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OZET

Yiksek Lisans Tezi

TURKIYE'DE YAYGIN OLARAK YETISTIRILEN FASULYE (PHASEOLUS
VULGARIS L) CESITLERININ BAKTERIYEL ADI YAPRAK YANIKLIGI
(XANTHOMONAS AXONOPODIS PV. PHASEOLI) HASTALIGINA
DAY ANIKLILIGININ MOLEKULER ISARETLEYICILER VE PATOJENITE
TESTLERI KULLANILARAK BELIRLENMESI

Oziim CANDEMIR

Bursa Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitusu
Bahce Bitkileri Anabilim Dal1

Damisman: Prof. Dr. Ahmet IPEK

Dinya genelinde 6nemli bir besin ve vitamin kaynagi olan fasulye (Phaseolus vulgaris
L) bitkisi, farkli kiiltiirlerde farkli yemek formlar1 olarak tercih edilmektedir. Fasulyede
bakteriyel adi yaprak yanikligi hastaligina neden olan Xanthomonas axonopodis pv.
phaseoli, fasulye iiretiminde ©nemli kayiplara sebep olarak ekonomiyi ve insan
beslenmesini tehdit etmektedir. Bu ¢alismada Tiirkiye’de yaygin olarak yetistirilen taze
fasulye ¢esitlerinden Volare, Gina, Asya, Leziz, Olivin, Sarikiz, Magnum, Bourgondia ve
Balkiz’in bakteriyel adi yaprak yanikligi hastaligina karst dayaniklihigi, molekdler
isaretleyiciler ve patojenite testleri kullanilarak belirlenmistir. Patojenite testlerinin
sonucuna gore kullanilan gesitlerin, bakteriyel adi yaprak yanikligi hastaligina karsi
hassas olduklar1 tespit edilmistir. Bununla birlikte bakteriyel adi yaprak yanikligi
hastaligina dayaniklilik sagladigi belirlenen iki gen bdlgesi SU91 ve BC420 molekiler
isaretleyicileri kullanilarak bu ¢esitlerin dayanaklilik genlerini tasiyp tasimadigi
arastirilmistir. Molekiiler isaretleyiciler analizi sonucuna gore tez ¢alismasinda kullanilan
cesitlerin hi¢birinin dayaniklilik genlerini tagimadigi belirlenmistir. Hem patojenite hem
de molekiiler isaretleyiciler analizleri Tiirkiye’de yaygin olarak yetistirilen taze fasulye
cesitlerinin bakteriyel adi yaprak yanikligina karsi hassas oldugunu gostermistir. Ancak
dayaniklilik genlerinin dayanikli gen kaynaklarindan molekiiler isaretleyiciler yardimiyla
aktarilabilecegi tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Fasulye, bakteriyel yaniklik, patojenite testleri

2021, vii +50 sayfa.



ABSTRACT

MSc Thesis

DETERMINATION OF COMMON BACTERIAL BLIGHT (XxANTHOMONAS
AXONOPODIS PV. PHASEOLI) RESISTANT ON BEAN (PHASEOLUS VULGARIS
L) VARIETIES WHICH ARE WIDELY GROWN IN TURKEY BY USING
MOLECULER MARKERS AND PATHOGENICITY TESTS

Oziim CANDEMIR

Bursa Uludag University
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Bean (Phaseolus vulgaris L.), which is acclaimed as significant food and vitamin source
globally, is preferred as different types of food in variaty of cultures. Xanthomonas
axonopodis pv. phaseoli, which causes common bacterial blight disease on bean,
threatens human nutrition and economy by inclining serious amount of losses in bean
production. In this study, resistance to common bacterial blight of some species of bean
(Volare, Gina, Asya, Leziz, Olivin, Sarikiz, Magnum, Bourgondia and Balkiz which
widely grown in Turkey) are determined by using moleculer markers and pathogenic
tests. According to results of pathogenic tests, it is observed that chosen varieties are weak
against common bacterial blight disease. In the meantime, determined two gene zones
which are resistant to common bacterial blight disease, examined whether possessing
resistance gene of aforesaid varieties by using SU91 and BC420 molecular markers. As
results of molecular marker analyses, it is observed none of the species in this thesis study
posses resistance gene. Both parhogenic and molecular marker analysis signified that
bean varieties which are widely grown in Turkey are weak against to common bacterial
blight disease. Nevertheless, means of transplanting resistance genes from resistant gene
sources by the help of molecular markers is determined.

Key words: Common bacterial blight, Green bean, pathogeny tests

2021, vii +50 pages.
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1. GIRIS

Leguminosae (Baklagiller) familyasinin Phaseolus cinsine ait olan fasulye bitkisi
Tiirkiye’de yetistirilen baklagiller i¢erisinde dnemli bir yere sahiptir. Fasulye C vitamini
ve karoten a¢isindan zengin olmakla birlikte taze meyve ve danelerinin yaklasik olarak
%90’1 sudan olusmaktadir. Fasulyenin besin degerinin yiiksek olmasi, farkli sekillerde
tiiketime uygun olmasi (taze, kuru, konserve, tursu vs.) tercih edilmesinin en 6nemli
nedenlerindendir. Ayrica mangan, demir, kalsiyum, potasyum, fosfor, kikirt ve
magnezyumca zengin olmasi sebebiyle insan viicudunun mineral madde ihtiyacini
karsilamakta O6nemli bir gida maddesidir. A, D, E ve K gibi 6nemli vitaminleri

icermesinden dolay1 odnemli bir bitkisel besin kaynagidir (Ak¢in, 1973).

Phaseolus vulgaris, kromozom sayis1 2n=2x=22 olan diploid bir sebze tiirdur. Fasulye
biiyiikliigii 633 milyon baz ¢iftinden olusur ve kiigciik bir genoma sahiptir (Vellejos ve
digerleri, 1992). Fasulye kendine tozlanan bir bitki tlridur fakat %1°’den daha az oranda

yabanc1 d6llenme goriilebilmektedir.

Yer (bodur) fasulyesi (Phaseolus vulgaris var. nanus) ve sirik fasulyesi (Phaseolus
vulgaris var. comminus) olarak adlandirilan bu iki grup diinyada en fazla yetistirilen
fasulye formlaridir. Bu gruplar taze, kuru hem taze hem de kuru olarak
tiiketilebilmektedir. Ayrica kiiltiire alinan fasulyelerin yenilebilir boliimleri iki gruba
ayrilmaktadir. Bunlar; rehidrasyon sonrasi olgun kuru tohum olarak tiiketilen fasulyeler
(kuru yenilebilir fasulye) ve kabugu olgunlasmadan taze olarak tiiketilen taze

fasulyelerdir (Myers ve Baggett, 1999).

Gunimuizde fasulye bitkisinin; Orta Amerika (Mesoamerica) ve Guney Amerika
(Andean) bdlgeleri olmak {izere iki gen havuzuna sahip oldugu bilinmektedir (Bitocchi
ve Bellucei, 2013). Orta Amerika (Mesoamerica) gen havuzu, Meksika’dan
Kolombiya’ya, Giiney Amerika (Andean) gen havuzu ise, Gliney Peru’dan Kuzeybat1
Arjantin’e kadar uzanmaktadir (Kwak, 2009). Durango, Jalisco ve Mesoamerica Orta
Amerika gen havuzunda yer almaktadir. Peru, Nueva Granada ve $Sili ise Giliney Amerika

gen havuzunda yer almaktadir (Nadeem ve digerleri, 2018). Yapilan c¢aligmalar



dogrultusunda kiiltiire alman fasulye cesit veya genotiplerinin atalarma gore genetik
cesitlilik diizeylerinin daha diisiik oldugu saptanmistir. Bununla baglantili olarak fasulye
islahindaki gelismelerin yavas olmasmin sebebi, ayni gen havuzundan ebeveyn olarak
secilen genotiplerin genetik farkliliklarmin diisik seviyede olmasidir (Nadeem ve
digerleri, 2018).

Yabani atalarindan 1slah edilmis fasulye ¢esitleri arasinda en fazla farklilasma tohum ve
kabuklarda gerceklesmistir. Kiiclik tohumlara gore genellikle biiyiik tohumlar 1slah
calismalarinda tercih edilmektedir. Bununla birlikte fiber icerigi az olan agilir kabuklular
kullanilmaktadir. Islah c¢alismalarinda genellikle tohum rengi ve sekilleri bolgesel
isteklere gore olusturulmaktadir. Venezuela ve Guetamala’da siyah tohum rengi,
Kolombiya ve Honduras’ta kirmizi tohum rengi, Peru ve Meksika’da krem rengi, bronz
ve siyah, Brezilya’da ise siyah ve bronz tohum renkleri tercih edilmistir (Koinange ve
digerleri, 1996).

Fasulye bakteriyel adi yaprak yanikligi (Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli), dinya
capinda tropik bolgelerden iliman bolgelere kadar bakla iiretimini olumsuz ydnde
etkileyen ve yaygin olarak goriilen bakteriyel bir hastaliktir (Saettler, 1989). Bakteriyel
adi yaprak yaniklig1 hastaligi, arazideki verimi diisiirme kapasitesi ve tohum kaynakli
olmasi sebebiyle, diinya ¢apinda ekonomik agidan fasulyeyi olumsuz yonde etkileyen en
onemli hastaliklardan biridir. Ayrica tropikal ve subtropikal iklimlerde taze fasulyede

onemli kayiplara neden olabilir (Irigoyen ve Garbagnoli, 1997).

