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OZET

Ulkemizde Yetistirilen Nohut (Cicer arietinum L.) Varyetelerinde Genetik

Cesitliligin Arastirilmasi

Nohut bitkisi (Cicer arietinum L.), kolay yetistirilmesi, ucuz ve besleyici olmasi ile
Tiirkiye gibi gelismekte olan iilkelerce tercih edilen bir baklagiller familyasina ait bir
bitkidir. Nohut tohumlar1 sahip olduklar1 yiiksek protein ve yag oranlar1 ve kolesterol
ihtiva etmemeleri ile kalp dostu bir besindir. Bu ¢alismada, nohut varyetelerinin
genetik cesitliliginin  ortaya konarak, 1slah calismalarina katkida bulunmak
amaglanmistir. Bu amacla, iilkemizde yaygin olarak tarimi yapilan 37 nohut varyetesi,
15 ISSR molekiiler isaretleyicisi ile analiz edilmistir. ISSR molekiiler belirtegleri 45
gen lokusunda %62.22 oraninda polimorfizm belirlemistir. Bu baglamda C. arietinum
L. varyeteleri arasinda genetik ¢esitliligin bulundugu ve bu genetik cesitliliginin
arttirtlmasi i¢in gen havuzunun genisletilmesi gerektigi one siiriilebilir. Ayrica ISSR
molekiiler belirtegleri, genetik ¢esitliligi belirlemede giivenilir molekiiler araglar olarak

Onerilebilir.

Anahtar kelimeler: Nohut, Cicer arietinum L., ISSR, genetik ¢esitlilik.

Ekim, 2017 Sezin ADINIR



ABSTRACT

Investigation of Genetic Diversity in Chickpea (Cicer arietinum L.) Varieties

Cultivated in Turkey

Chickpea (Cicer arietinum L.) is an easy to grow, cheap and nutritional legume plant
that’s favoured by the developing countries like Turkey. Chickpea seeds differentiate
from other legume plants with having high protein and lipid levels and by not
containing cholesterol which makes it a heart friendly nutrition. In this study, it was
aimed to distinguish high quality chickpea varieties for breeding programs. For this
aim, 37 chickpea varieties cultivated in Turkey has been analyzed by using 15 ISSR
markers. ISSR markers detected %62.22 polymorphisms on 45 gene loci. In this
regard, it can be suggested that there’s a genetic diversity among Cicer arietinum L.
varieties and in order to enhance genetic diversity, chickpea gene pool should be
expanded. Also, ISSR molecular markers can be propounded as reliable tools for

determining genetic diversity.

Key Words: Chickpea, Cicer arietinum L., ISSR molecular marker, genetic diversity.

October, 2017 Sezin ADINIR
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1. GIRIS

Stirekli bir artig gosteren ve sinirlt sayidaki kaynaklari Olgiisiiz bir sekilde tiiketen
Diinya niifusunu beslemek giincel bir sorundur. Bu nedenle fazla miktarda, kaliteli,
ucuz ve besleyici mahsullerin elde edilmesi 6nemlidir (Bayrak,2010; Islek, 2016).
Tahil mahsullerinden daha fazla protein icerigine sahip olmalar ile az gelismis ve
gelismekte olan iilkelerde, hayvansal proteinleri tilketme imkani bulamayan insanlarin

beslenmesi igin baklagillerin 6nemi ¢ok biiyiiktiir (Tena ve ark., 2017).

Nohut bitkisi yemeklik tane baklagillerinin en &nemlilerinden biridir. Ozellikle
protein ve yag miktarinin diger baklagillere oranla daha yiiksek ve besleyici olmast,
yetistirilmesinin ucuz ve kolay olmasi, tekrar edilebilir bir ikincil tarim {iriinii olmasi ile
tercih edilmektedir. Nohut tohumlar kolesterol igermemesi nedeni ile kalp dostu bir
besin olarak tiiketilebilir, dolayisiyla iilkemizde {iretim ve tiiketiminin tesvik edilmesi

gereklidir (Bayrak, 2010; Erdin, 2013; Peksen, 2005).

Yabanil ata hatt1 bir kis mahsulii olan nohut bitkisi, baharda hasat edilen tek yillik bir
bitkidir. Nohut bitkisinin bu formu almasi bir¢ok genetik degisim sonucu olmustur.
Tipki nohut gibi yulaf, arpa, fasulye, mercimek ve keten bitkileri de Neolitik Cag’da
Yakindogu’dan koken almustir. Incelendiginde nohuttan farkli olarak yulaf, arpa,
fasulye ve keten bitkilerinin hem yazin hem de kisin yetisen formlar1 mevcut iken
nohut bitkisinin gelisimi sicaklik vb. faktdrlere bagli olarak oldukg¢a sinirlanmis
durumdadir. Nohut bitkisinin yapisinin anlasilmasi, bu sinirlar1 kaldirarak iiretiminden

alinacak verimi arttiracaktir (Bar-EIl Dadon ve ark., 2017).

Genetik cesitliligin anlagilabilmesi ve mahsullerin taninabilmesi i¢in varyasyonlara ve
varyasyonlarin temelinde yatan DNA iizerindeki degisimlere bakmak gerekmektedir.
Degisim halindeki g¢evreye uyum saglamak icin tiirler de siirekli olarak kendi
aralarinda ve iglerinde degisimler gecirir (Bruford ve ark., 2016). Bitki genomundaki
cesitliliklerin anlasilmas1 ile yetistiricilerin istedigi karakteristik Ozelliklere (daha
biiyiik ve daha verimli tohumlar, bunun yani sira bir 6nceki nesilden daha direngli
bireyler) sahip yeni ve daha geligmis kiiltiirler elde edilebilecektir (Govindaraj ve ark.,

2015).



Bu amagla kaliteli varyetelerinin belirlenmesi ve 1slah programlarinin bu dogrultuda
ilerlemesi gereklidir. Yapilan bu ¢alismada lilkemizde yaygin olarak yetistirilen nohut

varyetelerinin genetik cesitliliginin ortaya ¢ikarilmasi amaglanmistir.

1.1 Nohut (Cicer arietinum L.) Bitkisinin Taksonomisi

Fabaceae familyasi Diinya genelinde yaklasik 700 cins ve 18.000 tiir ile yayilig
gostermekte ve en biiyiik ¢icekli bitki familyas: kabul edilmektedir. Ulkemizde ise
Fabaceae familyas1 yaklasik 68 cins ve 926 tiir ile temsil edilmektedir. Diinya
izerinde ekonomik acidan 6nemli sayilan 1000 adet bitkinin 150’si bu familyaya aittir

(Oztiirk, 2013; Kutbay, 2011).

Siiplirge ¢alis;, meyankdkii, sinameki, hint hurmast ve ¢esitli baklagiller (fasulye,

mercimek, nohut ve burgak gibi) bunlarin en fazla bilinenleridir (Aronson, 2016).

3 alt familyaya sahiptir; Mimosoidae, Caesalpinioidea ve Papillionoidae. Bunlardan
Papillionoidae alt familyasi otsu ve odunsu bitki tiirlerine, zigomorf ¢igeklere, serbest
stamene ve besi dokusuz tohum gibi Ozelliklere sahiptir. Zengin bir alt familya

olmakla birlikte Tiirkiye florasinin da 6nemli bir kismini olusturur (Saym, 2015).

Nohut bitkisi karakteristik bir 6zellik olan kelebek benzeri kii¢iik ¢igeklerinden de
anagilabilecegi iizere Papillionoidae alt familyasinanin Monocicer grubuna baglidir
(Saadoon Jaafar, 2015 ;Ceran,2015).

Tablo 1. Nohut bitkisinin taksonomisi.

Kingdom :Plantae
Subkingdom :Tracheobionta
Division :Magnoliophyta
Class :Magnoliopsida
Subclass ‘Rosidae

Order :Fabales

Family :Fabaceae

Genus :Cicer

Species :Cicer arietinum L.



Cicer cinsi, Diinya genelinde toplamda 43 tiire sahiptir, bunlardan 9’u tek yillik ve

34’1 ¢ok yillik bitkilerdir (Croser ve ark., 2003)

Tablo 1.1. Tek yillik ve ¢ok yillik Cicer tiirleri (Croser ve ark., 2003)

Tek Yillik Cicer Tirleri

C. arietinum L. C. bijugum K.H. Rech.

C. judaicum Boiss. C. echinospermum P.H. Davis

C. cuneatum Hochst. ex Rich. C. chorassanicum (Bge.) M. Pop.

C. yamashitae Kitamura C. reticulatum Ladiz. (yabanil atasal hat)

. pinnatifidum Jaub. ve Sp.

