Genetik yapi analizi sonuglari Sekil 4.37'de verilmistir. AK, K'nin en uygun
degerlerini belirlemek i¢in kullanilir. Calismamizda en yuksek deger K = 2 olarak
elde edilmistir (Sekil 4.36). Calismamizda elde edilen verilere gére K degerinin
disik oldugu belirlenmistir. Bunun ise genotiplerin toplandigi bdlgeler
arasindaki gen akisinin yiksek olmasindan kaynaklandigi dustntlmektedir.
Yapilan diger calismalarda fasulye genotiplerinin populasyon yapisi icin benzer
bulgular bildirilmistir (Nemli et al. 2014). Calismamizda elde edilen verilere gore
birinci alt poptlasyonda toplam 25 genotip, ikinci alt popuilasyonda ise toplam
50 genotip yer almistir (Cizelge 8). Buna gore, kiimeleme analizi sonuglarinin
genetik yapi analizi sonuglari ile benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. 1, 2. ve 3.
gruplar (toplam 50 genotip) ikinci alt populasyonda, 4. grup ise (toplam 25
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genotip) birinci alt poptlasyonda yer almistir. Fst (F-istatistik) degeri birinci ve
ikinci alt-populasyonlarda sirasi ile 0.2535 ve 0.0718 olarak belirlenmistir
(Cizelge 9). Nemli et al. (2015), iBPS isaretcilerini kullanarak 67 fasulye
genotipinde yaptigi calismada 4 alt populasyon (K=4) bulmuslardir. 149 kuru
fasulye genotipinde SRR isaretcileri kullanilarak yapilan baska bir calismada ise
genetik yapi ve cesitlilik analizleri sonucunda arastirmacilar 3 alt popilasyon
(K=3) bulmuslardir (Zargar et al. 2016).

Deltak = mean(IL"(K)]) / sd(L(K)) L(K) (mean +- SD)
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Sekil 7. Fasulye poptlasyonlariicin Ln P (D) ve AK yapisinin karisim modelinden
cizgi grafikler a; K'nin her bir degerinde yapi tarafindan Uretilen Ln P (D)
istatistiginin ortalama degeri, b; DK
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Sekil 8. iBPS verilerine gore genotiplerin genetik yapisi (k=2 miktarinda, sekilde
verilen fasulye genotipleri Cizelge 8'de verilmistir)
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Cizelge 8. Fasulye genotiplerinin iki alt-populasyonda Uyelik katsayisi

Alt populasyon

Alt popitlasyon

Sira_Genotip I II Sira  Genotip
1 ERZ-BHC 01 0.209 0.791 41 ERZ-KML 41 0.004 0.996
2 ERZ-BHC 02 0.197 0.803 42 ERZ-RFH 42 0.002 0.998
3 ERZ-BHC 03 0.058 0.942 43 ERZ-TRC 43 0.002 0.998
4 ERZ-BHC 04 0.034 0.966 44 ERZ-ULU 44 0.008 0.992
5 ERZ-BHC 05 0.008 0.992 45 ERZ-ULU 45 0.008 0.992
6 ERZ-BHC 06 0.004 0.996 46 ERZ-ULU 46 0.065 0.935
7 ERZ-BHC 07 0.016 0.984 47 ERZ-ULU 47 0.086 0.914
8 ERZ-BHC 08 0.004 0.996 48 ERZ-ULU 48 0.045 0.955
9 ERZ-BHC 09 0.003 0.997 49 ERZ-ULU 49 0.027 0.973
10  ERZ-BKY 10 0.05 0.95 50 ERZ-ULU 50 0.218 0.782
11  ERZ-BKY 11 0.005 0.995 51 ERZ-ULU 51 0.785 0.215
12 ERZ-BKY 12 0.004 0.996 52 ERZ-ULU 52 0.93 0.07
13 ERZ-BKY 13 0.015 0.985 53 ERZ-ULU 53 0.987 0.013
14  ERZ-BYR 14 0.011 0.989 54 ERZ-ULU 54 0.993 0.007
15  ERZ-CVZ 15 0.003 0.997 55 ERZ-ULU 55 0.998 0.002
16 ERZ-CVZ 16 0.002 0.998 56 ERZ-UZM 56 0.993 0.007
17 ERZ-CVZ 17 0.007 0.993 57 ERZ-UZM 57 0.998 0.002
18 ERZ-CVZ18 0.002 0.998 58 ERZ-UZM 58 0.996 0.004
19 ERZ-CVZ19 0.005 0.995 59 ERZ-UZM 59 0.989 0.011
20 ERZ-CVZ 20 0.003 0.997 60 ERZ-UZM 60 0.996 0.004
21  ERZ-CvZ21 0.005 0.995 61 ERZ-UZM 61 0.998 0.002
22 ERZ-CVZ 22 0.176 0.824 62 ERZ-UZM 62 0.999 0.001
23 ERZ-CVZ 23 0.076 0.924 63 ERZ-UZM 63 0.995 0.005
24 ERZ-CTL24 0.182 0.818 64 ERZ-UZM 64 0.997 0.003
25 ERZ-CTL 25 0.254 0.746 65 ERZ-UZM 65 0.996 0.004
26 ERZ-CTL 26 0.003 0.997 66 ERZ-UZM 66 0.98 0.02
27 ERZ-CTL 27 0.004 0.996 67 ERZ-UZM 67 0.998 0.002
28 ERZ-CTL 28 0.003 0.997 68 ERZ-UZM 68 0.998 0.002
29  ERZ-CYR 29 0.044 0.956 69 ERZ-UZM 69 0.988 0.012
30 ERZ-CYR 30 0.007 0.993 70 ERZ-YBS 70 0.997 0.003
31 ERZ-CYR31 0.003 0.997 71 ERZ-YNB 71 0.996 0.004
32  ERZ-CQYR 32 0.007 0.993 72 ALEYNA 0.956 0.044
33  ERZ-CYR33 0.002 0.998 73 GINA 0.988 0.012
34  ERZ-CYR 34 0.007 0.993 74 SERRA 0.814 0.186
35 ERZ-CYR 35 0.004 0.996 75 PEROLAR 0.86 0.14
36 ERZ-EBK 36 0.004 0.996
37  ERZ-EKM 37 0.01 0.99
38 ERZ-ILC 38 0.004 0.996
39 ERZ-KMH 39 0.003 0.997
40  ERZ-KML 40 0.011 0.989
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Cizelge 9. 2 fasulye alt-popiilasyonunda beklenen heterozigotluk ve FST
degerleri