Bu ¢alismada, Tirkiye’de yaygin olarak yetistirilen bazi ticari taze fasulye gesitlerinin
bakteriyel adi yaprak yaniklig1 hastaligina kars1 dayanikliligi, molekiler isaretleyiciler ve
patojenite testleri kullanilarak belirlenmesi amaglanmistir. Boylece iilkemizde tiretimi
yaygin olan fasulye cesitlerinin bakteriyel adi yaprak yanikligi hastaligina dayaniklilik

durumu belirlenecek ve elde edilen sonuglar 1slah ¢alismalarinda kullanilabilecektir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Fasulyenin Uretim Miktarlar1 ve Gen Kaynaklar

Anavatani Orta Amerika olan fasulye dinyada da tiiketimi fazla olan sebze turlerinin
icerisindedir. Diinyada 2019 yili itibariyle taze fasulye tiretimi 26 981 784 tondur. En
fazla taze fasulye iireticisi lilke olan Cin’in iiretimi 17 865 119 ton ’dur. Tirkiye ise
596,074 ton uretim ile 4. sirada yer almaktadir (Sekil 2.1; Anonim, 2021).
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Sekil 2.1. Ulkelere gore 2019 yili taze fasulye iiretim miktarlar

Diinyada en fazla taze fasulye liretimi yapilan bdlge %88,5 ile Asya kitasidir. Avrupa
kitas1 %5,8 ile ikinci, Afrika kitas1 %3,5 ile Gglncil, Amerika kitast %1,9 ile dordincd,
Okyanusya kitas1 ise %0,2 yiizdelik dilim ile son sirada yer almaktadir (Sekil 2.2;
Anonim, 2021).
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Sekil 2.2. Diinyada taze fasulye {iretiminin bdlgelere gore dagilimi

Ulkemiz pek cok bitki tiiriiniin gen merkezi konumundadir. Sebze tiirlerine bakildiginda
ise Tiirkiye bazi1 sebze tiirlerinin anavatani ve birgogunun mikro gen merkezidir (Harlan,
1951). Ayrica iilkemiz yiiksek oranda genetik varyasyonlara ev sahipligi yapmaktadir.
Anadolu’da, sebze tlrlerinin 1slahinda kullanilabilecek genis bir genetik varyasyon s6z
konusudur. Bu varyasyonun bazi durumlarda, yabani popiilasyonlara gore kiiltiirii yapilan
cesitlerde daha yiiksek olabilecegi bildirilmektedir (Tan ve Agikgdz, 2002). Leguminosae
familyasi tiirleri bu duruma iyi bir 6rnek teskil etmektedir (Tan ve Acikgoz, 2002).
Bununla alakali olarak, Leguminoseae familyasina dahil olan muhafaza altindaki
tohumlarm (fasulye tohumlar1 da dahil) degerlendirilmesi ve belgelenmesi ¢aligmalarina,
Tiirkiye gibi iilkelerde gereklilik duyuldugu belirtilmektedir. (Muehlbauer, 2002). Bu
familyanin nohut, bezelye, bakla, boriilce gibi iiyeleri arasinda ozellikle fasulye koy
popiilasyonlarma, Anadolu’nun hemen hemen her yerinde rastlamak mimkuindir (Tan
ve Agikgdz, 2002).

Ulkemizde fasulye gen kaynaklarma ait koleksiyon, Ege Tarimsal Arastirma Enstitiisii
Ulusal Gen Kaynaklar1 Bankasi’nda ve Karadeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisii’nde
muhafaza edilmektedir. Taze fasulye iiretiminin en fazla yapildigi bolge Orta Karadeniz
Bolgesidir. Bu bolgede, en fazla taze fasulye iiretimi yapilan il ise Samsun’dur ve bu
bolge sartlarma uyum saglamis ¢ok sayida yerel fasulye tipi bulunmaktadir. Ayrica en
onemli taze fasulye iiretimi yapilan diger iller ise Antalya, Hatay, Bursa ve Aydin illeridir

(Madakbas ve digerleri, 2007).



Taze fasulye yetistiriciliginde genel olarak bodur gesitler tercih edilmektedir. Bu
durumun sebebi is¢ilik ve sirik fasulye ¢esitlerindeki sirik maliyetinin yiuksek olmasidir

(Madakbas ve digerleri, 2007).

2.2. Baklagiller Familyasi ve Fasulye Hakkinda Genel Bilgiler

Dinya tzerinde 3. sirada yer alan en genis familyalardan birisi baklagiller (Leguminosae)
familyasidir. Latince ‘Legumen’ kelimesinden tiiremis olan baklagil kelimesi, kabuklu
baklanin hasat edilen tohumlar1 anlamindadir (Salunke ve Kadam, 1989). Eski ¢aglardan
beri insan beslenmesinde dnemli bir besin kaynagi olan baklagiller familyas1 yaklasik
sekiz yiliz cins ve yirmi bin tiirden olusmaktadir (Lewis ve digerleri, 2005). Fasulye,
nohut, mercimek, bezelye, borilce ve soya fasulyesi gibi yemeklik tane baklagiller
giiniimiizde 6nemli gida ve besin kaynaklarini olusturmaktadir (Tan ve Serin, 2009).
Baklagiller Rhizobium cinsi bakteriler ile ortak yasam (simbiyosis) i¢inde
bulunduklarimdan havadaki elementer azotu yiiksek yapili bitkilerin kullanabilecegi
organik azot formuna doniistiirebilmektedirler. Bu sayede sahip olduklar1 azotu
baglayabilme 6zelliklerinden dolay1 diger bitki tiirleri icinde 6nemli yere sahiptir. Ayrica
baklagillerin topraga bagladiklar1 azot yeterli miktardadir. Bununla birlikte baklagiller
diger bitkilerle birlikte tarlada rotasyona tabi tutulmasinin, ekilebilir alanlarda giibre ve
enerji kullanimini azaltmada ve dolayisiyla sera gazi salinimini azaltmada 6nemli rolii
bulunmaktadir. Baklagiller ayn1 zamanda topraga yiiksek kaliteli organik madde
saglamaktadirlar. Ayrica topraktaki besin maddelerinin dolagimini ve su tutma 6zelligini
kolaylastirirlar. Bu gibi 6zelliklerinden dolay1 baklagiller, kendilerinden sonra tarlaya

ekilecek olan bugdaygiller i¢in ¢ok iyi bir 6n bitkidir (Stagnari ve digerleri, 2017).

Baklagiller (Leguminosae) familyasi, 40 takim i¢inde bulunan 640 cins ile en ylksek ve
en genis tiglincti familya grubudur (Gebts ve digerleri, 2005). Leguminosae familyasi
icinde yer alan Phaseolus cinsine ait 5 adet tir kiltlire alimmistir. Bu tirler; P. vulgaris L.
(fasulye), P. coccineus L. (¢ali fasulyesi), P. acutifolius A. Gray (cay fasulyesi), P. lunatus
L. (lima fasulyesi) ve P. polyanthus Greeman (yillik fasulye)’dir (Singh, 1999).

Ekonomik ve bilimsel amacl en ¢ok tercih edilen fasulye tiirii ise P. vulgaris L.’dir. Bu



tur Dunya’da yetistirilen baklagillerin %75’ ini olusturmaktadir. Gradinaroff 1939 yilinda
ginimuzde halen gecerli olan siniflandirmay1 yapmistir ve Phaselous vulgaris tirini
tane sekli ve biyiikliigline gore 5 alt tiire ayirmistir. Bunlardan birincisi ssp. sphaericus
mart. alt tiirtidiir. Tohumlar yuvarlaga yakin ve uzunlugu genisliginden fazladir.
Tiirkiye’de yetistirilen seker fasulyesi bu grup icin 6rnek verilebilir. ikinci alt tiir ssp.
elipticus mart. olarak adlandirilmistir. Bu grubun tohumlar1 elips seklindedir. Cali
fasulyesi bu alt tire 6rnek verilebilir. Uciincii alt tiir ssp. oblongus Savi dir. Uzun
silindirik bobrek seklindeki tohumlarinin genislikleri kalinliklar1 kadardir. Horoz
fasulyesi bu gruba girer. Dordunc alt tir ssp. subcompressus al. alt ttriddr. Tohumlar
yar1 yassi sekilde uzunlasmis bobrege benzemektedir. Selanik fasulyesi bu gruba 6rnek
verilebilir. Besinci grup ise ssp. Compressus alt tiriidir. Tohumlar basik, genis, tohum
uzunlugu genisliginin iki kat1 kadardir. Ayrica fasulyeler bitkilerin biiyiime sekline gore
bodur fasulye (var. nanus) ve sirik fasulye (var. valubilis) olmak Uzere 2 gruba
ayrilmaktadir. Bununla birlikte fasulyelerin bir diger siniflandirma sekli; tohum kabugu
renkleri ve kabugun degisik renklenme durumlarma géredir. Taneler tek renkli (unicolor)
ise form, ¢cok renkli (versicolur) ise subform olarak adlandirilmaktadir (GUlimser ve
digerleri, 2013). Fasulye bitkisinin taksonomisi Cizelge 2.1°de belirtilmistir (Anonim,
2021).

Cizelge 2.1. Fasulye bitkisi taksonomisi (Anonim, 2021)

ALEM Plantae

BOLUM Magnoliophyta
SINIF Magnoliopsida
TAKIM Fabales

FAMILYA Leguminosae

ALT FAMILYA Papilianaceae

CINS Phaseolus L

TUR Phaseolus vulgaris L

Fasulye, agik kahve renkli ve dallanmis yapida olan kazik koklii bir bitki turudir. Kokler
hizl1 bir sekilde ¢imlenmeden sonra gelismeye baslar. Ana kok, engelle karsilasmadigi

siirece toprak derinligince biiyiimeye devam etmektedir fakat engelle karsilastiginda



blytmesi durur. Bu durumda yan koklerin gelisimini tesvik eder. Kokler glinde yaklasik
3-3,5 cm uzayabilmektedir (Sehirali, 1988).

Fasulye govde, bogum ve bogum aralarindan meydana gelen tek yillik otsu govde
yapisindadir. Kiiltiirii yapilan fasulye cesitleri boylanma durumlaria gére bodur ve sirik
olmak tizere iki gruba ayrilmaktadir. Bodur fasulyeler; yiksek bodur (dallanmas1 az fakat
boyu fazla), yayvan bodur (¢ok dallanip gelisimi yayvan olan), uzun yaprak sapli bodur
(yaprak saplar1t uzun olup dagmik biiyiime gosteren) ve kiire bodur (yaprak uclar1 asagi
dogru kivrilip toplu biiyliyen) olmak tizere 4 alt gruba ayrilmaktadir. Sirik fasulyeler ise
az yiiksek (yaklasik 150 cm kadar boylanan), orta yiiksek (150-200 cm kadar boylanan),
yuksek (200-300 cm kadar boylanan), ¢ok yiiksek (300 cm’den fazla boylanan) olmak

iizere 4 alt gruba ayrilmaktadir (Giiliimser ve digerleri, 2013).

Tohumda kotiledonlar arasinda bulunan ve plumulay1 ¢evreleyen iki adet yaprakeik
bulunur. Bu yaprak¢iklar daha sonra kotiledon yapragi olarak da adlandirilan basit
yapraklart olustururlar. Bunlar karsilikli ve bir ¢ift olup kalp seklindedir ve
ciceklenmeden sonra kuruyarak Sliirler. Asil yapraklar ise birlesik yaprak olup, ii¢ adet
yaprak¢igin bir yaprak sapi lizerine baglanmasi ile olusur. Gergek yapraklar, karsilikli
olarak duran iki kotiledon yapragi arasindaki biiyiime noktasinin gelismesiyle meydana
gelir. Fasulyenin tiim vejetatif organlarinda oldugu gibi yapraklar1 da tiiylidiir.
Yapraklarin alt yiizeylerindeki tiiy sayis1 iist yiizeylere oranla daha fazladir (Gulimser ve
digerleri, 2013).

Fasulyenin ¢icegi salkim seklinde olup yaprak koltuklarindan ¢ikmaktadir. Tipik bir
baklagil c¢iceginin tiim 6zelliklerini tasimaktadir. Fasulye ¢igeklerinin rengi genellikle
beyaz, mor, kirli beyaz ve agik mor rengindedir. Renkli ¢icek Ozelligi beyaz cicek
ozelligine gore baskin karakterdedir. Cigeklenme i¢in ideal sicaklik degeri 21 °C’dir.
Bodur ¢esitlerde ¢igeklenme tohum ekiminden 43 giin sonra baglar ve yaklagik 15 giin
stirer. Sirik gesitlerde ise ¢igeklenme tohum ekiminden 46 giin sonra baglar ve yaklagik
30 giin devam etmektedir (Akgin, 1988).