Cok Yillik Cicer Tiirleri

C. acanthophyllum Boriss. C. floribundum Fenzl.

C. graecum Orph. C. grande (M. Pop.) Korotk.
C. heterophyllum Contandr ve ark. C. anatolicum Alef.

C. korshinskyi Lincz C. kermanense Bornm.

C. fedtschenkoi Lincz. C. laetum Rass. ve Sharip.

C. atlanticum Coss. ex Maire C. flexuosum Lipsky

C. isauricum P.H. Davis C. multijugum van der Maesen
C. microphyllum Benth. C. oxyodon Boiss. ve Hoh.

C. incisum (Willd.) K. Maly C. incanum Korotk.

C. nuristanicum Kitamura C. baldshuanicum (M. Pop.) Lincz.
C. canariense Santos Guerra ve Lewis C. rassuloviae Lincz.

C. mogoltavicum (M. Pop.) A. Koroleva C. songaricum Steph. ex. DC.
C. stapfianum K.H. Rech. C. montbretii Jaub. ve Sp.

C. balcaricum Galushko C. macracanthum M. Pop.

C. paucijugum (M. Pop.) Nevski C. tragacanthoides Jaub. ve Sp
C. pungens Boiss. C. rechingeri Podlech

C. spiroceras Jaub. ve Sp. C. subaphyllum Boiss.

Cicer cinsi lilkemizde bulunan 11 tiir ile temsil edilmektedir. Bunlar; tek yillik C.
arietinum, C. judaicum, C. pinnatifidum, C. echinospermum, C. bijugum ve Cicer
reticulatum tiirleri iken, ¢ok yillik C. montbretii ve C. incisum, C. floribundum, C.
isauricum ve C. anatolicum’dur (Metin, 2012). Karyotip, izozim vb. analizler baz
alinarak yapilan ¢aligmalar sonucunda nohudun C. arietinum tiirlinden tiiremis oldugu

oOne stiriilmektedir (Tasyapan, 2010).



Nohut bitkisi iizerine yapilan ilk caligmalar 1900’lerin basinda gerceklesmis ve ilk
defa sistematik olarak incelenmesi 1911 yilinda Hindistan’da yapilmistir. Bu inceleme
elbette basit bir grup karakteristik 6zelligin incelenmesidir, giiniimiizde ise ¢ok daha

gelismis molekiiler belirtecler araciliiyla bu incelemeler stirmektedir (Yasar, 2012).

1.2 Nohut (Cicer arietinum L.) Bitkisinin Genel Ozellikleri

Nohut (Cicer arietinum L.), kiiltiiri yapilan tek yillik bir bitkidir. Tanelerinin renkleri,
krem renginden kahverengi veya yesile, beyazdan siyaha; tanelerinin dis yiizeyi
diizden kirigiga kadar ¢ok cesit renkte ve goriiniiste olabilir. Yaygin olarak yetistirilen
3 alt tiire (bezelyemsi nohut, kusbasi, kogbasi) sahip olup, bu 3 alt tiir Diinya iizerinde
46 varyete ile temsil edilmektedir (Ceran, 2015).

3 farkli nohut tipi tanimlanmistir (Iruela ve ark., 2002; Upadhyaya ve ark., 2008):

1. Desi tip nohut: Kiiglik, agisal sekilli, yiiksek oranlarda lif ihtiva eden koyu
renkli tohumlar ve mor ¢igekler.
2. Kabuli tip nohut: Biiyiik, kogbas1 sekilli, diisiik oranlarda lif ihtiva eden bej
rengi tohumlar ve beyaz cigekler.
3. Bezelye benzeri nohut tipi: Kiiciik ila orta boylarda olabilen, bezelye benzeri
krem rengi tohumlar.
Karsilastirma yapmak gerekirse kuraklik, tuz vb. etmenlere daha dayanikli olmasi ile
desi tip nohutlarin ekminden daha fazla verim aliniyorken kabuli tip nohutlarin
icerdigi lif oran1 daha fazladir. Dogu Afrika ve Hindistan’da desi tip nohutlar; Kuzey
Afrika, Bati Asya ve Giliney Avrupa’da kabuli tip nohutlarin ekimi yapilmaktadir.
Ulkemizde ise Karadeniz ve Marmara cografi bélgelerinin kiyilar1 diginda yaygin

olarak kabuli tip neohut kiiltlire edilmektedir (Metin, 2012).



Sekil 1. 1. Nohut bitkisi, (Curtis 1822).

Nohut bitkisinin kokleri (hipogeik ¢imlenme, kazik kok) 0.2 ila 1 metreye kadar
uzayabilmekte ve 2 metre derinlige kadar ulagabilmekte iken bu uzama ¢ogunlukla 60
cm dolaylarinda kalir. Govde biiylimesi yar1 dik veya yari yatay olacak sekilde
gelismektedir. Yapraklari, 3 ila 10 ¢ift yaprake¢iktan (0.3-1.4 cm en ila 0.6-2 cm
uzunlukta) olusabildigi gibi birlesik ya da basit yapida (tek bir yapraktan meydana
gelen) ve sarmal dizilimli olabilmektedir. Yaprak rengi yesil ya da mavi-yesil olarak
gozlenmektedir. Yaprak iizerindeki oksalik ve malik asit salgilayan salg1 cepleri ile
zararhlara kars1 savunma yapilir. Cigekleri, nohut tipine gore cesitli renklerdedir.
Cigekler kiiciik kelebeksi (papilion, zigomorfik durumu) goriiniimleri ile karakteristik
yapt kazanmistir. Cigekler, koltuk altindan ¢ikar ve bir veya ikili ¢igek durumu
(infloresans) gozlenir. Pedisel (¢cigek saplar1) 0.5-1.3 cm ve pedunkul (infloresans
saplari) 0.6-3 cm uzunlugunu bulmaktadir. Brakteler 3 parcali veya licgen seklindedir.
Korolla uzunlugu 0.8-1.2 c¢cm iken kaliks 7-10 mm civarindadir. Korollasi mavi,
mavi-mor ila beyaz, pembe renklerine kadar gesitlilik gosterebilir. Diadelf tip (en
tistteki stamenin serbest oldugu durum) stamen goriiliir. Ovaryumu tiiylii ve siskindir,
sap1 yoktur. Nohut baklasinda 1-2 adet tane bulunmaktadir. Bu taneler de nohut tipine
gore farkl sekil ve renktedir. Bitkinin yaprak, dal ve sap kisimlar tiiylerle kaphdir ve

otsu ¢al1 gdriiniimiine sahiptir. Bunun yani sira yaprak ve gévdesinden alinan organik



asitlerin tip alaninda kullanildig1 bilinmektedir (Saadoon Jaafar, 2015; Arslan, 2010;
Taylor ve Ford, 2007; Goktepe, 2016).

Karakteristik olarak tohumlar gaga, siklikla koseli (angular), burusuk nadiren ise
bezelye gibi yuvarlak sekillerde olabilir; yiizeyleri ise diiz burusuk veyahut ¢ikint1 ve
kabarcikli (tiiberkiil) olabilmektedir (Tasyapan, 2010).

Kendi kendini dolleyebilen, diploid (2n=16) bir bitkidir. Genom biiylikligi yaklasik
740 Mbp’dir (Choudhary ve ark., 2013). Genomunun yaklasik yaris1 (%49,41)
tranpozonlardan ve siniflandirilmamis tekrar dizilerinden olusmaktadir. Transpozon
oranlarini, sekanslanmis diger baklagillerle birlikte degerlendirmek gerekirse soya
faulyesi icin %59, giivercin bezelyesi i¢in %51,6, yonca i¢in %30,5 olmakla birlikte
benzerlik gosterdigi sdylenebilir (Varshney ve ark., 2013).

Nohut bitkisinin birgok alanda kullanimi mevcuttur, bunlarin en bilineni insan
diyetinde ve hayvan beslemede tiiketilmesi iken kerestecilikte ve yakit olarak
kullanim1 da vardir, ek olarak tibbi bitki ve siis bitkisi olarak da yetistirilmektedir

(Yasar, 2012).
1.3 Nohut Yetistiriciligi

Nohut bitkisi biiyiik 6lgiide Akdeniz Havzasi’nda, Bati Asya’da, Hindistan Alt
Kitasi’nda ve Kuzey Afrika’da yetistirilmektedir. Oneminin artmasi ile Amerika’da

ve birka¢ asirdir da Avustralya’da ekimi yapilmaktadir (Ghaffari ve ark., 2014;
Kumar ve ark., 2015).

Nohut bitkisinin birinci derece gen merkezi olarak Tirkiye, Akdeniz Kusagi,

Habesistan, Hindistan, Orta Asya ve Endonezya gosterilmektedir (Kutbay, 2011).

Nohudun anavataninin Gilineydogu Anadolu bolgesi oldugu diistintilmektedir. Diinya
genelinde 0 ile 5600 m rakima ve sinir ¢izgisi olarak 52. paralele kadar birgok
bolgede yetistirilmektedir. Mercimekten sonra sicakliga en dayanikli baklagildir ve
yari-kurak ila kurak bolge bitkisi olma 6zelligi gostermektedir, bu 6zelligi ise govde
ve yapraklarinin tiiylerle kapli olmasi ve yer yer de epidermisinin mum tabakasi ile

ortiilmiis olmasiyla kazanmistir (Ceran ve Onder, 2016).



