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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

ANADOLU’NUN FARKLI BOLGELERINE AIT CICER ARIETINUM
GENOTIPLERINDE GENETIK FAKLILIGIN C. RETICULATUM VE C.
YAMASHITAE YABANI TURLERIYLE KARSILASTIRMALI OLARAK RAPD-
PCR YONTEMIYLE BELIRLENMESI

Ertekin KOC
Selcuk Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Tarla Bitkileri Anabilim Dali
Danisman : Yrd. Dog. Dr. Erdogan Esref HAKKI
2008, 60 sayfa

Jiiri : Yrd. Dog. Dr. Erdogan Esref HAKKI
Prof. Dr. Mustafa ONDER
Prof. Dr. Mehmet BABAOGLU

Gen merkezi Anadolu olan nohut bitkisinin farkli cografik bolgelere ait kiiltiir
formlarimin genetik varyasyonlarinin RAPD-PCR yontemiyle incelenmesi, gen
havuzu dar olan kiiltiir nohutlarinin biyocesitliliklerinden faydalanabilme durumunu
belirlemek amaci ile bu tez calismas yiiriitiilmiistiir.

RAPD markor teknigi, kiiltiir nohutu Cicer arietinum’un 36 genotipi ile
birlikte 2 tek yillik yabani Cicer tiirii genotiplerine uygulanmistir. Secilen RAPD
primerlerinden 28’1 kullamilarak toplam 330 band skorlanmistir. NTSYS-pc, 2.0
programi kullanilarak elde edilen dendogramlar sonucunda Cicer tiirlerinde genel
olarak iki ana kol olusmustur. Birinci kolu C. yamashitae olusturmustur. Ikinci kol
ise iki gruba ayrilmistir. Bu gruplardan birinde C. reticulatum aksesyonu yer alirken
diger grupta kiiltir nohutu, C. arietinum aksesyonlar: bulunmustur. C. arietinum
aksesyonlar1 genetik iligkilerine gore alt gruplar meydana getirmislerdir. Kiiltiir
nohutunun yabani atas1 oldugu kabul edilen C. reticulatum’un aynm cografik bolgeye
ait kiiltiir nohuttu formlan ile genetik yakinlik gosterdigi gozlenmistir. Kiiltiir
cesitlerinin ise genetik koken ve kismi olarak cografik dagilimlarma gore
gruplandiklar1 saptanmistir. Uygulanan kiimeleme analizlerinin (dendogramlar)
temel koordinatlar analizleri (PCoA) ile de kuvvetli bir sekilde desteklendigi
goriilmiigtiir. Nohutun dar genetik havuzundan uygun Kkiiltiir nohut aksesyonlariyla
yapilacak tiir i¢i caprazlamalarla mevcut durumdan daha fazla yararlanilabilecegi
goriilmektedir.
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genetik cesitlilik
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DETERMINATION OF GENETIC DIFFERENCES AMONG CICER ARIETINUM
GENOTYPES FROM DIFFERENT REGIONS OF ANATOLIA, COMPARED
WITH THE WILD SPECIES C. RETICULATUM AND C. YAMASHITAE, VIA

RAPD-PCR METOD
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Selguk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Field Crops
Supervisor: Asist. Prof. Dr. Erdogan Esref HAKKI
2008, 60 pages
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This thesis study was conducted to reveal the genetic diversity of
chickpea accessions belonging to different regions of Anatolia via RAPD-PCR in
order to be used in the improvement programs of the narrow genetic pool of the
chickpea cultivars.

RAPDs were the molecular techniques employed to the 36 accessions of
chickpea (Cicer arietinum) and the other 2 annual Cicer species. Selected 28 RAPD
primers were utilised and 330 fragments were scored. NTSYS-pc version 2.0 was
used to generate the dendograms that clearly classified the Cicer species into two
major branches. C. yamashita was constituted the first branch while the second
branch was divided into two main groups. While one of these groups contained C.
reticulatum, all the C. arietinum accessions were accumulated in the other one where
a number of subgroups were also generated. It was evidenced that the wild species
that is considered to be the progenitor of the cultivars, namely C. reticulatum, was
genetically more closely related to the cultivated accessions of the region where the
wild species also belong to. Related to the cultivated genotypes, they were
determined to be grouped based on their genetic background and partially on
geographic distribution. The cluster analyses (dendrograms) conducted were also
well-supported by principle coordinate analyses (PCoA). It is believed that within-
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species crosses with properly selected accessions would lead us benefit from the

narrow genetic pool of chickpea in a better way.