Fasulye bitkisi %99 oraninda kendine dollenen bir bitkidir (Keles, 2015). Fasulyede
dollenme gerceklestikten sonra ¢igegin yumurtaligi geliserek baklayi olusturur. Olusan
bakla (legume) fasulye bitkisinin meyvesidir. Cesit 6zelligine ve ¢evre sartlarma bagli
olarak bitkide 4 ile 29 adet arasinda bakla bulunabilmektedir (Cift¢i ve Sehirali, 1984).
Bodur ¢esitlerde ana saptaki bakla sayis1 bitkideki toplam bakla sayisinin %20’sinden
daha az olmaktadir. Sirik gesitlerde ise bu oran %70’inden fazladir. Cigeklenmeden
sonraki 5-6 giin igerisinde bitkideki toplam baklalarin %90°1 olusmaktadir (Chung ve
digerleri, 1991).

2.3. Xanthomonas Axonopodis pv. Phaseoli Hakkinda Genel Bilgiler

Fasulyede verim ve kalite kayiplarina sebep olan ve Dunya’da yaygin goriilen 4 adet
bakteriyel hastalik vardir. Bunlar; Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli, Pseudomonas
savastanoi pv. phaseolicola, Pseudomonas syringae pv. syringae, Curtobacterium
flaccumfaciens pv. flaccumfaciens’dir (Hall, 1994; Howard ve digerleri, 1994; Agrios,
1997). Bu patojenlerin icinde X. axonopodis pv. phaseoli tohum kdkenli olup, nemli ve
ilik kosullarda epidemi olusturmaktadir. X. axonopodis pv. phaseoli bakterisinin neden
oldugu bakteriyel adi yaprak yaniklig1 hastaligi ilk olarak Halsted tarafindan 1893 yilinda
tespit edilmistir. Smith ise 1897 yilinda bu bakteriyi izole edip isimlendirmis ve
tamimlamustir (Zaumeyer, 1930). Patojen zararh etkilerini daha ¢ok tropikal, subtropikal
ve 1liman bolgelerde gostermektedir (Vandemark ve digerleri, 2008). Gram negatif ve
aerobik bir bakteri olan X. axonopodis pv. phaseoli, fasulyenin bircok tirtnde
enfeksiyona sebep oldugu bilinmektedir. Tohum, hastaligin yayilmasinda ¢ok dnemli bir
faktordir ¢unki bu patojenin canliligi, tohumda 30 yila kadar muhafaza edilebilmektedir
(Dursun ve digerleri, 2002). Bu hastalik bitkinin tiim toprak dstii kisimlarinda
enfeksiyona sebep olabilir ancak bakla ve yapraktaki belirtileri daha fazladir. Hastaligin
tipik belirtisi yaprak tizerindeki nekrotik lezyonlar ve bu lezyonlar1 ¢evreleyen agik, sar1
renkteki halelerdir. Yapraklarin kenarlarinda veya damarlari arasinda bulunan bu
lezyonlar, biiyiidiik¢e yanik bir goriinime doniismektedir (Sekil 2.3; Schwartz, 2008).
Ayrica bakterinin ¢ogalmasi i¢in uygun olan iklim sartlarinda, kapsiiller tizerindeki
lezyonlardan genellikle bakteriyel sizintilar gézlenmektedir. Enfekte olmus tohumlarda

sekil bozukluklar1 goriilebilmekte ve ¢imlenme yeteneklerini kaybetmektedirler (Hall,



1994). Tohumlarda goriilen bakteriyel adi yaprak yanikligi hastaligi belirtileri Sekil 2.4’te

gosterilmistir (Wallen, 2004).

Sekil 2.3. Bakteriyel adi yaprak yanikligi hastaligmmin yaprak {iizerindeki belirtisi
(Schwartz, 2008).

Sekil 2.4. Fasulye tohumlarinda goriilen bakteriyel adi yaprak yaniklig1 belirtileri (Solda
saglikli tohum, sagda enfekte olmus tohum gorselleri) (Wallen, 2004).



Bakteriyel adi yaprak yaniklig1 hastaligi, yiiksek nem, sicaklik ve yagistan sonra havanin
kurumasi durumunda, fasulye popiilasyonlarinda %40’ n iizerinde verim kayiplarina yol
acabilmektedir (Seattler, 1989). Bu nedenlerden dolay1 hastalikla miicadele etmek igin
temiz sertifikali tohum kullanimi, tohumlarin antibiyotikle muamele edilmesi, uzun siireli

tiriin rotasyonlar1 ve bakirli preparatlarin kullanimi tavsiye edilmektedir (Mutlu, 2005).

2.4. Bakteriyel Adi Yaprak Yamkhg Hastahgimin Dayanikhhk Kaynaklar

Fasulye iiretiminde bakteriyel adi yaprak yanikligi hastaligina karsi en etkili ve ¢evreye
duyarli kontrol yontemi, dayanikli ¢esit kullanmimidir. Fasulyede bakteriyel adi yaprak
yaniklig1 hastaligina karsi genetik dayaniklilik kaynaklari literatirde tanimlanmistir.
Dayanikliligin ¢cogu ¢ok genle kontrol edilen karakterler (QTL) oldugu tespit edilmistir
ve dayanikhlik diizeyler1 farklilhik gostermektedir. Ayrica dayamiklilik cevresel
kosullardan etkilenmektedir (Kelly ve digerleri, 2003). Zapata ve digerleri (2010),
fasulyede bakteriyel adi yaprak yaniklig1 dayaniminin dominant genler tarafindan kontrol

edildigini bildirmislerdir.

DNA tabanli molekiiler isaretleyiciler teknolojisi, bitki 1slah ¢alismalarinda fasulye
1islahgilar1 igin alternatif bir yontem olmustur (Tanksley ve digerleri, 1989). Molekiler
isaretleyici, bir kromozom {izerinde bulunan ve referans noktasi olarak kullanilabilen bir
gen veya DNA pargasi olarak tanimlanabilmektedir (Weber ve Wricke, 1994). DNA
tabanli molekiiler isaretleyiciler, ¢evresel faktorlerden etkilenmezler ve laboratuvar
ortaminda dogru ve otomatik olarak analiz edilebilmektedirler. Son yillarda molekiiler
isaretleyicilerin  gelistirilmesi ve uygulanmast konusunda Onemli ilerlemeler

kaydedilmistir (Kangfu ve digerleri, 2012).

Bakteriyel adi yaprak yaniklig1 hastaligina dayanikli fasulye bitkileri, yapraklarda bakteri
populasyonunun birikmesini azaltabilmekte veya tohum ici enfeksiyonu engelleyerek X.
axonopodis pv. phaseoli patojeninin vaskiiler dokular yoluyla hareketini bir sekilde

azaltabilmekte veya durdurabilmektedir (Goodwin ve digerleri, 1995).
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Fasulyede bakteriyel adi yaprak yanikligi hastaligma karsi genetik dayaniklilik, c¢ali
fasulyesi (P. coccineus) ve cay fasulyesi (P. acutifolius) ile kiyaslandiginda c¢ali
fasulyesinde nispeten daha distiktiir (Singh ve Munoz, 1999; Mohan, 1982). P.
coccineus'taki adi yaprak yanikligi hastaligi dayanikliligmm genetigi biiyiik olgiide
bilinmemekle birlikte, P. coccineus'tan diisiik ila orta diizeydeki dayaniklilik, fasulyeye
aktarilmigtir (Miklas ve digerleri, 1994).

Freytag ve digerleri (1982) tarafindan piyasaya surulen XR-235-1-1 fasulye hatt1 i¢in
bakteriyel adi yaprak yanikligi dayaniklilik kaynagi, c¢ali fasulyesinin (P. coccineus)
P1273667 genotipidir. PI273667'den turetilen iki QTL X. axonopodis pv. phaseoli direnci,
XR-235-1-1 fasulye hattinda tanimlanmustir ve birlikte bakteriyel adi yaprak yanikligi
dayanimi igin fenotipik varyasyonun yaklasik %27'sini olusturdugu belirtilmistir (Yu ve
digerleri, 1998).

C1, C2, C3 ve C4 olarak adlandirilan 4 adet bakteriyel adi yaprak yanikligi hastaligina
dayanikli hat, fasulye ve P. coccineus arasindaki spesifik ¢aprazlamalarla gelistirilmistir
(Park ve Dhanvantari, 1987). Miklas ve digerlerine (1994) gore, TARS VCI-4B coklu
hastalik dayaniklilik hatt1, PI311950 ve PI1311977 genotiplerinden gelmektedir. Ayrica
Miklas ve digerleri (1999), bakteriyel adi yaprak yanikligi dayanimlarmi ya P.
coccineus'tan ya da Etiyopya fasulyesi gesitlerinden alan 4 farkli X. axonopodis pv.
phaseoli dayaniklilik genini (ICB-3, ICB-6, ICB-8 ve ICB-10) agiklamislardir.

Singh ve Munoz (1999), 4 Phaseolous tiriinde 55 adet ¢ali (P. coccineus) fasulyesini de
iceren 166 tane umut verici gen kaynagini taramislardir ve P. coccineus'ta dayanikliligin
orta derecede bir dayaniklilik oldugunu bulmuslardir. Cizelge 2.2°de, fasulye 1slahgilar1
tarafindan yaygin olarak kullanilan baslica X. axonopodis pv. phaseoli dayaniklilik

kaynaklar1 6zetlenmistir.
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Cizelge 2.2. Phaseolus tirlerinde tespit edilen 6nemli bakteriyel adi yaprak yanikligi

hastaligina dayaniklilik genleri ve molekiiler isaretleyicileri

Gen Hat Gen/QTL | Molekuler Ag¢iklanms Fenotipik
Kaynad Numarasi | Isaretleyici Varyasyon (R2)
Montana GN#1 - SAP6 %35

No. 5 GN#1Sel

27
- BC409 %12 (ilk ti¢ yaprakl
yapraklar);
%13 (sonradan gelisen
BAC6 3 Ug yaprakli yapraklar)
17%(baklalar)
K19
BAT 93 - 4 - %75 (tiim QTL’ler)
Belneb - 4 W10 %44 (ilk ii¢ yaprakli
RR-1 Yapraklar);
%41 (baklalar)
PR0313- 1 SAP6 %55
58
Pl OAC-88-1 2 R7313 %81 (tum QTL'ler)
440795 | OAC-Rex 3 PV-ccct- %42,2 (Bir QTL)
001
Pl XAN 159 4 BC420 %28 (yapraklar);
319443 SuU91 %11 (bakla);
%18 (tohumlar)
HR 45 2 BC420 %25-52
HR 67 2 BC420 %70
G40001 VAX 1 - -- -
VAX 2
VAX 3
VAX 4
VAX 5
VAX 6
Pl XR235-1- 2 - %27
273667 1
Pl TARS - - -
311950 VCI-4B
Pl
311977
Pl C1 - - -
165421 C2
C3
C4
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2.5. Fasulye Adi Yaprak Yamkhg Hastah@ Uzerine Yapilan Cahsmalar

Dursun ve digerleri (2002), fasulye genotiplerinde adi bakteriyel yaniklig1 hastaligina
kars1 dayaniklig1 belirlemek tizere arastirma yapmislardir. Tiirkiye'de yetistirilen taze ve
kuru fasulye cesitlerini/hatlarin1 igeren yirmi iki fasulye genotipi, Tiirkiye'nin farkli
bolgelerinden toplanmustir ve X. axonopodis pv. phaseoli 'nin MFD-11 irkina karsi direng
acisindan test edilmistir. X. axonopodis pv. phaseoli ye direncli bulunan AG-7117 harig,
test edilen tiim fasulye hatlarv/cesitleri orta derecede duyarli, duyarl veya yiiksek diizeyde
duyarli olarak sonu¢ vermistir. Bu, bir fasulye hattinda (AG-7117) X. axonopodis pv.

phaseoli 'ye kars1 direng kaynagmin ilk raporudur.