Pas hastaliklarindan kaginmak i¢in lilkemizde nohut tarimi nisan ila mayis ortalarina
kadar yapilmaktadir. Sonbahar ve ilkbahar yagislarinin alinmasi bitki i¢in oldukga
sagliklidir. Ekimi yapilan bitkilerin ¢imlenme ve bakla baglama donemlerinde
gereken nispi nem ve sicakligi alabilmeleri 6nemlidir, bu yilizdendir ki ge¢ ekimlerden
kaginilmalidir. Ote yandan sonbaharda kislik ekilen nohutlarin, ilkbaharda yazlik
ekilenlere oranla daha verimli ve kaliteli olduklar1 da bildirilmistir (Aydogan ve ark.,
2009).

Biiylime ve gelismenin daha uzun bir siireye yayillmasi ve yagislarin daha iyi
kullanilmasi ile tane veriminin %50-100 oraninda arttig1 gézlenmis ve buna biyolojik

verim denmistir (Cerikci, 2017).

Diinya’da birgok alanda tariminin yapilmasina ragmen kuraklik, sogukluk, tuzluluk,
mineral eksikligi vb. faktdrler nohut bitkisinin gelisiminde ve alinan verimin {izerinde

belirleyici rol oynar (Mahmoudi ve ark., 2007; Sarkar ve ark., 2014).

Bu faktorlerden kuraklik ile ilgili yapilan daha onceki ¢aligmalar toleransi yiiksek
olan bireyler ile gerceklestirilmistir. Kurakliga toleransi yliksek olan bireylerin hassas
olan bireylere (toleransi diisiik) kiyasla %10 oraninda daha fazla {iriin verdigi
saptanmustir. Ayrica kurakliga tolerans1 daha diisiik olan bireylerin kok agirliklarinin

ve hacimlerinin daha az oldugu gézlemlenmistir (Anbessa ve Bejiga, 2002).

Bir bagka ¢aligmada ise diisiik sicakligin da kurakliga benzer sekilde etki yaptigini
one siiriilmektedir. 15°C’nin altindaki sicakliklarda bitkide stresse bagli semptomlar
ortaya ¢ikmakta ve buna bagli olarak da iiretim ve verim degerleri diismektedir.
Bunlarin yani sira topraktan ihtiya¢ duydugu besin elementlerini alamayan bitkide

aminoasit degerleri oldukc¢a diismektedir (Nayyar ve ark., 2006; Taria ve ark., 2015).

Uretimde basar1 i¢in Oncelikle ekilen bitkinin normal bir ¢imlenme gegirmesi
gereklidir. Kuru ve yari-kuru topraklarda tuzluluk normal bir etmendir, bu alanlarin
sulanmasi ile topraktaki tuz ylizeye ¢ikar ve ¢imlenmeyi olumsuz etkiler. Toprak
tuzluluguna baglh olarak ozmotik basing artmakta ve bu da bitkinin su alimim
azaltmaktadir dolayisiyla nohut gelisimini yani tohum ¢imlenmesini ve fide gelisimini
olumsuz etkilemekte ve verimi diisiirmektedir (Ozaktan, 2013; Vedez ve ark., 2012;

Hirich ve ark., 2014; Khan ve ark., 2015).



Topraktaki azot eksikligi tarim uygulamalarin1 olumsuz etkileyen bir baska durum
iken nohut bitkisinin havadaki serbest azottan yararlanabilmesi, onu yetistirmesi kolay
bir mahsiil yapmaktadir. Nohut bitkisinin kok nodiillerinde yasayan ve simbiyotik
iliski igerisinde oldugu Rhizobium bakterileri canlilarin normalde kullanamadiklar
havadaki serbest azotu baglar. Bu sayede ekim zamani ve ¢evre sartlarina bagli olarak

bitkinin ihtiyaci olan azotun %42 ila %70’1 elde edilmis olur (Cerikci, 2017).

Nohut bitkisinin koklerinde bulunan azot orani bir hayli yiiksek oldugu igin topraga
birakilan artitk maddeler daha hizli ayrisarak mineralize olmakta ve topragin yapisini

tyilestirmektedir (Goktepe, 2016).

Aynut tiir igerisinde bile farkli kosullar ve ¢evre sartlar altinda bitkilerin yetistirilmesi
ve bu bitkilerden alinan verim farklilik gostermektedir. Nohut bitkisi vejetasyonu
stiresince topraga yaklasik 6-15 kg/da saf azot birakarak ciftcilere ekim nobetleri
yapilarak mineral ihtiyaci daha yiliksek olan ve istenilen verimin elde edilmesi giic

olan mahsiilleri yetistirme imkan1 saglamis olur (Islek, 2016).

Topragin maksimum azota doyabilmesi i¢in farkli zamanlarda farkli baklagillerin
ekilmesi sarttir. Uzun bir siireligine baklagil ekimi yapilmayan bolgelerde, baklagil
yoksunlugundan Rhizobium bakterilerinin de ortamdan yok oldugu ve mineral

eksikligi olustugu gozlemlenmistir (Cetinkaya, 2015).

Bir baska ornek olarak kiikiirt elementinin eksikliginde bitkinin ne sekilde olumsuz
etkilendigi tam olarak anlasilamamis olsa da verimin distiigli kayda ge¢mistir.
Topraktan ihtiyaci olan kiikiirdii alamayan bitkinin, dolayli olarak protein sentezi
engellenmekte, tohumunun besin degeri ve elde edilen verim oldukg¢a diismektedir.
Ozellikle kirecli topraklarda ortama sonradan eklenilen kiikiirdiin topraktaki diger

elementlerden alinan fayday1 da arttirdig1 goriilmiistiir (Kamiloglu, 2008).

Bir baska calismada ise iizerinde ¢ok fazla ¢alisilmamis olmasina ragmen, ekim
yapilan topraga molibdenli giibre verilmesinin bitkinin topraktan elde ettigi demir ve
fosfordan aldig1 yararin olumlu arttig1 yoniindedir. Molibden elementinin basli bagina

bitki biiylimesinden polen olusuma kadar bir¢ok olayda etkisi vardir (Akkus, 2009).

Kirmiz1 ve kara topraklar ya da ¢ok agir olmayan killi topraklarda verimli bir sekilde

ekilebilir. Nohut bitkisi mineral eksikliginden olumsuz etkileniyor olsa da kalsiyum



gibi bilesenlerin asiriligindan da olumsuz etkilebilir. Yetistirilen topraktaki kalsiyum
fazlaliginin pisirme kalitesini olumsuz etkiledigi yapilan calismalarda goriilmiistiir

(Tasyapan, 2010).

Nohut bitkisinin mineral ihtiyacina dair ¢aligmalar yetersizdir. Cinko eksikliginin
oniine gec¢ilmesi icin ¢inkolu giibre verilmesi denenmistir, bu uygulamanin kiigiik
gruplarda verimi arttirdigi goriiliirken, populasyon genelinde %30 verim kaybina
sebep oldugu kayda gec¢mistir. Ulkemizde, Orta Anadolu Bélgesi’nin topraklarmin
yarisindan fazlasinda ¢inko miktar1 standart degerlerin altindadir ve bu da bitki
gelisimini olumsuz etkiler. Demir eksikliginde problem ise tedavi ydntemlerinin
olmasi fakat bu yontemlerin hem maliyetlerinin yiiksek olmasi hem de kesin ¢oziimler

sunamamastyla goze ¢arpmaktadir (Kara, 2008).

Yapilan incelemelerde sicakligm 10.8-29.3°C arasinda seyretmesi gerektigi, aksi
taktirde olumsuzluklar yasanacagi belirtilmistir. Ornegin giinliik olarak maksimum
38°C sicakliklara ulasan bir bolgede ¢iceklenme siirelerinde gecikmeler olmaktadir.
Yine ciceklenme asamasindaki giinliik fotoperiyodu 11 ila 15.6 saat arasinda

olmalidir (Soltani ve ark., 2006).

Aym sekilde -2°C gibi diisiik sicakliklarda da yasamim siirdiirebiliyorken fide
gelisimi olumsuz etkilenmektedir. Nohut bitkisi nemli ortamlar1 sevmediginden otiirii
ozel bir sulama plan1 olmadan da yetistirilebilir. Ulkemizde de zaten buna benzer bir
sekilde geleneksel olarak yagisa bagli ve yazlik yetistirilir. Ozel bir sulama plani
yapilmak isteniyorsa bunun bakla ya da tane doldurma donemlerinde ve bir kez

olacak sekilde uygulanmasi dogru olacaktir (Erdin, 2013).

15°C ila -1.5°C derece arasinda soguma ve sicakligin -1.5°C’nin altina diismesi ile
donma ger¢eklesmekte nohut ¢iceklerini diistiigii ve polenin olumsuz etkilendigi

kayda ge¢mistir (Tagyapan, 2010).

Yilda yaklagik 350 mm yagis olan bolgelerde 6zel bir sulama plant yapilmadan
yetistirilmesi miimkiindiir. Bitkinin zarar gormemesi i¢in su altinda kalmamasi
gereklidir, bu sebeple drenaj yapilabilen topraklar ve de bolgeler tercih sebebi
olmalidir. Killi topraklarda yetistirilmesi miimkiindiir fakat ¢orak, kiregli, asidik ve

alkali yapidaki topraklarda verim icin kesin bir sey sOylenemez. Uygun kosullar



(%21-41 nem, ¢imlenme i¢in optimal 20°C sicaklik, vb.) saglandig: taktirde 90 ila 100
giin icerisinde olgunlasir (Tabanli, 2016).