KEY WORDS: Cicer, chickpea, genetic resources, RAPD, polymorphism, genetic
diversity
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1. GIRIS

Nohut (Cicer arietinum L.), kiiltiir bitkileri arasinda diinyadaki en onemli
baklagil familyasi iiyelerinden biridir. Giiney Asya, Bati Asya, Kuzey Afrika, Dogu
Afrika, Giiney Avrupa, Kuzey ve Giiney Amerika, Avusturalya gibi farkli bolgelere
ait 33’den fazla iilkede nohut ziraati yapilmaktadir (Singh, 1997). Diinya iizerinde
2006-2007 sezonunda iiretilen 8.65 milyon ton nohutun Onemli bir kismi Asya
kitasinda iiretilmistir (Anonim, 2006). En biiyiik nohut iireticisi iilkeler Hindistan,
Tiirkiye, Pakistan ve Iran’dir (Anonim, 2005). Tahil tiiketiminin baskin oldugu
Giiney, Bati ve Dogu Asya’da, ekonomik nedenlerle et ile beslenemeyenler ve
vejetaryanlar i¢in daneleri proteince ¢ok zengin (%18-31) olan nohut, genis kitlelerin
protein ihtiyacim biiyiik dlciide karsilamaktadir. Ayn1 zamanda nohut, hayvanlar i¢in
yem olarak da kullanmilmaktadir. Ayrica, koklerinde simbiyotik olarak yasayan
bakteriler vasitasiyla atmosferik azotu (N,) baglama, gelismis kok sistemiyle
topragin alt tabakalarinda bulunan besin maddelerini toprak yiizeyine c¢ikarma ve
verimliliklerini kaybeden topraklarin verimliliklerini geri kazanmak i¢in ekim

nobetinde kullanilma gibi tarimsal faaliyetlerde de 6nemli bir role sahiptir.

Giiniimiizde tarimi yapilan nohut cesitlerinde biyotik ve abiyotik stres
etmenlerinden dolay1 zaman zaman ¢ok onemli verim diisiisleri olmaktadir. Biyotik
stresler; nohut antraknoz etmeni [Ascohyta rabiei (Pass) Lab.], kursuni kiif [Botrytis
cinerea Pers. Ex. Fr. ], fuzaryum solgunlugu [Fusarium oxysporum Schech-tend.
Emend W.C. Synder. ve H.N. Hans], fuzaryum kok ciiriikliigii [Fusarium solani
(Mart.) Sacc. F. Sp. Cumartii (C. Carpenter) W.C. Synder. ve H.N. Hans.], kuru kok
ciiriikliigii  [Rhizoctonia bataticola (Taubenhaus) E.J. Butler], nematodlar
[Heterodera ciceri Vovlos ve Greco ve Di Vito ve Meloidogyne spp.], dana burgusu
[Helicoverpa armigera Hiibner] ve yaprak sinegi [Liriomyza cicerina Rondani)
olarak siralanabilir. Abiyotik stresler icinde ise; kuraklik, tuzluluk, yiiksek ve diisiik
hava sicakligi gibi nohut verimliligini kisitlayan faktorler basta gelmektedir

(Upadhaya ve ark., 2006).



Islah programlarinda genotipik farkliliklardan faydalanarak tiir ici ve tiirler
aras1 melezlemelerle (yabani tiirlerle kiiltiir formlart arasinda)verimli ve stres
etmenlerine kars1 direncli bitkiler elde edilebilir. Genotipik yapis1 farkli olan
germplazm kullamim ile gelistirilecek cesitlerle, zararlilara ve hastaliklara karsi
direnclilik saglanabilir (Duvick, 1984; Cox ve ark., 1986). Ebeveynler arasinda
genetik farkliliklarin genis olmasi; gerekli allel varyasyonuna uygun gen
kombinasyonlarin1 meydana getirme olasiligim artirmaktadir. Giiniimiizde tarimi
yapilan C. arietinum’un gen havuzunun olduk¢a dar oldugu da diisiiniildiigiinde
(Berger ve ark., 2003), cesit gelistirmede genotipik farkliliklarin 6nemi daha da

artmaktadir.