Mutlu ve digerleri (2008), bir donér ebeveynde adi yaprak yanikligina direng igin
kantitatif 6zellik lokuslar1 (QTL) ile baglantili molekiiler isaretleyicilerin yardimiyla geri
melezleme yaklagiminin barbunyada adi yaprak yanikligma karsi daha yiiksek direng
seviyeleri elde etmek i¢in kullanilip kullanilamayacagini belirlemek i¢in arastirma
yapmiglardir. Donor ebeveyn olan XAN 159'dan gelen QTL adi yaprak yaniklig1 direnci,
klasik geri melezleme ve molekiiler isaretleyicilere dayali segilim kullanilarak
tekrarlayan ebeveyn olan 'Chase'e dahil edilmistir. 'Chase’ pinto fasulyesi orta derecede
direnglidir ve XAN 159 hatti, X. axonopodis pv. phaseoli ye kars1 olduk¢a dayaniklidir.
Molekiiler isaretleyici analizleri, adi yaprak yanikligi direncine sahip geri melezleme
tiirevli barbunya hatlarinda GN no. 1 Sel 27 ve XAN 159'dan bagimsiz QTL'nin varligini
dogrulamistir. Chase ¢esidinin agronomik tiim karakterleri geri melezlemeyle elde

edilmis tlim hatlarda geri kazanilmistir.

Poyraz ve digerleri (2017), 12 yerel fasulye cesidinde (Aslan, Elinda, Istanbul, Bursa,
Flash, Belluga, White cordinal, Beryl, Yunus-90, Goyniik-98, Onceler-98, Eskisehir-
855), Pseudomonas syringae pv. phaseolicola ve X. axonopodis pv. phaseoli
hastaliklarina kars1 bazi dayaniklilik genlerinin belirlenmesini amaglamislardir. SR13,
ST8, SH11 ve SB10 olan 4 adet dayaniklilik genini P. syringae pv. phaseolicola hastaligi
icin, SU91, BC420, BAC6, SAP6, R4864 ve R7313 olan 6 adet dayaniklilik genini X.
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axonopodis pv. phaseoli hastalig1 i¢in taramuslardir. Ozel SCAR molekiiler isaretleyicileri
ile polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemini kullanarak her bir dayaniklilik genini
test etmislerdir. Aslan ve Beryl olan 2 fasulye ¢esidinin P. syringae pv. phaseolicola’ya
kars1 4 dayaniklilik genini de igerdigini ayrica bu iki ¢esidin tarlada bu hastaliga karsi
daha dayanikli oldugunu gozlemlemislerdir. 12 fasulye ¢esidinde de tiim dayaniklilik
genleri i¢in analizler yapilmis, tarladaki dayaniklilik oranlar1 ile karsilagtirilarak sonuglar

elde edilmistir.

Jung ve digerleri (1997), amplifiye polimorfik DNA (RAPD) molekdler isaretleyicileri,
bakteriyel hastalik direncinin genetigini incelemek {izere rekombinant inbred
populasyonlart PC-50 X XAN-159 melezinden genetik baglant1 haritasi olusturmak igin
kullanmiglardir. Kendi iginde melezlenmis 70 adet rekombinant hat, bakteriyel adi yaprak
yanikliginin iki wrkina karsi dayaniklilik agisindan degerlendirilmistir. Bir ila dort
kantitatif karakter lokusu (QTL), wrklar i¢in fenotipik varyasyonun %18 ila %53'Un
kapsamaktadir. Adi yaprak yanikligi direnci i¢in en Onemli etkiler, kismi baglant1
haritasinin baglant1 grubu 5 iizerindeki bir kromozomal boélge ve baglant1 grubu 1
iizerindeki iki bolge ile iliskilendirilmistir. Ayrica V lokusunun, adi yaprak yanikligi
direnci lizerinde biiyiik bir etkisi olan bir QTL ile baglantili oldugu tespit etmislerdir.

Chirwa ve digerleri (2011), Malavi'de baklada bakteriyel adi yaprak yaniklig1 hastaligiin
direng kalitimini1 belirlemek icin ¢alisma yapmuslardir. Malavi'deki yerel tiirlerden
(Chimbamba ve Nasaka) iki fasulye ¢esidi, hassas ebeveynler olarak kullanilmistir. Vax
6 ise donor (direncli) hat olarak kullanilmistir. Serada F2 poliilasyonlar1 olusturulup, X.
axonopodis pv. phaseoli hastaligi direnci acisindan degerlendirilmistir. Ug hassas
ebeveynden gelen populasyonlardan elde edilen verileri kullanan Ki-kare testi, X.
axonopodis pv. phaseoli direng kalitimimin, olast mindr gen kalitimi olan iki bilyiik gen

tarafindan kontrol edildigini gostermistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Kullanilan Bitki Materyali

Bu ¢alismada Tiirkiye’de yaygin olarak yetistirilen taze fasulye g¢esitlerinden Volare,
Gina (May), Asya, Leziz, Olivin, Sarikiz, Magnum, Bourgondia ve Balkiz olmak iizere
toplamda 9 ticari ¢esit kullanilmistir. Bu g¢esitlerden Asya, Olivin, Gina, Volare,
Magnum, Leziz cesitleri May Agro Tohumculuk San ve Tic. A.S. firmasindan,
Bourgondia ¢esidi Monsanto Gida ve Tarim Tic. Ltd. Sti firmasindan, Sarikiz ¢esidi
Istanbul Tohumculuk San. Tic. Ltd. Sti firmasindan, Balkiz ¢esidi ise Bursa Tohumculuk
Ziraat ve Ticaret A.S. firmasindan tedarik edilmistir. Asya, Olivin, Gina ve Bourgondia

cesitlerinin tohum rengi beyaz, diger cesitlerin tohum rengi ise kahverengidir.

Calismada kullanilan 9 ticari ¢esidin hepsi bodur biiylime tipine sahiptir ve taze tiketime
uygundur. Asya ve Olivin cesitleri taze tiiketime ek olarak sanayi tiiketimi icin de
yetistirilmektedir. Asya ve Olivin gesitleri hem makineli hasada hem de elle hasada

uygundur. Diger gesitler ise elle hasada uygun olarak gelistirilmis ¢esitlerdir.

Cesitlerin bakla tipi, bitkideki bakla sayis1 bakla uzunlugu, bakla eni, bakla parlaklig1 ve
bakla rengi Cizelge 3.1’de verilmistir. Olivin harig tiim ¢esitler yassi1 bakla tipine sahiptir.
Olivin ise yuvarlak bakla tipine sahiptir. Olivin, Volare, Bourgondia, Sarikiz ve Balkiz
cesitlerinin baklasi parlak gorinimlidir. Asya, Gina ve Magnum g¢esitlerinin baklasi

hafif mattir. Leziz ¢esidi ise ¢ok parlak bakla yapisina sahiptir (Cizelge 3.1)
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Cizelge 3.1. Calisgmada kullanilan g¢esitlerin fenolojik 6zellikleri

CESIT BAKLA | BITKIDEKi | BAKLA BAKLA | BAKLA BAKLA
TiPi BAKLA UZUNLUGU | ENi PARLAKLIGI | RENGI
SAYISI (cm) (mm)
Asya Yasst 17-18 17-18 16-17 Hafif Mat Agik
Yesil
Olivin Yuvarlak | 20-21 14-15 9-11 Parlak Orta
Yesil
Gina Yassi 15-16 16-17 17-18 Hafif Mat Orta
Yesil
Volare Yassi 18-19 16-17 16-17 Parlak Koyu
Yesil
Magnum Yassi 19-20 20-21 14-15 Hafif Mat Acik
Yesil
Leziz Yassi 17-18 17-18 18-19 Cok Parlak Cok
Koyu
Yesil
Bourgondia | Yassi 17-18 19-20 19-20 Parlak Koyu
Yesil
Sarikiz Yassi 18-19 17-18 16-17 Parlak Koyu
Yesil
Balkiz Yassi 17-18 16-17 16-17 Parlak Koyu
Yesil

Ayrica aragtirmada kullanilan 9 ¢esitten Gina, Leziz ve Balkiz’in bakla gorselleri Sekil
3.1°de, Olivin, Sarikiz ve Bourgondia’nin bakla gorselleri Sekil 3.2°de, Asya, Volare ve

Magnum’un bakla gorselleri ise Sekil 3.3 ‘de gosterilmistir.
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Sekil 3.3. A) Asya, B) Volare ve C) Magnum gesitlerinin bakla gorselleri
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3.2. Bitki Yetistirmede Kullanilan iklim Kosullari

Bu c¢alismada kullanilan fasulye cesitlerine ait bitkileri yetistirmek i¢in Bursa May
Tohum A.S. firmasinin Yildirim/Samanli’daki merkez bitki yetistirme seralar1
kullanilmistir. iklimlendirme, seralarda tam otomatik kontrollii sistem ile yapilmaktadir.
Isiklandirma igin bitki biytmesini destekleyen 370 — 420 nm dalga boyundaki led isiklar
kullanilmistir. Sulama, bitkiler viyoldeyken sabah saatlerinde her giin, bitkiler saksida

iken haftada 2 giin 45°er dakika damlama sulama sistemi ile uygulanmaistir.

3.3. Tohum Ekimi

Tohumlar firmalardan temin edildikten sonra her bir cesitten 10 adet olacak sekilde 2
birim torf (QTS Substrate Professional) 2 birim kokopit, 1 birim perlit ve 1 birim akilli
gubre (osmocote) karisimi olan viyollere ekilmistir. Yaklasik 2 hafta, ger¢ek yaprak
gelisinceye kadar viyollerde biiylitiilmiistiir. Bitkilerin viyoldeki goriintiisii Sekil 3.4°te

verilmistir.