Alt-popiilasyon (K) Beklenen heterozigotluk  Fsy

1 0.2892 0.2535
2 0.3322 0.0718
Ortalama 0.6214 0.3253

d. Genetik cesitlilik

71 fasulye genotipi ve 4 fasulye gesidine ait ortalama allel sayisi (ne), Nei'nin
genetik ¢esitliligi (h) ve Shannon indeksi (I) degerleri Cizelge 10'te verilmistir.
Buna gore en yuksek ortalama allel sayisi (ne), Nei'nin genetik cesitliligi (h) ve
Shannon indeks degerleri sirasiyla 1.799, 0.444 ve 0.636 ile BHC-3 genotipinde
belirlenirken, en disiik degerler ise sirasiyla 1.618, 0.382 ve 0.570 ile UZM-63
genotipinde tespit edilmistir. TUm genotiplere ait ortalama ne, h ve I degerleri
icin ise 1.692, 0.408 ve 0.599 olarak bulunmustur. Kuru fasulyede yapilan baska
bir calismada, Shanon bilgi indeksinin 0.663-2.202 arasinda degistigi, bu indekse
ait ortalamanin ise 1.343 oldugu belirlenmistir (Ozkan 2018). 12 iPBS belirteci
kullanilarak 138 bezelye genotipinde yapilan bir calismada ise arastirmacilar
Shanon bilgi indeksi degerinin 0.24-0.58 arasinda degistigini ve bu indeks igin
ortalama degerin ise 0.39 oldugunu tespit etmislerdir (Baloch et al. 2015). Gedik
et al. (2017) ise saffron genotipleri arasindaki cesitliligi ve tirler arasindaki
yakinhgi tespit etmek icin yaptiklan calismada Nei'nin genetik cesitliligi (h) and
Shannon bilgi indeksine (I) ait ortalama degerleri sirasiyla 0.16 ve 0.29 olarak
belirlemislerdir. Yapilan diger calismalarda iPBS isaretcileri icin ortalama
Shannon bilgi indeksinin 0.12 (Yildiz et al. 2015) ve 0.27 (Mehmood et al. 2013)
oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 10. 27 iBPS primeri ile degerlendirilen fasulye genotipleri icin ortalama
degerlere ait Ozet istatistikler

Genotipler ne h I

ERZ-BHCO1 1.788 0.441 0.633
ERZ-BHCO02 1.784 0.439 0.631
ERZ-BHCO3 1.799 0.444 0.636
ERZ-BHC04 1.785 0.440 0.632
ERZ-BHCO5 1.764 0.433 0.625
ERZ-BHC06 1771 0.435 0.627
ERZ-BHCO7 1.781 0.438 0.630
ERZ-BHC08 1.769 0.435 0.626
ERZ-BHC09 1.747 0.428 0.619

ERZ-BKY10 1.727 0421 0.612
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Cizelge 10. devam