Bir alana ekilen bitkilerin artiklarinin, salgilarinin topraga geg¢mesi ve ayrigsmasi
sonucu topragin yapisi, kimyasal 6zellikleri ve i¢inde yasayan diger canli formlari
etkilenmis olur (Isik, 2010). Nohut yetistiriciligi ile toprak sagliginin ve veriminin
arttirllabilecegi ve siirdiirtilebilir tarimsal-ekosistemlerin  kurulabilecegi de One

stiriilmektedir (Choudhary ve ark., 2013).
1.4 Besin Degerleri

Maliyeti oldukca yiiksek olan, saklama ve bozulma siireleri diisiik olan hayvansal
besinlere kiyasla yetistirilesi ve depolanmasi daha kolay ve hesapli olan bitkisel
besinlerin tercih edilmesi gereklidir (Karaman, 2006).Yemeklik tanesi icin kiiltiire
edilen ilk baklagillerden birisi de nohut bitkisidir. Giinliimiizde insan beslenmesi i¢in
gerekli proteinlerin %70’1 bitkisel kaynakli besinlerin tiiketilmesiyle alinmaktadir.
Bitkisel proteinlerin %22’si ila karbonhidratlarin %7’si; hayvan beslemede gerekli
proteinlerin %381 ila karbonhidratlarin %5’1 baklagil tiiketimi ile alinmaktadir.
Hayvan beslemede ise igerdigi protein miktar1 diger tahil samanlarina oranla bir hayli
yiiksek olan nohut samaninin kullanim tercih edilmektedir. Igerdigi protein miktarmna
gore 1 ton baklagil samani neredeyse 2 ton tahil samanina esdegerdir (Goktepe, 2016;
Cerikci, 2017). 1 ton nohut samaninda ise yaklasik 137.4 kg protein bulunmaktadir
(Erdin, 2013).

Yesil taneleri de tiiketilen nohudun esas iiretimi kuru taneleri i¢indir. Kuru tanesinde
%21,0-23,9 oraninda protein icermesi ile diger baklagillerden daha degerlidir.
Yumurtanin protein icerigi referans alinarak 100 iizerinden bir degerlendirme
yapilirsa, ¢esitli baklagiller i¢in skor su sekildedir; nohutta 62 olarak zirvede, daha
sonrasinda fasulyede 41, baklada 38 ve mercimekte 37 olarak devam eder (Bayrak ve
ark., 2005). Yapilan incelemelerde bu proteinlerin sindirilebilirlik dereceleri %78 ile

oldukca yiiksek bir degerde kayda ge¢mistir (Tabanli, 2016).
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Tablo 1.2. Bazi baklagil tohumlarinda mineral ve vitamin igerikleri (Bayrak, 2010).

Mineral icerikleri (mg/100gr) Vitamin icerikleri (mg/100gr)
p-Karoten Tiamin Riboflavin Niasin
Tiir Ca P Fe | Na K Mg | Cu
(mg) (mg) (mg) (mg)
Nohut
150 | 331 | 69| 26 797 | 168 2.3 132 0.45 0.19 29
(Cicer arientinum)
Soya Fasulyesi
. 226 | 554 | 84| 5 168 | 236 | 2.4 48 1.10 0.31 2.2
(Glycine max)
Mercimek
. 79 377 | 68| 30 790 94 | 0.66 36 0.37 0.22 2.0
(Lens culunaris)
Mungo fasulyesi
154 | 385 [ 9.1 | 40 | EM. | 185 | 0.72 E.M. 0.43 0.22 2.3
(Phaseolus mungo)
Fasulye
.| 110 | 406 | 69 | 10 | 984 | 195 | 0.95 12 0.51 0.20 2.3
(Phaseolus vulgaris)
Bezelye
: . 64 | 340 |51 | 35 101 | 124 | 0.85 72 0.74 0.29 3.0
(Pisum sativum)
Bakla
o 102 | 391 | 71 |EM. | EM. |EM.| EM. 42 0.50 0.30 25
(Vicia faba)
Boriilce
. . 74 | 426 | 58 | 35 | 1.02 | 230 | 0.75 18 1.05 0.21 2.2
(Vigna unguiculata)

E.M.= Eser Miktar

Yukaridaki tabloya eklemek gerekirse cocuk gelisiminde onemli bir katkisi olan
histidin, 10sin, izolosin, lizin, sistein, fenilalanin amino asitleri nohut tanesinde
olduk¢a zengindir ve anne siitiinden daha fazla miktardadir (Bayrak, 2010) Buna ek
olarak nohut tohumlar1 kiikiirtlii aminoasitler (sistein, metiyonin, vb.) bakimindan

fakirdir (Tasyapan, 2010).

Baklagil tanelerinde yag orani %0.8-1.5 arasinda diisiik bir degerdedir. Yer fistig1 ve
soya fasulyesi disinda birgok baklagil icerdigi yag acisindan fakirdir. Bakla, bezelye,
mercimek, fasulyenin yag oranlar1 %1-2 iken nohutta bu deger %4-5’1 bulur, bu da
onu diger baklagillere oranla daha besleyici yapar. Bunun yani sira kolesterol ihtiva

etmez ve kalp dostu bir besin olarak tiiketilebilir (Peksen ve Artik, 2005).

1991 yilinda Estevaz ve ark. tarafindan Sili’de yapilan bir arastirmada pisirme ve
kurutmanin biitiin baklagillerin sindirilebilir protein oraninmi arttirdi§in1 gostermistir.

En yiiksek oranlar ise %57°den %94.9’a kadar bir artig gosteren nohuda aittir.

Nohut tanesinin rengi acildikca iriliginin arttig1 6ne siiriilmektedir. Bu iri tohumlara

yemeklik tohum denmekte ve yemlik olanlardan daha fazla protein igcermesi, daha
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fazla su ¢ekerek daha kisa silirede pismesi ile ayrilmaktadir. Pisirme ile tiiketilmesinin
yani sira nohut, ekmek ve salgam yapiminda da kullanilmaktadir. Ulkemizin bazi
yorelerinde ise Tirk kahvesi gibi kavrulmasi ve ogiitiilmesi sonucu igecek olarak
tiiketilmektedir. Insan diyetinde ise yiiksek miktarda lif icermesi ve glisemik endeksi
diisiik bir besin olmasi ile yer bulur, bu sayede bireylerin kan sekeri oranlarinda ani
inme ve ¢ikmalara sebebiyet vermeksizin tokluk saglar. Leblebi olarak da
tilkketilmesinin yaninda 6zellikle Hindistan’da kizartma ve mezeleri iinlidiir (Celebi,
2015).

Tiirkiye’de yetistirilen nohutlarin  %20’si leblebi {iretiminde kullaniimaktadir.
ekstriizyon teknigi ile nohut taneleri yliksek basing ve sicaklik altinda ezilerek c¢itir
cerez haline getirilmekte ve bu sekilde tiiketilmektedir. Ulkemizde leblebi imalati
ticari temelli olmasa da yiiksek miktalarda ihracati da gerceklesmektedir (Dogan,

2014).

1.5. Nohut Bitkisinin Ekonomisi, Verim ve Uretim Degerleri

Tiirkiye’de yaygin olarak 8 g¢esit baklagil bitkisinin ekimi yapilmaktadir. Bunlardan
en fazla iiretimi yapilan kuru fasulye, mercimek ve nohuttur. Diinya liretiminde ise
fasulyeden hemen sonra nohut gelmektedir. Ulkemizde kisi basina diisen yillik
baklagil tiiketim miktarlar1 nohutta 5.5 kg, mercimekte 4.5 kg ve fasulyede 3 kg’dur.
(Saadoon Jaafar, 2015).

Diinya’da en fazla nohut ekim alanina sahip iilkeler Tiirkiye, Pakistan, Avustralya ve
Hindistan’dir. Nohuttan elde edilen verim Diinya genelinde 78,2 kg.da™ iken
iilkemizde bu oran 107 kg.da™ ile Diinya ortalamasmnin bir hayli iistiindedir. Ulkemiz

nohut iiretiminde ikinci ya da ti¢ilincii sirada gelmektedir (Cerikei, 2017).

Nohut erken olgunlastig1 ve hasat edildigi i¢in ekim ndbetlerinde sik¢a tercih edilen
bir baklagildir. Bu sayede belirli bir zaman dilimi igerisinde elde edilen {iriin miktar1
oldukea yiikselmektedir (Erdin, 2013).

Baklagillerde verimi belirleyen, kriterler ekilen bitkinin genetik yapisi, ¢evre sartlari,

birim bakla sayisi, bakladaki tane sayisi ve tanelerin agirliklaridir (Beysari, 2012).

Alim satimda ise nohudun kaliteli kabul edilmesi i¢in bakilan 3 6zellik (tohum rengi,

sekli ve iriligi) vardir. Diinya piyasasinda dnemli bir parametre olan tohum iriligi,
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yetistiriciler tarafindan tercih edilen bir oOzelliktir ¢iinkii yapilan incelemeler
sonucunda tohum iriliginin tane verimini arttirdig1 goriilmiistiir. Nohut tohumlarinin
satig1 iriliklerine gore derecelendirilmeleri ile olur, daha iri tohumlar daha yiiksek
fiyatlara satilir. Hesaplar gostermistir ki tohum iriliginin 1 mm artmas1 bile 80-190
ton/USD olarak maliyete yansir. Aym sekilde iilkemizde de nohudun satis1 iriligine
gbre, 8 mm olan tohumlar i¢in ton basina 831 ve 10 mm olan tohumlar i¢in ton basina

1107 dolar1 bulmaktadir (Biger ve Sakar, 2012).