Sekil 3.4. Viyoldeki fasulye bitkilerinin genel gorintusu
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3.4. Patojenite Analizleri

Calismada hem fasulye baklasinda hem de yapraginda olmak iizere 2 farkli inokiilasyon

yontemi kullanilmistir.
3.4.1. Coklu igne yontemi ile yapraga bakteri inokilasyonu metodu
Coklu igne yontemi ile yapraga bakteri inokiilasyonu metodu i¢in kullanilan malzemeler;

Torf ve cocopeat karigimi yetistirme ortami
Test edilecek fasulye tohumlari

Dayanikli kontrol grubu tohumlari

Hassas kontrol grubu tohumlar1

X. axonopodis pv. phaseoli bakteri kilturu
TSA kati1 besiyeri

Steril petri

28’lik viyol

e Igne

e 50 ml lik tiip

e 100 ml’ lik sise veya beher

e Oze

Coklu igne yontemi ile yapraga bakteri inokiilasyonu metodu i¢in kullanilan cihazlar;

Sterilizator
Vorteks

Otoklav

Steril kabin

Etlv
Spektrofotometre

Bu test, fasulye bitkisinin, fasulyede adi yaprak yanikligi hastaligina neden olan X.
axonopodis pv. phaseoli bakterisine dayanikliliginim tespiti igin yapilmstir. Ik asamada

bakteri kiltir cogaltimi ve solisyon hazirlanmistir.
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On hazirlik asamasmda TSA (Tryptone Soy Agar) — Kati ortami asagidaki gibi

hazirlanmastir.

1. 1 litre distile su igerisine 40 g hazir toz halindeki TSA (MERCK®) eklenmistir.

2. Sisenin kapaklar1 kapatilarak tozun su i¢inde ¢oziinmesi igin iyice ¢alkalanmigtir.

3. Sise kapagi biraz gevsetilerek 121 °C ‘de otoklavin sivi programinda steril
edilmistir.

4. Steril kabin igerisinde, her bir steril petri kutusuna 20-25 ml dokiilmiistiir.

5. Besi yeri ortami katilastiktan sonra petri kutularinin kapaklar: kapatilmastir.

6. Bakteri ekiminde kullanilincaya kadar 4 °C’de saklanmuistir.

Bakteri ekimi i¢cin X. axonopodis pv. phaseoli (Xap) stok kaltlr(, steril kabinde, steril
bir 6ze kullanilarak yeni TSA besi Yyerlerine aktarilmistir. 27-28 °C’deki etiivde
bekleyen bakteri kiiltiirleri yaklasik 2 giin icerisinde gelisimini tamamlamistir.

Cogaltilan bakteri kiilttirti Sekil 3.5°te gosterilmektedir.

Sekil 3.5. TSA ortaminda ¢ogaltilan bakteri kiiltiirii

Bakteri soliisyonu hazirligi igin, taze bakteri kiiltiirleri besi yerlerinden kazinarak alinmig

ve bir beher iginde steril distile suya eklenmistir. Soliisyon homojen oluncaya kadar

20



karigtirilmigtir.  Hazirlanan soliisyonun konsantrasyon Ol¢timii, spektrofotometre
cihazinda yapilmistir. Soliisyon, cihazin kiivetine koyulup, kiivet cihaza yerlestirilmistir.
600 nm dalga boyunda Olglim yapilarak aliman sonucun 0,2 degerinde olmasi
saglanmustir. Bu deger, bakteri konsantrasyon 108 bakteri/ml oldugunu belirtmektedir.
Inokiilasyon i¢in hazirlanmasi gereken bakteri yogunlugu 108 bakteri/ml’dir. Hazirlanan
soliisyonun konsantrasyon degeri uygun degilse, soliisyon daha derisik veya seyreltik bir

hale getirilerek istenilen degere ulastirilmistir. Sekil 3.6°da bu asamalar gosterilmektedir.
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Sekil 3.6. Bakteri soliisyonu hazirlama asamasindan goriintiiler. A) TSA besi ortami
Uzerinde gogaltilan bakterilerin 6ze yardimiyla ortamdan alinmas1 B) Xap bakterilerinin
distile su igerisinde karistirilarak homojen hale getirilmesi C) Bakteri konsantrasyonun
spektrofotometre ile dlctilmesi

Ikinci asama inokiilasyon asamasidir. Yaprak inokilasyonu igin ¢oklu igne metodu
kullanilmistir. Viyollerde biiyiitiilen fasulyeler fide boyutuna geldiginde saksilara
sasirtilmistir. Bitkiler 4-6 yaprak asamasinda iken canli saglikli olan yaprak segilerek
uygulama yapimistir. Coklu igne metodunda, 8-10 adet toplu igne, strafor vb. bir
malzemeye saplanarak kullanilmistir. Bakteri soliisyonu, siviy1 blinyesinde tutan steril bir
beze dokiiliip, bez yapragn altinda tutulurken, igneler ile yapragin iistiinden hafif¢e delik

acilmigtir (Sekil 3.7). Boylece zedelenen yerden bakterilerin niifuz etmesi hedeflenmistir.
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Enfekte edilen bitkilerin Gzerleri plastik Ortu ile kapanmistir. Yaprak yuzeyinin nemli

kalmasi i¢in sprey yardimiyla diizenli olarak su piiskiirtiilmiistir.

Sekil 3.7. Coklu igne yontemi ile yapraga inokiilasyon uygulamasi. A) Canli ve taze
yapragin segilmesi B) Bakteri soliisyonuna batirilan ignelerin yapraga uygulanmasi C)
Sprey ile yapraklara su piiskiirtiilerek nemli bir ortam olusturulmasi

Ugiincii asama ise gozlem ve degerlendirme asamasidir. Inokiilasyondan sonraki 5 giin

semptomlarm gelismesi kontrol edilmistir. 7. Giin ise gézlem sonuclar1 alinmistir.

3.4.2. Kirdan yontemi ile baklaya bakteri inoktlasyonu metodu

Kirdan yontemi ile baklaya bakteri inokllasyonu metodu uygulanirken kullanilan

malzemeler;

Torf ve cocopeat karigimi toprak
Test edilecek fasulye tohumlari
Dayanikli kontrol grubu tohumlar1
Hassas kontrol grubu tohumlar1
Bakteri kalttri

TSA kat1 ortami

Steril petri
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e 28’lik viyol

e 50 ml lik tiip

e 100 ml’ lik sise veya beher
e Steril 6ze

Kirdan yontemi ile baklaya bakteri inokllasyonu metodu uygulanirken kullanilan

cihazlar;

Boncuk sterilizator
Vorteks

Otoklav

Steril kabin

Etlv
Spektrofotometre

I[Ik asamada bakteri kiiltiir cogaltimi ve soliisyon hazirlanmstir.  Bunun igin X.
axonopodis pv. phaseoli stok kulturd steril kabinde, steril bir 6ze kullanilarak yeni TSA
besi yerlerine aktarilmistir. 27-28 °C sicaklikta, etiivde bekleyen bakteri kiiltiirleri, 2 giin

icerisinde gelisimini tamamlamistir.

Ikinci asama ise bakla inokiilasyonu asamasidir. Viyollere ekilen fasulyeler fide
donemindeyken saksilara sasirtilip bakla meyve dolum donemine gelene kadar
biiyiitiilmiistiir. Inokiilasyon i¢in meyve dolum donemi gegmeyen yesil baklalar heniiz
sulu déonemde iken toplanilip kullanilmistir. Baklalarin dis ylizeyleri %70 oranindaki
etanol ile silinip temizlenmistir. D1g yiizeyleri temizlenen baklalarin iizerine ortalama 5
mm araliklarla kiirdan yardimi ile delikler agilmistir. Petrilerde biiyiimiis olan bakteriler,

kiirdan ile kazinarak agilan deliklere koyulmustur. Sekil 3.8’de asamalar gosterilmistir.
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Sekil 3.8. Kiirdan ile bakla inokiilasyonu agsamalari. A) TSA ortaminda bakterinin
¢ogaltilmasi B) Kiirdan yardimiyla baklalarm iizerinde acilan delikler C) inokule edilen
kiirdanlarin baklada agilan deliklere bulastirilmasi

Inokule edilen baklalar plastik kaplara konulup iistleri kapatilmistir. 25-26°C’de ve
karanlik bir ortamda inkube edilmistir. Inokiilasyondan sonraki 5 giin semptomlarin

gelismesi kontrol edilmistir. 7. Giin ise gozlem sonuglar1 alinmastir.

3.5. DNA Izolasyonu

Bitkilerin kotiledon yapraktan sonra ¢ikan ilk gergek yapraklar1 yaklagik 20-50 mg olacak
sekilde collection plate’e yerlestirilmistir. -80 °C olan derin dondurucuda minimum 30
dakika bekletilerek donma islemi ger¢eklestirilmistir. Bu arastirmada Roche marka

manuel DNA izolasyon Kiti (Roche® High Pure Nucleic Acid Kit) kullanilmugtir.

Bu kitin izolasyon asamalar1 su sekildedir;

3.5.1. Roche marka DNA izolasyon kiti icerisindeki kimyasallar

e Tissue lysis buffer
e Proteinase K
e Binding buffer
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e Inhibitor removal buffer
e Washing buffer
e Elution buffer

3.5.2. DNA izolasyonunda kullamilan diger kimyasallar

e Etanol
e lzopropanol

3.5.3. DNA izolasyonunda kullanmilan sarf malzemeler

e Collection microtube plate

e Collection microtube caps

e 1,5 ml mikrosantrifiij kapakli tiip
e Pipet ve pipet uglar

3.5.4. On hazirhk asamalan

-80 °C derin dondurucudan ¢ikarilan yapraklar tissue lyser II cihazinda, yapraklar un
haline gelene kadar (yaklasik 2 dakika) pargalanmistir. Daha sonra asagidaki adimlar

1zlenmistir;

1. Par¢alanan yapraklarin tizerine 200 pl tissue lysis buffer ve 50 ul proteinase K
eklenerek vorteks yardimiyla karigtirilmastir.

56 °C’de 1 saat inkiibe edilmistir.

80 °C’ olan etiive alinarak 20 dakika boyunca burada inkiibasyona brrakilmistir.
Uzerlerine 200 ul binding buffer eklenerek vorteks yardimiyla karigtiriimistir.

72 °C olan etiivde 10 dakika inkiibe edilmistir.

Cikarilan numuneler 1,5 ml mikrosantrifiij kapakl tiiplere aktarilmistir.

Her tiipe 150 pl izopropanol eklenerek pipet ile karigtirilmigtir.

© N o g &~ D

Ornek sayis1 kadar collection tube ¢ikarilip her birine filtreli tiip yerlestirilmistir.
Hazirlanan bu karigimim sivi kismu toplama tiiplindeki filtreli tiiplere aktarilmustir.
9. 8000 x g ‘de 1 dakika santrifiij edilmistir.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.
20.

21

22
23

Toplama tlpi atilarak filtreli tiipler daha 6nceden hazirlanan yeni toplama tlpune

alimmustir.

Her tiipe 500 pl inhibitér removal buffer eklenmistir.

8000 x g ‘de 1 dakika santriflij edilmistir.