Bitki tiirlerinin tanimlanmasinda ve genetik varyasyonun arastirilmasinda
molekiiler markorler yaygin olarak kullanilmaktadir. Son dénemde hizla gelisen
molekiiller markoér teknolojileri; c¢esitler arasindaki genetik farkliliklarinin
belirlenmesi, kromozom haritalarimin ¢ikarilmasi, gen kaynaklarimin karakterize
edilmesi, evrimsel gelisim analizi ve transformasyonda basar diizeyinin belirlenmesi
gibi calismalarda Onemli araglar haline gelmistir. Molekiiler teknikler, cevre
faktorlerinden etkilenmezler ve polimorfizm oranlarnn da yiiksektir. Bitki
germplazminin  genetik varyasyonuna dair bilgiler, spesifik bir germplazm
kaynagindaki genetik iliskilerin belirlenmesi ile populasyonlarin tanimlanmasi
acisindan 6nemli bir bagvuru kaynagi olacaktir. Islah programinin baslangicinda,
genotipler arasimndaki genetik iliskiye dair bilgiler, fenotipik bilgiyi tamamlayici
olarak 1slah populasyonlarinin gelistirilmesinde kullanilabilmektedir (Santalla ve
ark., 1998). Genotipler arasindaki genetik benzerlik ya da farkliliklar, yeni genetik
kombinasyonlar olusturulurken materyal olarak 1slah¢inin neyi kullanacagi

konusunda karar vermesine yardimc1 olabilir (Hallden ve ark., 1994).

Bir¢ok molekiiler metot, kiiltiir formlarinda genetik cesitlili§in tanimlanmasi
icin uygundur. Yaygin kullamilan teknikler olarak onceleri, ‘Restriksiyon Fragmenti
Uzunluk Polimorfizmi’ (RFLP), son yillarda da, ‘Rastgele Oligoniikleotid Primerleri
ile Cogaltilmis Polimorfik DNA’ (RAPD), mikrosatelitler olarak da bilinen ‘Basit
Sekans Tekrarlari’ (SSR), ‘Cogaltilmis Par¢ca Uzunlugu Polimorfizmi’ (AFLP) ve



primer olarak tekrar dizilerinin bizzat kullanildigi mikrosatelit tabanli ISSR (Infer
Simple Sequence Repeats) belirleyicileri gosterilebilir. Son donemlerde yapilan
bircok genetik cesitlilik analizinde sadece DNA markorleri veya morfolojik
analizlerle DNA markérleri birlikte kullamlmistir (Kaga ve ark., 1996; Paul ve ark.,
1997; Sharma ve ark.,, 1996; Waycott ve Fort, 1994). ‘Polimeraz Zincir
Reaksiyonuna’ (PCR) dayali rastgele primer kullanimiyla yapilan RAPD
calismalarindan son on yilda ¢ok sayida calismada yararlamilmistir. Aralarinda
nohutun da yer aldigr bir¢ok bitki tiirlinde genetik cesitliligin belirlenmesi i¢in
kullanilan RAPD teknigi popiiler hale gelmistir (Sant ve ark., 1999; Collard ve ark.,
2003). RAPD teknigi, kullaniminin kolay, ekonomik, bir¢cok calismada yeterli
derecede polimorfizm sunmasi ve c¢abuk sonu¢ vermesiyle ©One c¢ikmaktadir
(Williams ve ark., 1990). RAPD markoérlerinin taksonomik kimlikler, sistematik
iliskiler, populasyonun genetik yapisi, tiir hibridizasyonu ve soy tanimlama

calismalarinda faydali oldugu goriilmiistiir (Ahmad, 1999).