Tablo 1.3. Kuru baklagiller, 2007-2016 (TUIK).

Bakla Bezelye Nohut  Fasulye Mercimek Burcak
Toplam  Broad Chick (Kuru) Kirmiz1 Yesil (Dane)
Total Bean Pea Pea Bean (dry) Red Green Wild Vetches

Ekilen alan (Dekar) - Area sown (Decare)

2007 10577817 108461 12967 5036745 1092497 3572328 323083 220 947
2008 9740080 102634 13647 5051654 982326 2909 766 276 977 190 708
2009 8009592 93870 12282 4559344 949280 1893780 255531 148 379
2010 8221554 82970 11815 4556900 1033811 2116000 228 922 100 785
2011 7780223 74417 13048 4464129 946254 1923225 225248 50 658
2012 7723446 85334 12193 4162416 931740 2147875 226 903 60 257
2013 8066462 70751 12618 4235570 847630 2605000 206 783 50 447
2014 7438228 59114 11490 3885175 911103 2324461 170 476 42 297
2015 6902896 54140 11118 3593042 935840 2074690 163 881 37 755
2016 7152419 52922 10882 3595289 898197 2354743 167 617 35921

Uretim (Ton) - Production (Tonnes)

2007 1264809 21043 3503 505 366 154 243 508 378 26 803 23 850
2008 855354 20668 3920 518 026 154 630 106 361 24 827 6093
2009 1101348 21150 3604 562 564 181 205 275 050 27131 20 509
2010 1235306 19898 3200 530 634 212 758 422 000 25 400 12 100
2011 1131986 19678 3628 487 477 200 673 380 000 25952 5549
2012 1190706 18406 2686 518 000 200 000 410 000 28 000 5037
2013 1147735 17826 3235 506 000 195 000 395 000 22 000 4 885
2014 1035832 14927 2987 450 000 215000 325000 20 000 4403
2015 1079048 1385 3125 460 000 235000 340 000 20 000 3765
2016 1080253 14489 2919 455 000 235000 345 000 20 000 3996
Verim (Kg / Dekar) - Yield (Kg / Decare)
2007 . 194 270 100 141 142 83 108
2008 . 201 287 103 157 37 90 32
2009 . 225 293 123 191 145 106 138
2010 . 240 271 116 206 199 111 120
2011 . 264 278 109 212 198 115 110
2012 . 216 220 124 215 191 123 84
2013 . 252 256 119 230 152 106 97
2014 . 253 260 116 236 140 117 104
2015 . 256 281 128 251 164 122 100
2016 . 274 268 127 262 147 119 111
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TUIK’ten alinan veriler gostermektedir ki son 10 yil icerisinde ekim alanlar1 ve
iiretim miktarlar1 6nemli 6l¢iide azalmasina karsi nohuttan alinan verim yiikselmistir.
Bununla birlikte diger baklagiller ile karsilastirildiginda, nohut Tiirkiye’de en fazla
alanda ve en yiiksek miktarda liretilen baklagil olmasina karsin verim siralamasinda

ortalardadir.

Yapilan incelemelere gore son on yilda Tirkiye’deki nohut ekim alanlarinin %30 ve
iretiminin ise %25 oraninda diistiigli belirtilmektedir. Bunun sebepleri olarak ise
ekim alanlarmin tahribati, gereken is giiclinliin artmasi ve yetistirme maliyetlerinin

artmasi gosterilmektedir (Goktepe, 2016)

Bazi nohut cesitlerinin ¢igcek salkimlarinda ¢ift bakla olusumu gézlemlenmistir, bu
verimi arttiran bir durum olsa da olumsuz cevre sartlar1 dolayisiyla gériinme orani bir
hayli diistiktiir. Nohut bitkisi olduk¢a yiiksek bir verim potansiyeline sahip olmasi ile
on plana ¢ikmakta iken istenilen verim fazla miktarda iiretilmesine ragmen elde
edilememektedir. Bu noktada yapilmasi gereken farkli stress unsurlarina dayanikli

bireylerin ayirt edilebilmesi ve bu hatlarin gelistirilmesidir (Yasar, 2012).

Ulkemizde besin, kozmetik ve ilag sanayisinde soya tiirevleri ve peyniralti sulari
tercih edilmektedir. Halbuki baklagiller emiilsiyon, film, jel ve kopiik olusumu,
kararlilik, su ve yag tutma orani, igeriginin 1s1 vb. altinda aromasini ve antioksidan
ozelligini kaybetmemesi ile 6n plana ¢ikmaktadir. Soya proteinleri kullanilarak elde
edilen {driinlerin maliyetleri de olduk¢a yiiksek iken buna alternatif olan ve
yetistirilmesi daha ucuz olan baklagil iiretimi ve sanayilesmesinin artmasi gereklidir

(Aydemir, 2008).

1.6 Molekiiler Belirtecler

Canlilarin kalitimsal 6zelliklerini izleyebilmemizi saglayan belirtecler 3 temel grup
altinda incelenirler, bunlar; morfolojik, biyokimyasal ve molekiiler belirteclerdir
(Ozcan ve ark., 2004). Her belirtecin uygulanmasinda farkliliklar, olumlu ve olumsuz

yonler vardir ama bilime yaptiklar1 katk: siiphesizdir.
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1.6.1 Morfolojik Belirtecler

Popiilasyonlar1 birbirinden ayirt edebilmek ve siniflandirabilmek igin yapilan ilk
incelemeler morfolojiktir. Bununla birlikte artik biliyoruz ki genetik ¢esitliligin tamami
fenotipte kendini gdstermez, ¢linkii varyasyonlarin tamami genetik temelli degildir,
icinde bulunulan g¢evrenin de etkisi s6z konusudur. Morfolojik belirteclerin olumlu
yanlar1 ucuz olmalar1 ve haritalandirilmalarinin kolayligidir. Ote yandan az sayidadirlar
ve cevresel etmenlerden kolayca etkilenirler. Bu belirtegler baskin karakterlidirler, bu
nedenden otiirii baskin (Aa ya da AA) ve ¢ekinik (aa) fenotipleri belirleyebiliyor iken
heterozigot (Aa) genotiplerin ayirt edilmesi miimkiin degildir (Firat, 2016).

1.6.2 Biyokimyasal (Protein) Belirtecler

Biyokimyasal belirtegler, morfolojik 6zelliklerin ¢evreyle olan etkilesimini engellemek
icin gelistirilmis gen tiriinleridir. Bu belirteglere 6rnek olarak tohum proteinleri, yaprak
vb. yapilarin igerigindeki kimyasallari, izoenzimleri ve sekonder metabolitleri
gosterebiliriz. Bu belirtecler enzim ve depo proteinleri olarak 2 gruba ayrilirlar. Depo
proteinleri, bir jel ilizerinde yiiriitiiliip boyandiklar1 takdirde farkli genotiplerin
ayriminda bir genetik belirte¢ gibi is gorebilir. Enzim ptoreinleri ise alloenzim ve
izoenzim olarak 2’ye ayrilir. En fazla kullanilan biyokimyasal belirtegler tohum
proteinleri ve izoenzimlerdir. Uzerinde calisilan popiilasyonun yapisima uygun bir
belirte¢ segilmesi 6nemlidir. Ornegin izoenzimler tiirler aras1 ve tiir ici uzak akraba
hatlar arasindaki varyasyonlar belirlemede kullanilabilirken, yakin akraba hatlar1 ayirt
etmede ise yaramaz. Biyokimyasal belirtegler es-baskin karakterlidirler. Maliyetlerinin
diisiik olmasi ile birgok alanda tercih sebebi olsalar da incelenebilecek lokus sayisi

azdir ve varyasyonu tespit etme orani diisliktiir (Genisel, 2013).
1.6.3 Molekiiler (Genetik) Belirtecler

Genetik olarak birbirinden farkli bireyleri ayirt etmede kullanilan DNA sekansina,
proteine, gene ya da gen parcasina molekiiler belirtegc denmektedir. DNA diizeyindeki
varyasyonlar1 tespit etmede giivenilir olduklar1 kabul edilmistir ve bir¢ok alanda
(klonlama, adli bilimler, vb.) kullanimlar1 ger¢geklesmektedir. Baskin (dominant) ve

es-baskin (kodominant) olmak iizere 2 karakteristik gosterirler. Molekiiler belirteg
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teknikleri kullanim kolayliklarina, tekrar edilir olmalarina, tespit edebildikleri

polimorfizm oranlarna gére birbirlerinden ayrilmaktadir. Ornegin baskin belirtecler

homozigot ve heterozigot genotipleri ayirt etmede yeterli degilken, es-baskin

belirtecler parental alleleleri tespit edebilmeleriyle bu genotipler arasindaki farki

gosterebilir (Kagar ve ark., 2015).