Toplama tupu atilip, filtreli tiipler daha 6nceden hazirlanan yeni toplama tipune

almmustir.

Her tiipe 500 pl wash buffer eklenmistir.

8000 x g ‘de 1 dakika santrifiij edilmistir.

Toplama tupu atilip, filtreli tiipler daha 6nceden hazirlanan yeni toplama tipine

alinmustir.

Her tiipe 500 pl inhibitér removal buffer eklenerek 8000 x g ‘de 1 dakika santrifiij

edilmistir.

Toplama tiupunde kalan sivi dokiiliip, filtreli tiip yeniden ayni toplama tlpune

konulmustur.

Kimyasal koymadan 13000 x g’de 10-15 saniye santrifiij edilmistir.

Filtreli tiiptin altindaki toplama tupunde kalan sivi, tiiple birlikte atilip, filtreli tiip

daha 6nceden hazirlanan temiz toplama tupiine konulmustur.

. Uzerine 72 °C olan etiivden alman elution buffer’dan 200 ul konulmustur.
(Calismaya baslamadan 6nce elution buffer 72 °C’de bekletilmistir).

. Filtreli tiiplerin kapaklar1 acik olacak sekilde 5 dakika oda sicakliginda bekletilmistir.

. Kapaklar1 kapanan filtreli tiipler 8000 x g’de 1 dakika santrifiij edilmistir.

Bu asamalar tamamlanarak DNA elde edilmistir. DNA izolasyonuna ait bazi agamalar

Sekil 3.9’da gosterilmistir.
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Sekil 3.9. Yaprak numunesi toplanmasi (A) ve DNA izolasyonu (B, C) asamasindan bazi
goruntuler

3.6. PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) ile DNA’nin Cogaltilmasi

Bu c¢alismada iilkemizde yaygin olarak yetistirilen 9 taze fasulye ¢esidinin adi yaprak
yaniklig1 hastaligina dayanikliliklar1 SU91 ve BC420 SCAR molekiiler isaretleyicileri
kullanilarak molekiiler olarak belirlenmistir (Shi ve digerleri, 2012). Cizelge 3.2°de bu
molekiiler isaretleyicilerin primer dizileri, uzunluklar1 ve kromozom konumlari ile ilgili

bilgiler verilmistir.
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Cizelge 3.2. Kullanilan molekiiler isaretleyicilere iliskin bilgiler

Molekdiler Kromozomun | Primer Dizileri Uzunluk | Kaynak

Isaretleyici Konumu (Sekanslari) (bp)

BC420-CG14 | 6 F- cgagactcgtgtgctctctg | 519/425 | Shi ve

SCAR R- acgaaggttgattcccagtg digerleri,
2012

SU91-CG11 |8 F- atggtggagacgagatgacc | 464/425 | Shi ve

SCAR R- tccgacattgaaaccagttg digerleri,
2012

Her bir PCR reaksiyonu 2.5 pl PCR tamponu, 0.2 pl Tag DNA Polimeraz, 0.3 pl dNTP,
0.5 plileri primer, 0.5 pl geri primer, 1.5 pl MgCly, 16.5 ul distile edilmis H>O ve 3.0 pl

DNA ig¢ermektedir. Her bir numune igin toplam PCR reaksiyonu miktar1 25 pl’dir

(Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3. PCR (rlni hazirlama protokoli

Bilesenler Miktar
10X PCR tamponu 2.5 ul
Taq DNA Polimeraz (5 U) 0.2 ul
dNTP (10 mM) 0.3 pl
F Primer (20 uM) 0.5 ul
R Primer (20 uM) 0.5 ul
MgCl: (25 mM) 1.5 ul
dH,0 16.5 pl
DNA (50-150 ng) 3.0l
TOPLAM 25.0 pul
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Her bir taze fasulye ¢esidinden 4’er numune olmak tizere toplam 36 numune ile ¢alisma
yapilmistir. Ek olarak, 4 adet homozigot dayanikli kontrol gesit olarak HR45-1445 (Shi
ve digerleri, 2011), 4 adet homozigot hassas kontrol ¢esit olarak Phantom (Pl 6106699)
kullanilmistir (Grin Global-US, 2021).

Ayrica 2 adet homozigot dayanikli kontrol ¢esit olan XAN159 (McElroy, 1985), 2 adet
homozigot hassas kontrol ¢esit olan Phantom kullanilarak nihai toplamda 48 numune

uzerinden PCR karigimlar1 hazirlanmustir.

Hazirlanan reaksiyonlar, PCR cihazina (Thermal Cycler) yerlestirilmistir. Bu ¢alismada
Applied Biosystems marka konvansiyonel PCR cihazi kullanilmistir (Sekil 3.10).

SimpliAmp™
Thermal Cycler
&

Bosystems

-

Sekil 3.10. PCR cihaz1 goriintiisii

BC420 ve SU91 molekiiler isaretleyicileri i¢in Cizelge 3.4 ve Cizelge 3.5’te gosterilen
PCR sicaklik dongiileri dikkate alinarak DNA ¢ogaltimi tamamlanmustir (Shi ve digerleri,
2012).
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Cizelge 3.4. BC420 molekiiler isaretleyicisi i¢in PCR sicaklik dongiileri

Asama Sicakhk Sdre (sn) Dongii Sayisi
)
1 94 180 1
94 30
2 58 45 35
72 60
3 72 300 1
4 4 o0 -

Cizelge 3.5. SU91 molekiiler isaretleyicisi i¢in PCR sicaklik dongiileri

Asama Sicakhk Sdre (sn) Dongii Sayisi
0
1 94 180 1
94 30
2 60 45 35
72 60
3 72 300 1
4 4 00 -
3.7. Elektroforez Jel Goruntileme Sistemi
Agaroz jel materyalini hazirlamak i¢in Once igeresinde c¢oziinecegi

(Tris/Borat/EDTA) tampon ¢ozeltisi hazirlanmistir. TBE; Tris bazi, borik asit ve
EDTA'nin bir karigimini igeren bir tampon ¢ozeltidir. (25 | igin; 270 g Tris, 138 g Borik
asit 46 g EDTA). Daha sonra %3 ’liik agaroz jel hazirlamak igin cam behere 300 ml TBE
tampon c¢ozeltisi ve 9 gram toz agaroz kimyasali eklenmigtir. Isiticili manyetik

karigtiricida karistirilarak agazorun tampon ¢ozeltide ¢oziinmesi saglanmistir. Hazirlanan
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karigim katilagsmadan once, jel elektroforez sisteminin tanklarina dokiilmistiir. Agaroz
jeli, yarim saat i¢inde soguyup katilagsmis ve kullanima hazir hale gelmistir. Elde edilen
PCR drlnleri hazirlanan %3’liikk agaroz jellere yiiklenmistir. DNA’lar 120 volt ile
elektroforez sisteminde 2 saat yiiriitiilmiistiir. Jeller yirutildikten sonra ultraviyole 1s1k
kullanilarak Jel Dokiumantasyon (Bio-Rad®) cihazinda goriintiilenmis ve fotograflari
cekilmistir.
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4. BULGULAR
4.1.Patojenite Analizi Sonuclarn
4.1.1. Bakla inokilasyonu analizi sonuclar

Kurdan ile bakla inokiilasyondan sonraki 7. giin g6zlemler alinmistir. Gozlemler alinirken
Cizelge 4.1°de bulunan 0-5 skalasi uygulanmigtir (Dursun ve digerleri, 2002; Lak ve
digerleri, 2002). Bu skalada 0; semptomsuz, ¢cok dayanikl, 1; dayanikli, 2; az dayanikl,

3: orta dayanikli, 4; hassas, 5; ¢ok hassas olarak degerlendirilmistir.

Cizelge 4.1. Hastalik reaksiyonlarindaki skalalarin agiklamasi

HASTALIK REAKSIYONLARI

0 - C g
GOrunen hi¢bir semptomun olmamasi durumu
Hafif g6z ardi edilebilir nekrozlarm gorilmesi durumu

5 Inokulasyon alaninm %25'inin azinda; 1slaklik, kloroz veya nekroz goriilmesi
durumu

5 Inokulasyon noktasmin merkezinde 1slaklik olusumu, kenarlarinda daha sonra
ortaya ¢ikan kahverengilesme ve %25-50 oraninda nekroz goriilmesi durumu

4 - .
%50-75 oraninda nekroz gorilmesi durumu

- Baklalarin yesil fakat inokllasyon bdlgesinin tamamen kahverengilesmesi,
1islaklik olusumu ve tam nekroz goriilmesi durumu

Inokiilasyonun 7. giiniindeki baklalarin durumu Sekil 4.1°de gosterilmistir. Sekil 4.1°deki
harflere karsilik gelen baklalarm bakteri inokllasyonu yapildiktan sonraki gozlem
sonuglarmim skalas1 Cizelge 4.2°de gosterilmistir. Bu sonuglara gore, Gina ve Magnum
skala 4, diger cesitlerin baklalar1 skala 5’e gore semptom vermistir. Dolayisiyla, bakla
inokillasyonu analizi sonuglarma gore kullanilan tiim c¢esitlerin bakteriyel yaprak

yaniklig1 hastaligina kars1 hassas oldugu sonucuna varimustir.
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Sekil 4.1. Bakteri kiiltiiri uygulanan baklalarin 7. giin goérintlsu. A) Leziz B) Balkiz C)
Volare D) Sarikiz E) Gina F) Asya G) Olivin H) Bourgondia J) Magnum K) Dayanikli
Kontrol L) Hassas kontrol

Cizelge 4.2. Bakteri inokiilasyonu sonrasi1 gdzlem sonuclar

GOZLEM SONUCU

HARF KODLAMASI CESIT
SKALASI

LEZizZ
BALKIZ
VOLARE
SARIKIZ

GINA

ASYA
OLIVIN

BOURGONDIA

MAGNUM

HR45-1445 (DAY ANIKLI
KONTROL)
PHANTOM (HASSAS
KONTROL)

| IO mMO|lo|w| >
Al o1 o1 o1 | o1 o1 o1 O

A
-

—
(6]
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Bakla inokilasyonu sonunda dayanikli kontrol gesit olarak kullanilan HR45-1445
cesidinde 1slaklik veya nekroz gibi semptomlar goriilmemistir. Baklalarda sadece
kiirdanin deldigi yerlerde ufak doku oOliimleri olusmustur. Bakteri, dayanikli ¢esitte
cogalamamustir (Sekil 4.1; K). Bakla inokiilasyonu sonunda hassas kontrol ¢esit olarak
kullanilan Phantom ¢esidinde ise baklalarin yesil oldugu fakat inokilasyon bdlgesinin
tamamen kahverengilesmesi, 1slaklik olusumu ve tam nekroz olusumu goriilmiistiir (Sekil

4.1: L).