ERZ-BKY11 1.771 0.435 0.627
ERZ-BKY12 1.745 0.427 0.618
ERZ-BKY13 1.702 0.412 0.603
ERZ-BYR14 1.730 0.422 0.613
ERZ-CVZ15 1.727 0421 0.612
ERZ-CVZ16 1.727 0421 0.612
ERZ-CVZ17 1.727 0421 0.612
ERZ-CVZ18 1.689 0.408 0.598
ERZ-CVZ19 1.686 0.407 0.597
ERZ-CVZ20 1.692 0.409 0.599
ERZ-CVvZ21 1.740 0.425 0.616
ERZ-CVZ22 1.689 0.408 0.598
ERZ-CVZ23 1.749 0.428 0.619
ERZ-CTL24 1.734 0.423 0.614
ERZ-CTL25 1.663 0.399 0.588
ERZ-CTL26 1.702 0412 0.603
ERZ-CTL27 1.699 0.412 0.602
ERZ-CTL28 1.710 0.415 0.606
ERZ-CYR29 1.663 0.399 0.588
ERZ-CYR30 1.660 0.398 0.587
ERZ-CYR31 1.722 0.419 0.610
ERZ-CYR32 1.750 0.428 0.620
ERZ-CYR33 1.710 0.415 0.606
ERZ-CYR34 1.699 0.412 0.602
ERZ-CYR35 1.681 0.405 0.595
ERZ-EBK36 1.652 0.395 0.584
ERZ-EKM37 1.647 0.393 0.582
ERZ-ILC38 1.678 0.404 0.594
ERZ-KMH39 1.671 0.401 0.591
ERZ-KML40 1.679 0.404 0.594
ERZ-KML41 1.660 0.398 0.587
ERZ-RFH42 1.665 0.400 0.589

ERZ-TRC43 1.660 0.398 0.587
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Cizelge 10. devam

Genotipler ne h I
ERZ-ULU44 1.655 0.396 0.585
ERZ-ULU45 1.647 0.393 0.582
ERZ-ULU46 1.631 0.387 0.575
ERZ-ULU47 1.668 0.401 0.590
ERZ-ULU48 1.652 0.395 0.584
ERZ-ULU49 1.671 0.401 0.591
ERZ-ULU50 1.631 0.387 0.575
ERZ-ULU51 1.704 0.413 0.604
ERZ-ULU52 1.702 0.412 0.603
ERZ-ULU53 1.684 0.406 0.596
ERZ-ULU54 1.683 0.406 0.596
ERZ-ULU55 1.692 0.409 0.599
ERZ-UZM56 1.699 0.412 0.602
ERZ-UZM57 1.665 0.400 0.589
ERZ-UZM58 1.685 0.406 0.596
ERZ-UZM59 1.650 0.394 0.583
ERZ-UZM60 1.648 0.393 0.582
ERZ-UZM61 1.623 0.384 0.572
ERZ-UZM62 1.647 0.393 0.582
ERZ-UZM63 1.618 0.382 0.570
ERZ-UZM64 1.671 0.401 0.591
ERZ-UZM65 1.671 0.401 0.591
ERZ-UZM66 1.679 0.404 0.594
ERZ-UZM67 1.634 0.388 0.576
ERZ-UZM68 1.644 0.392 0.581
ERZ-UZM69 1.618 0.382 0.570
ERZ-YBS70 1.654 0.396 0.585
ERZ-YNB71 1.645 0.392 0.581
ALEYNA 1.660 0.398 0.587
GINA 1.634 0.388 0.576
PEROLAR 1.670 0.401 0.591
SERRA 1.651 0.394 0.583
Ortalama 1.692 0.408 0.599

ne: Ortalama allel sayisi; h: Nei'nin genetik cesitliligi; I: Shanon bilgi indeksi
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4. SONUC ve ONERILER

Yapmis oldugumuz ¢alismamizdan ¢ikarilan sonug ve 6neriler asagida maddeler
halinde verilmistir.

1. iPBS verilerine gore polimorfizm degerinin tim primerlerde %100 oldugu
belirlemistir. Allel sayisinin primerlerde 13 (2077) ve 69 (2384) arasinda (ortalama
37.14) degistigi belirlenmistir. Kimeleme analizi sonuglarina gére genotipler 5
gruba aynlmistir ve iki alt-popullasyonda degerlendirilme yapilmistir. Fasulye
toplanan bolgelerin genotiplerinin  ¢ogunun ayni gruplarda yer aldig

gozlemlenmistir.

2. Sonug olarak, yerel genotipler islah programlar icin son derece dnemli
materyallerdir. Bitki genetik kaynaklarinin karakterizasyonunun amaci 6ncelikle
tohum 6rnekleri ve poptlasyonlari arasindaki genetik varyasyonu ortaya koymak
ve bu o&rnekler ile populasyonlar arasindaki genetik varyasyon miktari ve
dagihmini tespit etmektir. Bitki genetik kaynaklarinin molekiler yéntemler ile
taranarak genetik agidan incelenmesi, bireyler arasindaki genetik iliskilerin ve
akrabalik dizeylerinin belirlenmesi ileride yurutilecek islah ¢alismalari igin bir
temel olusturmaktadir. Bu calismada, Erzincan ydresinden toplanan bazi yerel
taze ve barbunya fasulye genotiplerinde iPBS markdr yontemi kullanilarak
genotipler arasindaki genetik farkhhklar ortaya konulmustur. Bu ¢alismadan elde
edilen verilerin, genotipler arasindaki varyasyonu ortaya koydugu ve bu
dogrultuda yapilacak olan 1slah calismalari icin bir alt yapi olusturacagi,
Ulkemizdeki barbunya ve taze fasulyede tanimlama calismalar igin bitinlik
saglayacagi dusunulmektedir.
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