Genetik belirtecleri, morfolojik belirteclerden ayiran 6 6énemli fark vardir (Khan ve

Spoor, 2001);

1.

Morfolojik belirtegler ile sadece tiim bitki seviyesinde fenotip incelemesi
yapilabilirken, genetik belirtecler ile tiim bitkiden doku ve hiicre seviyesine
inilebilir.

Morfolojik belirteclere oranla allel frekans1 molekiiler lokuslarda daha
yiiksektir.

Morfolojik mutantlar istenilmeyen fenotipik 6zellikler gostermeye meyillidir.
Morfolojik lokuslardaki alleller, baskin-¢ekinik karakteristik gdstererek
heterozigot genotiplerin ayirt edilmesini engellemektedir.

Molekiiler lokuslar esbaskin yapilari ile segregasyon gosteren popiilasyonlarin
(popiilasyon i¢in fenotipik varyasyon) genotiplerini belirlemede basarilidir.
Molekiiler belirtegler, morfolojik olanlara oranla epistatik (bir genin digerini
baskilamas1) ve pleiyotrofik (bir genin birden fazla karaktere etki etmesi)

etkilerden daha az etkilenir.

Tablo 1.4. Molekiiler Belirteglerin Kiyaslanmasi (Genisel, 2013)

Molekiiler| PCR
Belirtec | Temelli | Polimorfizm | Dominanthk Verimlilik Otomasyon Maliyet
Teknigi | Olmasi
RFLP Hayir Diisiik/Orta Kodominant Yiiksek Diisiik Yiiksek
RAPD Evet Orta/Yiksek Dominant Diisiik Orta Diisiik
AFLP Evet Yiiksek Dominant Yiiksek Orta/Yiiksek Orta
SSR Evet Yiiksek Kodominant Yiiksek Orta/Yliksek Diisiik
ISSR Evet Yiiksek Dominant Yiiksek Orta/Yiiksek Diisiik
SCARS Evet Yiiksek Kodominant Yiiksek Orta Orta
Kodominant
STS Evet Yiiksek . Yiiksek Orta/Yiiksek Diisiik
Dominant
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Tipi veya karakteri ne olursa olsun tek bir belirtecin istenilen biitiin sonuglar1 vermesi
mimkiin degildir. Bu nedenle ¢esitli belirtegler secilerek bir arada kullanilmalidir.
Belirte¢ seciminde dikkat edilmesi gereken hususlar; polimorfizmi tespit etme oranlari,
baskin-esbaskin karakteri, genomda dagilimi, kolay uygulanabilir olmasi, tekrar

edilebilir ve giivenilir sonuglar vermesidir (Tortlin, 2013).

1.6.4 Basit Sekans Tekrarlar: Arasi1 Polimorfizm (ISSR)

Gectigimiz yillarda PCR (RAPD, SSR, ISSR, vb.) tabanl analizler 6nem kazanmustir.
Molekiiler belirteglerin kullanim1 popiilasyonlarin genetik yapisini ortaya ¢ikarmada,
tir i¢i ve tiirler aras1 genetik iliskileri belirlemede ve genom haritalar1 ¢ikarmada

oldukga basarili olmustur (Cao ve ark., 2006).

ISSR primerleri, birbirlerine ters sekilde konumlanmis 2 mikrosatellit bolgesi
arasindaki niikleotidlerin g¢ogaltilarak hedef DNA’nin elde edilmesi esasina gore
calisir. Bu sayede farkli biiyiikliiklerde basit sekans tekrarlar1 ¢ogaltilir. Ekson
bolgeleriyle baglantili halde bulunan mikrosatellitlerin kendileri islevsizdir fakat takip

edilmesi durumunda zengin gen bdlgelerini igaret eder (Oliviera, 2010).

ISSR analizi 3 basamakta gergeklesir; 92-95°C’de denatiirasyon (DNA ¢ift sarmalinin
ayrilmast), 35-60°C’de primerlerin baglanmasi ve 72°C’de uzama asamasi ile sonlanir

(Kubista ve ark., 2006).

ISSR tekniginin tercih edilmesinin baglica sebepleri ¢ok fazla sayida olmasi, yliksek
polimorfizm oranlart gostermesi, bilgilendirici olmasi (Emel, 2010), uygulama
kolaylig1, hizli sonu¢ vermesi (Gajera ve ark., 2010), ¢ok fazla niikleik aside ihtiyag
duyulmamasi (Ziimriit ve ark., 2016), maliyetinin diisiik olmasi, sonuglarinin tekrar
edilebilir ve giivenilir olmasi, uygulama sirasinda radyoaktif madde kullanimi
olmamasi (Yilmaz, 2008) yiliksek sicaklik gerektirdigi icin diger belirteglere oranla
daha iyi baglanma gosterir (Firat, 2016) ve analiz dncesinde 6n-bilgiye ya da referans
sekansa ihtiyag¢ yoktur dolayisiyla 6zel bir primer tasarlanmasina gerek duyulmaz (Cao

ve ark., 2006; Toriin, 2013).
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1.7 Onceki Calismalar

Sudupak ve Kence (2002), Tirkiye’de yetisen Cicer varyeteleri arasindaki genetik
iligkileri inceleyebilmek i¢in 5 tek yillik ve 4 ¢ok yillik tiirii temsil edecek toplam 43
(yabanil ve kiiltiir) nohut hattint RAPD belirteci ile analiz etmistir. UPGMA
kullanilarak Nei ve Li (1979)’ye gore genetik uzaklik dendogrami olustrulmustur. Elde
edilen iki kiimeye gore tek yillik Cicer tiirlerine en yakin ¢ok yillik bitki tiirii C. incisum
iken C. reticulatum da nohuda en fazla benzeyen tek yillik Cicer tiirii olarak kayda

gecmistir.

Buhariwalla ve ark. (2005), nohut {izerinde toplamda 106 primer ile EST analizi
yapmistir. Bunun sonucunda ise gen tabanli bu tarz molekiiler belirteclerin genetik
cesitliligi ayirt etmede basarili olduklari ve tiir i¢i hibridizasyon ¢aligmalarinda

kullanilabileceklerini 6ne stirmiistiir.

Cobos ve ark. (2009), nohut kendilesmis hat popiilasyonlarinin tarimsal karakterlerine
gore bir genetik harita olusturmuslardir. Calisma sonucunda toplamda 135 polimorfik
molekiiler belirteg (72 RAPD, 58 STMS ve 5 ISSR) saptanmis ve 3 karakteristik lokus
(sert tohum vyapisi, ¢icek rengi ve biiyiime aligkanligi ile iligkili) incelenmistir.
Olusturulan haritanin daha 6nceki ¢alismalarla benzerlik gosterdigi ve karsilagtirmali

genomik ¢alismalarinda kullanilabilecegi belirtilmistir.

Choudhary ve ark. (2013), 38 Cicer arietinum, 6 C. reticulatum ve 4 C. echinospermum
hattim1 31 ISSR molekiiler belirteci kullanarak incelemistir. UPGMA programi
kullanilarak olusturulan dendograma gore hatlarin cografi kdkenine uygun bir
kiimelesme elde edilmemis olmasina ragmen onceki soyagaci ve tohum tipi verilerine
paralellik gézlenmistir. Sonug olarak ISSR analizlerinin genetik iligskiyi ve ¢esitliligi
belirlemede etkili olduklar1 ve gelecekte bitki iyilestirme ve molekiiler 1slah

caligmalarinda basarili olacaklar1 goriilmiistiir.

Pakseresht ve ark. (2013), Kuzey-bat: Iran’mn farkli lokasyonlarinda yetisen toplam 40
hat ile nohut genetik cesitliliginin incelenmesinde ve yerel hatlarin korunmasinda
ISSR, DAMD ve SCoT molekiiler belirte¢lerinin kullanimini1 karsilastirmistir.
Polimorfizmi tespit etme oranlar1 ISSR i¢in 0.216, DAMD ve SCoT igin 0.232 olarak
kayda ge¢mistir. SCoT ve sonrasinda ISSR belirteclerinin diger molekiiler belirteclere

oranla daha etkili olduklari; her iki SCoT ve DAMD analizinin ise ISSR’a gore nohut
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genotiplerini belirlemede biraz daha iyi olduklar1 6ne siiriilmiistiir. Bu ¢alismanin dne

c¢ikan yan1 bu 3 molekiiler belirteci karsilastiran ilk detayli rapor olmasidir.

Yadav ve ark. (2015), PCR tabanli molekiiler belirtegleri kullanarak nohut hatlarindaki
polimorfizmi arastirmiglardir. Bu ¢alismada Diinya’nin 10 farkli yerinden toplanan 20
nohut genotipi lizerinde 42 RAPD ve 41 ISSR molekiiler belirteci denenmistir. RAPD
belirtecleri %51 ve ISSR belirtegleri %54 oraninda genetik polimorfizmi saptamistir.
Her iki analizde de ayni cografi bolgelerdeki nohut hatlar1 genetik benzerlik
gosterirken, analizlerin sonucunda olusturulan dendogramlara gore ise ISSR analizleri

soyagac1 verilerine daha es deger sonuclar gostermistir.