4.1.2. Yaprak inokulasyonu sonuclari

Bakla inokulasyonu analizinde oldugu gibi bakteri inokulasyonundan sonraki 7. glinde
gozlem sonuglart alimmustir. Yaprakta deliklerin acildigi bdlgelerde kahverengi
kurumalar ve etrafinda sar1 renkli halkalar veya yaprak renginde agilmalar goriiniiyorsa
bitki hassas, goriinmiiyorsa dayanikli olarak degerlendirilmistir. Ayrica gozlemler
alinirken Cizelge 4.3’te bulunan 1-5 skalas1 uygulanmistir (Dursun ve digerleri, 2002;
Lak ve digerleri, 2002). Bu skalada 0; semptomsuz, ¢ok dayanikli, 1; dayanikl, 2; az

dayanikli, 3: orta dayanikli, 4; hassas, 5; ¢cok hassas olarak degerlendirilmistir.

Cizelge 4.3. Hastalik reaksiyonlarindaki skalalarin agiklamasi

HASTALIK REAKSIYONLARI

0 |GOrinen hi¢bir semptomun olmamasi durumu

1 |Hafif g6z ardi edilebilir nekroz gérilmesi durumu

Inokulasyon alanmin %25'inin azinda; slaklik, kloroz veya nekroz goriilmesi
durumu

Inokulasyon noktasmnin merkezinde 1slaklik olusumu, kenarlarinda daha sonra
ortaya ¢ikan kahverengilesme ve %25-50 oraninda nekroz goriilmesi durumu

4 19%50-75 oraninda nekroz goriilmesi durumu

Lezyonlar birleserek yaprak yiizeyinin %60-100'Uni kaplamas: ve nekroz ile
yaprak solmasi ve yaprak dokiimi gortilmesi durumu
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Cizelge 4.3’teki gozlem skalasi dikkate alinarak Cizelge 4.4’te verilen sonuglara
ulagilmistir. Buna gore Leziz, Balkiz, Gina ve Asya cesitleri skala 4, diger cesitler skala
5’e gore semptom vermistir. Sonug olarak kullanilan tiim ticari ¢esitlerin bakteriyel adi

yaprak yanikligina hassas oldugu saptanmistir.

Cizelge 4.4. Yaprak inokulasyonu sonrasi gdzlem sonuglari

GENOTIP GOZLEM SONUCU SKALASI
LEZizZ 4
BALKIZ
VOLARE
SARIKIZ
GINA
ASYA
OLIVIN
BOURGONDIA
MAGNUM

HR45-1445 (DAYANIKLI
KONTROL)
PHANTOM (HASSAS KONTROL)

= o1 o o B~ »~ O O B>

ol

Yaprak inokllasyonu sonunda dayanikli kontrol gesit olarak kullanilan HR45-1445
cesidinde 1slaklik, kuruma veya nekroz gibi semptomlar goriilmemistir. Yapraklarda
sadece ignenin deldigi yerlerde ufak doku dliimleri olusmustur. Bakteri, dayanikli gesitte
cogalamamistir (Sekil 4.2; A). Yaprak inokiilasyonu sonunda hassas kontrol ¢esit olarak

kullanilan Phantom c¢esidinde ise enfekte olmus bolgelerde kurumalar ve yaniklik

gozlenmistir (Sekil 4.2; B).
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Sekil 4.2. Referans gesitlerinin semptom goriintiileri. A) Dayanikli kontrol ¢esit (HR45)
B) Hassas kontrol ¢esit (Phantom)

Bununla birlikte Sekil 4.3’te, uygulanan bakteri inokiilasyonu sonrasinda goriilen
semptomlarm bazilar1 gosterilmistir. Bakteri ile enfekte olan yapraklarda kurumalar,

nekroz olusumlar1 ve ilerleyen safhalarda yaprak dokiilmeleri gdzlenmistir.

1))

Sekil 4.3. Coklu igne yontemiyle bakteri inokiilasyonu sonrasinda semptom gosteren bazi
yapraklar. A) Volare B) Asya C) Sarikiz D) Leziz

4.2. DNA Kalite ve Miktar Tayini

Molekiiler analizlerde kullanilmak iizere izole edilen genomik DNA’larin kalite ve miktar

tayini nanodrop cihazi ile l¢iilmiis ve dl¢iim sonuglar1 Cizelge 4.5°te verilmistir. Izole
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edilen fasulye genomik DNA miktarlar1 yaklagik 28 ng/uL ile 58 ng/uL arasinda, DNA

saflig1 ise ortalama 1,547 olarak hesaplanmistir.

Cizelge 4.5. DNA Kkalite ve miktarlari

DNA Miktann | A260/

Cesit Isimleri (ng/uL) A280
BOURGONDIA-1 54.349 2.054
BOURGONDIA-2 47.645 2.079
BOURGONDIA-3 40.628 1.974
BOURGONDIA-4 33.604 2.036
ASYA-1 36.072 1.992
ASYA-2 37.426 2.029
ASYA-3 54.975 2.107
ASYA-4 44.265 2.109
VOLARE-1 28.561 2.050
VOLARE-2 36.928 2.100
VOLARE-3 37.608 2.038
VOLARE-4 39.682 2.194
LEZizZ-1 47.807 1.928
LEZiZ-2 38.521 2.026
LEZiZ-3 36.346 2.070
LEZizZ-4 42.170 2.156
MAGNUM-1 36.470 2.206
MAGNUM-2 35.678 2.138
MAGNUM-3 46.409 2.114
MAGNUM-4 48.834 2.076
GINA-1 38.438 2.165
GINA-2 48.926 2.136
GINA-3 34.505 2.120
GINA-4 47.143 2.046
OLIVIN-1 41.407 2.105
OLIVIN-2 43.424 2.034
OLIVIN-3 45.920 2.068
OLIVIN-4 42.585 2.075
BALKIZ-1 55.268 2.068
BALKIZ-2 55.224 2.045
BALKIZ-3 58.801 2.093
BALKIZ-4 38.355 2.003
SARIKIZ-1 46.105 1.966
SARIKIZ-2 47.944 2.095
SARIKIZ-3 49.674 1.914
SARIKIZ-4 36.147 2.001
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4.3. Molekiiler isaretleyicileri Analiz Sonuclar

Tez calismasinda, iilkemizde yaygin olarak yetistirilen taze fasulye ¢esitlerinin bakteriyel
adi yaprak yanikligi hastaligina kars1 dayanikliligini belirlemek i¢in SU91 ve BC420
molekiiler igsaretleyicileri kullanilmistir. Bu hastaliga karsi dayaniklilik ¢ok genle kontrol
edilen bir karakter oldugu belirlenmistir (Shi ve digerleri 2012). SU91 gen bdlgesinde
tespit edilen dayaniklilik toplam dayanakliligin %17’sini ve BC420 gen bolgesinde tespit
edilen dayaniklilik ise %63 linii temsil etmektedir (Shi ve digerleri 2012). Dolayisiyla,
bu iki molekdler isaretleyicisinin bulundugu DNA bolgesindeki dayaniklilik allelleri
toplam dayanikliligin %80°nine karsilik gelmektedir. Bu iki dayaniklilik genini tasiyan
fasulye cesitlerinin bakteriyel adi yaprak yanikligi hastaliindan kaynaklanan 6nemli bir

verim kayb1 olmadan yetistirilmesine imkan vermesi beklenmektedir.

Calismada kullanilan g¢esitlerin bakteriyel adi yaprak yanikligi hastaliginin dayanimimni
belirlemek igin kullanilan molekiiler isaretleyicilerden biri SU91 molekdler
isaretleyicidir. SU91 molekiiler isaretleyicinin elektroforez jel goriintiisii sonuglar1 Sekil
4.4’te verilmistir. PCR drdnlerinin blytklikleri GeneRuler 100 bp DNA ladder (Thermo
Scientific) kullanilarak tespit edilmistir. Shi ve digerlerine (2012) gére SU91 es baskin
bir molekiiler isaretleyicidir. Dayanikli geninin varhiginda 464 baz ¢ifti uzunlugunda bir
DNA parcasi ¢ogalmaktadir. Buna karsin bakteriyel adi yaprak yanikligma hassas olan
genin varliginda ise 425 baz c¢ifti uzunlugunda bir DNA pargasinin ¢ogaltilmasi
beklenmektedir. Dayanikli oldugu bilinen HR45-1445 ve XAN-159 genotiplerinde SU91
molekiiler isaretleyicisinin 464 baz cifti uzunlugundaki dayaniklilik geni ile baglantili
olan alleli ¢ogalmstir (Sekil 4.4). Buna karsin Bourgondia ¢esidi hari¢ tiim ¢esitlerde
SU91 molekiiler isaretleyicisinin bakteriyel adi yaprak yanikligi hastaliginin karsi
hassaslik geni ile baglantili olan 425 baz cifti biiyiikligiindeki alleli gogalmistir (Sekil
4.4; Cizelge 4.6). Bu sonug iilkemizde yaygin olarak yetistirilen taze fasulye ¢esitlerinin
adi yaprak yanikligi hastaligina dayaniklilik saglayan SU91 DNA bdlgesindeki genin

hastaliga hassas olan genini tasidigina isaret etmektedir.
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Bourgondia Asya m Leziz | Tagnum w Olivin

Sekil 4.4. SU91 molekiiler isaretleyicisinin UV 1sik altinda elektroforez jel goriintiisii
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Cizelge 4.6. Calismada kullanilan 9 fasulye ¢esidinin adi yaprak yanikligi hastaliginin
SU91 molekiiler igaretleyicisine kars1 dayaniklilik durumu

Plate Dizilimi Sira Genotip SuU91

Al 1 BOURGONDIA-1 Reaksiyon yok
A2 2 BOURGONDIA-2 Reaksiyon yok
A3 3 BOURGONDIA-3 Reaksiyon yok
A4 4 BOURGONDIA-4 Reaksiyon yok
A5 5 ASYA-1 -

A6 6 ASYA-2 -

A7 7 ASYA-3 -

A8 8 ASYA-4 -

A9 9 VOLARE-1 -
A10 10 VOLARE-2 -
All 11 VOLARE-3 -
Al2 12 VOLARE-4 -

Bl 13 LEZiz-1 -

B2 14 LEZiZ-2 -

B3 15 LEZiZ-3 -

B4 16 LEZIZ-4 -

B5 17 MAGNUM-1 -

B6 18 MAGNUM-2 Reaksiyon yok
B7 19 MAGNUM-3 -

B8 20 MAGNUM-4 Reaksiyon yok
B9 21 GINA-1 -

B10 22 GINA-2 -

B11 23 GINA-3 -

B12 24 GINA-4 -

C1 25 OLIVIN-1 -

C2 26 OLIVIN-2 -

C3 27 OLIVIN-3 -

C4 28 OLIVIN-4 -

C5 29 BALKIZ-1 -

Cé6 30 BALKIZ-2 -

C7 31 BALKIZ-3 -

C8 32 BALKIZ-4 -

C9 33 SARIKIZ-1 -

C10 34 SARIKIZ-2 Reaksiyon yok
C11 35 SARIKIZ-3 Reaksiyon yok
C12 36 SARIKIZ-4 Reaksiyon yok
D1 37 HR45-1545 (RR) +