Hajibarat ve ark. (2015), iran’da bulunan 48 nohut genotipi (19 kiiltiir ve yerel hatt1, 29
iyilestirilmis hat) arasindaki genetik cesitliligi belirlemede SSR, SCoT ve CDDP
molekiiler belirteglerini kullanmistir. Polimorfizmi tespit etme oranlari SSR i¢in 0.47,
SCoT ve CDDP i¢in 0.45 olarak kayda ge¢cmistir. Her 3 genetik teknik de genetik
cesitliligi ve varyeteler arasindaki polimorfizmi belirlemede es deger veriler
sunmustur. Ote yandan CDDP molekiiler belirtecinin SSR ve SCoT’a oranla daha
istiin oldugu belirtilmistir. Farkli olarak bu ¢alisma SSR, SCoT ve CDDP molekiiler
belirteclerini karsilastiran ilk detayli rapordur.

Maisuria ve ark. (2017), nohut genomu iizerindeki Fusarium solgunluguna direng
genlerini arastirmak icin RAPD, SCAR, DAF, ISSR ve STMS molekiiler belirteclerini
kullanmistir. RAPD belirtegleri duyarli ve yari-duyarli genotiplerdeki amplikonlari
belirlemede basarili kabul edilmistir. SCAR belirtecleri duyarli genotiplerde ise
yararken yari-duyarli genotiplerde etkisiz kalmistir. DAF belirtegleri biri disinda
kullanilan tiim duyarli genotiplerde sonu¢ vermistir, diger genotiplere ait bulgular
verilmemistir. ISSR belirtecleri duyarli, yari-duyarli ve toleransli genotiplere karsi
etkili olmustur. STMS belirtegleri direngli ve yari-direcli genotipler {izerinde etkinlik
gosterirken, duyarli, yari-duyarlt ve toleranli genotiplerde etkisizdir. Kullanilan
molekiiler belirteglerin hicbiri ile toleransli, direngli ve yari-direngli genotiplere ait

istenilen spesifik bantlagsma elde edilememistir.
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2. MATERYAL METOD

Bu ¢alismada, Eskisehir Gegit Kusagi Tarimsal Arastirma Enstitlisii’nde yetistirilen
saglanan 37 adet nohut ¢esidinin (33 tescilli varyete ve 4 yabanil hat olmak {izere)

genetik analizleri gerceklestirilmistir.

2.1 Deney Bitkilerinin Hazirlanmasi

Deneyde kullanilacak bitkilerin, Hastalik G6zlem Bahgesi (Eskisehir- Merkez)’nde
yer alan tarlalarda yetistirilmistir. 10-15 cm uzunluklara erisen bitkilerin geng
yapraklart 0,5-1,00 gr olacak sekilde toplanmis, sivi azot i¢inde dondurularak,
-80°C’de muhafaza edilmistir.

Deneylerde kullanilan nohut varyeteleri sunlardir; Canitez, Aydin, Hisar, Menemen,
llgaz, Dikbas, Yasa, Aziziye, Uzunlu, Izmir, Cevdetbey, Sar1, Damla, Giiliimser, Er,
Eser, Kiismen, Isik, Seckin, Hasanbey, Inci, Aksu, Diyar-95, Arda, Azkan, Cakir,
Akca, Gokge, Akcin, Cagatay, Sezenbey, Zuhal, Taek Sagel tescilli hatlar1 ila
ILC-4821, ILC-4822, ILC-12004, ILC-1929 yabanil hatlaridir.

2.2 DNA’nin izolasyonu

Birgok DNA saflastirma teknigi mevcuttur. Bu islem sirasinda dikkat edilmesi gereken
hususlar elde edilen DNA’nin yeterince saf olmasi, hedef alinan niikleik asitler, bu
orneklerin elde edildigi doku ve organizmalar, verim vb. acilardan beklenilen
sonuglarin saglanabilmesi ve son olarak klonlama, PCR gibi caligmalarla da
tekrarlanabiliyor olmasidir (Somma ve Querci, 2004). Bu ¢alismada niikleik asit
izolasyonunda CTAB ydntemi uygulanmistir. Bu amacgla Doyle ve Doyle’un (1990)

metodu esas alinarak bazi degisiklikler yapilarak uygulanmistir.

CTAB izolasyon ¢ozeltisi hazirlanirken, 1M 25ml Tris-HCI (pH:8), 0.5M 10ml
EDTA, 5M 70 ml NaCl ve 5 gr CTAB karistirllmis ve tizerine 250 ml hacim
saglanacak sekilde distile su eklenmistir. Elde edilen izolasyon tamponu islemden
hemen Once 65°C’ye 1sitilmis ve igine %0,2 oraninda (v/v) B-merkaptoetanol
katilmistir.  Ardindan  saflastirma  islemi su  basamaklar  uygulanarak

gergeklestirilmistir;
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1)

2)

3)

4)

5)
6)
7)

8)

9)

-80°C’den ¢ikarilan ornekler havan ve tokmak araciligiyla ezilerek yaprak

dokusunun homojenizasyonu saglandi.

Bu yaprak dokusu mikrosantrifiij tiipine (2 ml’lik) aktarilarak {istiine CTAB
izolasyon tamponu (800 ul) ve PVP (0.002 gr) eklenip, tiip birkag kez ters yiiz
edildi.

Tiip igerisindeki karisim 45-60 dk 65°C’de inkiibe edildi.

Tiipe 800 ul Kloroform/Oktanol (24:1) eklenerek, tiip birkag kez daha ters yiiz
edildi.

Bu karisim 10 dk 13.000rpm devirde santrifiijlendi.
Elde edilen siipernatant (~600 pul) baska bir tiipe alind1.
Karigima izopropanol (300ul, %96) ve NaCl (900 ul, 5M) eklendi.

Karisimin igerisindeki DNA zincirleri gozle goriiliir hale gelene kadar 4-6°C’de
bekletildi.

10.000 rpm devir santrifiij sonrasi iist faz (siipernatant) atildi.

10) DNA c¢oziilmesi igin ¢okeltiye (pelet) etanol (%70) eklendi ¢6ziinme

saglandiktan sonra;

11) 3 dk siireyle 10.000 rpm devirde santrifiij yapildi

12) 10 ve 11. basamaklar gerektigi kadar tekrar edildi.

13) 3 dk’lik son santrifiijden sonra siipernatant alinir ve son kalan DNA peletinin

etanoldan arindirilmasi i¢in ¢eker ocakta havalandirma yapildi.

14) Rehidrasyonun saglanmasi i¢in 100 pl 1X TE soliisyonu veya ultra saf distile

su eklendi.

15) dsDNA 6l¢iim ayarinda nano-spektrofotometre araciligiyla DNA yogunluklari

sleiildii,
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16) Son konsantrasyon 20-50 ng/ul olacak sekilde ultra saf distile su ile

sulandirma islemi yapildi.

=

Sekil 2.1. DNA saflastirma siireci. a) Orneklerin havanda ezilmesi, b) Inkiibe edilen
ornek ve CTAB izolasyon tamponu karisimi, ¢) Kloroform sonrasi olusan faz ayrima,

d) Kullanilan santrifiij cihazi, e) Santrifiijden ¢ikan 6rnekler.

2.3 PCR Reaksiyonlar

Ilgili DNA bélgelerinin ¢ogaltilmast Thermal Cycler Model G96 (Esco Micro Pte.
Ltd., Singapur) termal dongiileyici (PCR) cihazinda gerceklestirilmistir. Bu amagla
ISSR molekiiler isaretleyicileri ile kalip DNA iceren reaksiyon karigimi hazirlanmis

ve reaksiyon adimlar1 cihaza programlanmaistir.
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PCR reaksiyonlar1 i¢in hazirlanan karigimin igerigi su sekildedir;

Kalip DNA (20-500 ng/ul)

= 10X Buffer (3 pl)

= 25mM MgCl; (3 ul)

= 25mM dNTP (0.3 pl)

= (0.2 ul (1U) Taq DNA polimeraz (1pul/5U)
= 10 mM Primer (1.5 pl)

= Distile Su (16 pl) olmak tizere toplam 25 pl hacminde bir karisim elde

edilmistir.
Ilgili DNA bélgelerinin gogaltilmasi amactyla uygulanan PCR protokolii su sekildedir.
*  On- Denatiirasyon (5 dk 94°C)
= Denatiirasyon (60 sn 94°C)
= Baglanma (60 sn, sicaklik kullanilan primere gore degisiklik gostermektedir)
=  Uzama (60 sn 72°C)

= Son- Uzama (7 dk 72°C)’dur.

2.4 Elektroforez Islemi

Elektroforez teknigini biyokimya, biyoloji, genetik, tip ve daha bir¢ok alanda etkin
olarak kullanilmaktadir. PCR cihazinda elde edilen DNA bdélgelerinin goriintiilenmesi
agaroz jel elektrofezi islemi uygulanmusitir. Islem i¢in hazirlanan agaroz jelin icerigi su

sekildedir;

= 250 ml 1X TBE soliisyonu i¢in 4 gr elektroforetik agar kullanilarak %1,6
(m/v) yogunlukta jel elde edilmistir.
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= 250 ml i¢in Sp Etidiyum Bromiir (10 mg/mL) ¢ozeltiye eklenmistir.