D2 38 HR45-1545 (RR) +

D3 39 HR45-1545 (RR) +

D4 40 HR45-1545 (RR) +

D5 41 PHANTOM (rr) -

D6 42 PHANTOM (rr) -

D7 43 PHANTOM (rr) Reaksiyon yok
D8 44 PHANTOM (rr) Reaksiyon yok
D9 45 XAN-159-RR +

D10 46 XAN-159-RR +

D11 47 PHANTOM-rr Reaksiyon yok
D12 48 PHANTOM-rr Reaksiyon yok
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Tez caligmasinda kullanilan cesitlerin adi yaprak yanikligi hastaligina dayanimini
belirlemek igin kullanilan diger molekiiler isaretleyici BC420 molekiiler isaretleyicisidir.
Bu molekiiler isaretleyicisine ait elektroforez jel goérlntisu sonucu Sekil 4.5°te
verilmistir. PCR Urlnlerinin baydklikleri GeneRuler 100 bp DNA ladder (Thermo
Scientific) kullanilarak tespit edilmistir. Shi ve digerlerinin (2012) arastirmasma gore
BC420 molekiiler isaretleyicisi dayanikli geninin varliginda 519 baz ¢ifti uzunlugunda,
hassas genin varliginda ise 425 baz ¢ifti uzunlugunda DNA parcas1 ¢ogaltmaktadir.
Bakteriyel adi yaprak yanikligi hastaligina dayanikli oldugu bilinen HR45-1545 ve Xan-
159 ¢esitlerinde BC420 molekiiler isaretleyicisi 519 baz ¢ifti bliylikliigiinde bir DNA
parcasi ¢ogaltmistir (Sekil 4.5). Buna karsin hassas oldugu bilenen ‘Phantom’ ¢esidinde
ve tez calismasinda kullanilan ticari ¢esitlerde 425 baz ¢ifti uzunlugunda bir DNA pargasi
cogalmistir. Bu sonuca gore calismada kullanilan 9 ¢esidin hepsinin BC420 geninin

hassas allelini tagidig tespit edilmistir (Cizelge 4.7).

oo e T D I
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Sekil 4.5. BC420 molekiiler isaretleyicisinin UV 1s1k altinda elektroforez jel goriintiist
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Cizelge 4.7. Calismada kullanilan 9 fasulye ¢esidinin adi yaprak yanikligi (X. axonopodis
pv. phaseoli) hastaligimni BC420 molekiiler isaretleyicisine karsi dayaniklilik durumu

Plate Dizilimi Sira Genotip BC420
Al 1 BOURGONDIA-1 -
A2 2 BOURGONDIA-2 -
A3 3 BOURGONDIA-3 -
Ad 4 BOURGONDIA-4 -
A5 5 ASYA-1 -
A6 6 ASYA-2 -
A7 7 ASYA-3 -
A8 8 ASYA-4 -
A9 9 VOLARE-1 -
A10 10 VOLARE-2 -
All 11 VOLARE-3 -
Al2 12 VOLARE-4 -
B1 13 LEZIZ-1 -
B2 14 LEZIZ-2 -
B3 15 LEZIZ-3 -
B4 16 LEZIZ-4 -
B5 17 MAGNUM-1 -
B6 18 MAGNUM-2 -
B7 19 MAGNUM-3 -
B8 20 MAGNUM-4 -
B9 21 GINA-1 -
B10 22 GINA-2 -
B11l 23 GINA-3 -
B12 24 GINA-4 -
C1 25 OLIVIN-1 -
C2 26 OLIVIN-2 -
C3 27 OLIVIN-3 -
C4 28 OLIVIN-4 -
C5 29 BALKIZ-1 -
C6 30 BALKIZ-2 -
C7 31 BALKIZ-3 -
C8 32 BALKIZ-4 -
C9 33 SARIKIZ-1 -
C10 34 SARIKIZ-2 -
C11 35 SARIKIZ-3 -
C12 36 SARIKIZ-4 -
D1 37 HR45-1545 (RR) +
D2 38 HR45-1545 (RR) +
D3 39 HR45-1545 (RR) +
D4 40 HR45-1545 (RR) +
D5 41 PHANTOM (rr) -
D6 42 PHANTOM (rr) -
D7 43 PHANTOM (rr) -
D8 44 PHANTOM (rr) -
D9 45 XAN-159-RR +
D10 46 XAN-159-RR +
D11 47 PHANTOM-rr -
D12 48 PHANTOM-rr -
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5. TARTISMA ve SONUC

Fasulye bitkisinde bakteriyel etmenler arasinda X. axonopodis pv. phaseoli fasulye tretim
alanlarinda en fazla goriilen hastalik etmenlerinden biridir ve miicadelesi oldukca
siirhidir (Belete ve Bastas, 2017). Bu nedenle bakteriyel adi yaprak yaniklig1 hastaligina
karst miicadelede en etkili yontem yetistiricilikte dayanikli fasulye c¢esitlerinin
kullanilmasidir.  Bu baglamda s6z konusu hastaliga karsi dayaniklilik genlerinin
belirlenmesi ve bu hastaliga dayanikli taze fasulye ¢esitlerinin gelistirilmesi biiylik 6nem

tasimaktadir.

Bu calisma kapsaminda iilkemizde yaygin olarak yetistirilen 9 fasulye cesidinin yine
ulkemizde oldukga 6nemli ekonomik kayiplara yol agan X. axonopodis pv. phaseoli
bakterisinin neden oldugu adi yaprak yanikligi hastaligina karsi1 dayanikliliklart hem
patojenite analizleriyle hem de molekiler isaretleyiciler kullanilarak belirlenmistir.
Yapilan patojenite analizi sonuglarma gore tiim ticari ¢esitlerin bakteriyel adi yaprak
yaniklig1 hastaligina karsi hassas oldugu tespit edilmistir. Molekiler isaretleyiciler
analizlerine gore de Asya, Volare, Leziz, Gina Olivin, Balkiz, Borgondia, Magnum ve
Sarikiz ¢esitlerinin BC420 ve SU91 gen bolgelerinde bakteriyel adi yaprak yanikligi
hastaligina kars1 hassaslik veren genleri tasidigi tespit edilmistir. Molekiiler isaretleyiciler

ile yapilan molekiiler analizler patojenite testlerinin sonuglarini dogrulamastir.

Benzer bir calismada, Palacioglu ve digerleri (2021), Tirkiye’de yetistirilen 40 adet
fasulye ¢esidini, pas (Uromyces appendiculatus) ve adi yaprak yanikligi (X. axonopodis
pv. phaseoli) hastaliklarina karsi direng durumlari agisindan degerlendirmislerdir.
Calisma kapsaminda iilkemizde yaygin olarak yetistirilen 40 adet fasulye ¢esidini pas ve
adi yaprak yaniklig1 hastaliklarina karsi tasidiklar1 direng durumlari agisindan SCAR
molekiiler isaretleyicileri (SAE19, SI19, SA14, SBC6, SAP6, SU91, BC420) ile
incelemiglerdir. Pas hastaligina kars1 dayaniklilikla iliskili Ur-11 ve Ur-4 lokuslarinin
cesitler arasinda oldukca yaygin oldugu goriiliirken, adi yaprak yaniklig1 hastaligina kars1
sadece Boncuk, Belinay Sirik, Sirik barbunya, Ziilbiye ve Bulduk ¢esitlerinin B10 lokusu

tagidigmi gozlemlemislerdir.
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Diger bir ¢alismada, Poyraz ve digerleri (2017), SCAR molekiiler isaretleyicilerini
kullanarak 12 yerel fasulye ¢esidinde (Aslan, Elinda, Istanbul, Bursa, Flash, Belluga,
White cordinal, Beryl, Yunus-90, Goyniik-98, Onceler-98, Eskisehir-855) X. axonopodis
pv. phaseoli’ye kars1 direng genlerini tespit etmislerdir. Bu ¢alisma i¢in SAP6, BAC6,
SU91, BC420, R7313 ve R4864 olmak lizere toplamda 6 direng genini taramiglardir. Her
bir diren¢ geni igin polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)-¢ogaltimlart spesifik SCAR
belirtegler ile gergeklestirmislerdir. Direng genlerinin tespiti i¢cin elde edilen DNA
bantlari, var veya yok olarak kaydetmislerdir. Karsilastrma yapmak icin, iki bitki
hastaligina kars1 hastalik yapma oranlar1 tarla verilerinden elde etmislerdir. Bu
arastirmanin sonucunda Berly ve Yunus-90 ¢esitlerinin SAP6 markori ile iliskili B10

lokusunu tasidigini bildirmislerdir.

Mutlu ve digerleri (2005), molekiiler isaretleyiciler yardimiyla geri melezleme yaparak
elde ettikleri bireylerde adi yaprak yamikhigma kars1 dayaniklhilik durumlarimi
belirlemiglerdir. Yaptiklar1 ¢alismada dayanikli olan NE-01-8, NE-01-15 ve NE-01-17
hatlarmin SU91 ile iligkili B8 lokusuna sahip oldugunu ayrica SAP6 ile iliskili B10
lokusuna sahip oldugunu tespit etmislerdir. Arastiricilar, ayn1 zamanda SAP6 ve SU91
dayaniklilik molekiiler isaretleyicilerini kullanarak dayanikli Chase ve hassas Othello
cesitlerinin c¢aprazlanmasiyla adi yaprak yanmikligma karsi daha fazla dayaniklilik

gosteren ABCP-8 genotipini gelistirmistir.

Ulkemizde yaygm olarak yetistirilen ve tiiketiciler tarafindan kabul gérmiis olan taze
fasulye ¢esitlerinin bu hastaliga kars1 dayanikli hale getirilmesi tilkemizde strdarulebilir
fasulye yetistiriciligi yoniinden onemlidir. Bu tez calismasinda kullanilan tim taze
fasulye ¢esitleri BC420 ve SU91 molekiiler isaretleyicilerinin hassas allellerini tasidigi
fakat dayanikli allelini tasimadigi tespit edilmistir. Bu sonu¢ BC420 ve SU91 molekdiler
isaretleyicilerinin bakteriyel adi yaprak yaniklig1 hastaligma karsi dayanikliligin
iilkemizde yaygin olarak yetistirilen taze fasulye g¢esitlerine aktarilmasinda

kullanilabilecegini gostermistir.

Tiirkiye’de yetistirilen taze fasulye ¢esitlerinin bakteriyel adi yaprak yanikligi hastaligina

kars1 hem molekiiler hem de patojenite testleriyle analiz edilen ¢aligmalar literatiirde
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smirl sayidadir. Bu nedenle tez ¢alismasi kapsaminda elde edilen sonuglarla Tiirkiye’de
yaygin olarak yetistirilen taze fasulye cesitlerinin adi yaprak yanikligi dayanimini
molekiler ve patojenite testleriyle ortaya koyulmustur. Sonug¢ olarak, bu tez
calismasidan elde edilen veriler bakteriyel adi yaprak yanikligi hastaligina dayanikli taze

fasulye 1slahinda sebze 1slahgilar1 tarafindan kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.
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