Islemin devaminda, PCR iiriinleri (her biri igin 6p’da 1p oraniyla) bromofenol mavisi
iceren DNA yiikleme boyas1 (6X) ile boyanmustir. Elektroforez islemi, 120 dk 100 V
olacak sekilde uygulanmis ve elde edilen ISSR bant goriintiileri UV transilliiminatorii

araciligiyla goriintiilenmistir.

2.5 ISSR Veri Analizleri

PCR reaksiyonlar1 ve elektroforez isleminden sonra gorilintiilenebilen DNA
bantlarindan ayirt edilebilen net bantlar gilivenilir kabul edilmis ve veri olarak
kullanilmigtir. DNA bantlar1 varligi i¢in 1, yoklugu i¢in 0 ile skorlanarak dijital ortama
aktarilmistir. Daha sonraki analizler POPGENE 1.32 ve MVSP. 3.22 (Yeh ve ark.,
1999) yazilimlar1 kullanilarak gergeklestirilmistir. Jaccard benzerlik indeksine gore,
ornekler arasindaki benzerlik matriksi olugturulmustur. Shannon’a gore bilgi indeksi,
Nei’ye gore genetik cesitlilik, elde edilen yaklasik allel sayis1 (Na), her lokus i¢in
aktif allel sayis1 (Ne) ve polimorfik lokuslar hesaplanmistir. Bireyler arasindaki
iligskileri temsilen PCA testi ile bir grafik olusturulmus ve varyant-kovaryant
matriksinin hesaplanmasi igin MVSP 3.2 kullanilmistir. Son olarak UPGMA

kullanilarak olusturulan dendogramda Jaccard benzerlik katsayisi esas alinmustir.
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3. BULGULAR ve TARTISMA

Bu ¢alismada, tilkemizde ekimi yapilan C. arietinum bitkilerinin genetik ¢esitligi
diizeyleri ISSR molekiiler isaretleyicilerinden elde edilen DNA bant verileri

kullanilarak analiz edilmistir.

3.1. ISSR DNA Bant Verileri

Bu calismada iilkemizde islah edilen ve ekimi yapilan 37 adet C. arietinum
genotipinde, 15 adet ISSR molekiiler isaretleyici primeri uygulanmis ve bunlardan 8

tanesi net ve ayirt edilebilir bantlar vermesi ile kayda gegmistir.

Sekiz primerden toplam 44 lokus elde edilmis ve ortalama lokus sayis1 molekiiler
isaretleyici basina 5.65 olarak hesaplanmistir. Biiytikliigii 150 ile 1000 bp arasinda
degisen lokuslar elde edilmistir. Tablo 5.1°de molekiiler isaretleyici kodu, bu
molekiiler isaretleyicilerden elde edilen ISSR-DNA bantlarinin boyutu, elde edilen

toplam bant sayisi, homomorfik ve polimorfik bant sayis1 gosterilmistir.

Tablo 2.1. C. arietinum genotiplerinde isleminde kullanilan ISSR molekiiler

isaretleyicileri ve DNA bantlarinin gesitli 6zellikleri.

No Plrisrisri ilge.?di.l.%rl DNA Toplam Bant Sayis Polimorfizm
vikliigi (bp) Elde edilen | Homomorfik | Polimorfik
1 ISSR1 200-400 3 0 3
2 ISSR 2 150-500 4 3 1
3 ISSR7 250-850 7 4 3
4 ISSR 12 150-600 6 5 1
5 ISSR 13 400-700 5 0 5 62.22 %
6 ISSR 14 250-1000 11 2 9
7 ISSR 15 200-700 4 0 4
8 ISSR 16 300-800 5 3 2
Toplam 45 17 28

Sekil 3.1°de ISSR6 primerinin uygulanmasi ile elde edilen bantlar 6rnek olarak

gosterilmistir.
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Sekil 3.1 C. arietinum genotipinde ISSR12 ve ISSR14 molekiiler isaretleyicileri ile

elde edilen ISSR-DNA bantlarinin agaroz jelindeki goriintiisii.

Popgene 32 yazilimi ile elde edilen genetik gesitlilik analizi sonuglar1 Tablo 3.2°de
gosterilmistir. Gozlenen allel sayis1 (na), efektif allel sayis1 (ne), Nei (1973)’e gore
gen cesitliligi degeri (h) ve Shannon bilgi indeksi (I) degerleri hesaplanmustir.

Tablo 2.2. ISSR bant verilerinin degerlendirilmesiyle elde edilen genetik cesitlilik

istatistik verileri.

Polimorfik | b i | g ne h |
lokus sayisi
Ortalama 16222 | 13649 | 02202 | 03316
28 62.22
Standart 04903 | 03467 | 01923 | 02787
sapma

PPL: polimorfik lokus yiizdesi, na: gozlenen allel sayisi, ne: efektif allel sayisi [Kimura and Crow
(1964)], h: Nei (1973)’e gore gen ¢esitliligi degeri, I: Shannon bilgi indeksi [Lewontin (1972)]

ISSR molekiiler isaretleyicilerinin uygulanmasi ile elde edilen bant verileri analiz
edilmis ve toplam 28 adet lokusun polimorfizm gosterdigi goriilmiistiir. Polimorfizm
yiizdesi (PPL) ise %66.22 olarak hesaplanmistir. G6zlenen allel sayisi (na) ortalama
1.62, efektif allel sayis1 (ne) ortalama 1.36 olarak belirlenmistir. Nei (1973)’e gore
gen cesitliligi degerinin (h) ise 0.2202 oldugu tespit edilmistir. Shannon bilgi indeksi
(I) 0.3316 oldugu goriilmiistiir. Bu degerlere gore C. arietinum genotipinlerinde
genetik ¢esitliligin - bulundugu fakat bu degerin normal degerlerde oldugu

gorilmiistiir.
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Bu durum bu ¢alismanin konusu olan varyetelerin 1slahi sirasinda ayni1 ya da yakin
genotiplerin ebeveyn olarak kullanilmasi nedeniyle ortaya ¢ikmis olabilir. Bununla
beraber, genetik ¢esitlilik degerlerine bakildiginda Tiirkiye’de yetisen C. arietinum

genotiplerinin durgun bir gen havuzuna sahip oldugu ileri siiriilebilir.

C. arietinum genotiplerinden elde edilen ISSR verilerinin principal coordinate
analysis (PCA) sonuglar1 Sekil 3.2’de gosterilmistir. Bu sonuglara gore C. arietinum

genotipleri 2 ana grup olusturmustur. Bu ana gruplar iki adet alt grup igermektedir.

Sekil 3.2. C. arietinum genotiplerine ait principal component analysis (PCA)
sonuglari. Eksen iizerindeki rakamlar PCA skorlarini, cemberler ana ve alt gruplari

gostermektedir.

PCA grafik verileri incelendiginde (Sekil 3.3) iki ana grup goriilmektedir. Bu gruplar
incelendiginde; B1 alt grubunda ki varyetelerin diger gruplarda bulunan bireylere gore
daha dar bir alana toplanmislardir. PCA analizindeki bu dagilim C. arietinum

genotiplerinin normal diizeyde genetik benzerlik icerdigini gostermektedir.

Yine ISSR bant verileri kullanilarak iiretilen UPGMA Kiime analizi sonuglar
incelendiginde 37 adet C. arietinum genotipinin 3 ana gruba ayrildig1 goriilmiistiir.
Akg¢in ve ILC-1929 genotipleri bu analizde diger tiim genotiplerden ayrilarak kiigiik
bir dis grup (D) olusturmustur. Bu iki genotip haricindekiler ise yakin gruplar
olusturmustur. Giiliimser genotipi ise ana gruplara yakin olarak konumlandig: halde

bu gruplara dahil olmamustir.
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UPGMA Cluster Analysis
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Sekil 3.3. PCA analizlerine gore C. arietinum genotiplerinin genetik benzerlikleri.
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4. SONUC

Bu calismada C. arietinum genotiplerinin genetik benzerligi ISSR molekiiler

isaretleyicileri kullanilarak analiz edilmistir.
Bu analizlere gore;

a) ISSR molekiiler isaretleyicileri C. arietinum genotiplerinin genetik gesitlilik
analizlerinde %62.22 polimorfizm orani gostermistir. Bu sonuca gore C.
arietinum genotipleri arasinda normal diizeyde bir genetik benzerlik
bulunmaktadir.

b) ISSR bant verisi, yapilan PCA analizleri ve UPGMA kiime analizleri
sonucunda C. arietinum varyetelerinin genotiplerinin genetik benzerliklerine
gore ayrilmasina katki saglamistir.

c) Tim bu sonuglara gore, C. arietinum varyeteleri arasinda genetik cesitliligin
bulundugu ve bu genetik cesitliliginin arttirtlmast igin gen havuzunun

genisletilmesi gerektigi one siirtilebilir.

Ayrica, ISSR molekiiler belirtegleri genetik ¢alismalarda C. arietinum varyetelerinin

genetik analizlerinde kullanilabilecek, etkili bir genetik ara¢ oldugu 6ne siiriilebilir.
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