Bu tez calismasinin amaci; gen merkezi Anadolu olan Cicer arietinum’un,
sinirh bir genetik varyasyona sahip olan genotipleri arasindaki genetik farkliliklarin
belirlenmesidir. Materyal olarak Tiirkiye'nin farkli cografik bolgelerine ait kiiltiir
nohutu genotipleri kullanilarak bunlar arasindaki genetik ¢esitlilik ve benzerliklerin
RAPD markér teknigi ile belirlenmesi hedeflenmistir.  Dis grup olarak da
Giineydogu Anadolu kokenli yakin akraba tiir olarak C. reticulatum ve Afganistan’da
endemik olan uzak akraba tiir C. yamashitae kullamlmistir. Genetik varyasyonu dar
olan bu bitkide polimorfik markorlerin belirlenmesi, 6zellikle iilkemiz i¢in 6nemli
olan bu baklagilin genetik havuzunda hastaliklara karsi direng, iklim ve cevre
sartlarina adaptasyon yetenegi saglayacak genlerin tespit edilmesi ve bunlarin 1slahta
kullanilmasi sonucunda iiriin miktar1 ile besin kalitesinin arttirilmast miimkiin

olabilecektir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1 Cicer Cinsinin Kokeni

Kiiltiir nohutu, C. arietinum L. eski diinyada ilk kiiltire alinan baklagil
familyas1 {iyelerinden biridir (Van der Maesen, 1972). Nohutun giiniimiiz
Giineydogu Tiirkiye’sinden ve komsusu Suriye topraklarindan koken aldigi
diisiiniilmektedir. Tohum proteini elektroforezi ¢aligmalara gore Ladizinsky ve
Adler (1976a), Cicer reticulatum’un kiiltiir nohutunun yabani atasit oldugunu ve
Tiirkiye’nin Giineydogu’sunun nohutun anavatani oldugunu ifade etmislerdir.
Yabani nohutlar iizerinde yapilan melezleme (Singh ve Ocampo, 1993), karyotip
analizi (Ocampo ve ark., 1992) ve izozim c¢aligsmalar1 (Labdi ve ark., 1996) da
nohutun anavatam konusunda Ladizinsky ve Adler (1976a)’in bulgularini

desteklemistir.

Cicer ile calisma yapan ilk botanik¢iler, nohutun birkag¢ farkli bolgeden koken
aldigim1 kabul etmislerdir. De Condolle (1883), nohutun kokeninin Kafkasya'nin
giineyinde bir alanda ve Kuzey Iran’da oldugunu belirtmistir. Vavilov (1926),
Giineybati Asya ve Ortadogu’yu birincil merkez, Etiyopya’y1r da ikincil merkez
olarak tamimlamistir. Vavilov, doguya dogru kiigiik taneli bitkilerin baskin oldugunu,
Ortadogu havzasinda ise iri taneli nohutlarin bol oldugunu tespit etmistir. Iri taneli
nohutlarin yaklagik 200 y1l dnce Afganistan’in baskenti Kabil iizerinden Hindistan’a
ulagtigina ve Hintce’de Kabuli chana (chana=nohut) (Van der Maesen, 1972) ismini
aldigina dair kanitlar vardir. Kiiciik taneli, koyu renkli nohutlar yerel olarak desi diye
adlandirilmaktadir. Bu isimlendirmeler genellikle iki kiiltiir ¢esidini ayirt etmek i¢in
kullanilmaktadir. Kabuli tipi geleneksel olarak Ortadogu havzasi ve Merkez Asya’da
yetistirilirken, desi tipi en ¢ok Hindistan yarimadasi, Dogu Afrika, Merkez Asya ve
Ortadogu havzasinda sinirli bir alanda iiretilmektedir. Iki ana tip bircok ozellik
acisindan ayrilir. Bu iki tipte varyasyonu gelistirmek i¢in Desi x Kabuli caprazlamasi
yetistiriciler tarafindan gerceklestirilmis, ancak iki ana tip arasinda gen transferi
yeterli olmamistir (Bahl, 1980; Hawting ve Singh, 1980; Maynez ve ark., 1993).

Genel olarak Kabuli tipinin Ortadogu havzasindaki desi tipinden koken aldig1 kabul



edilmektedir (Moreno ve Cubero, 1987; Hawtin ve Singh, 1980; Salimath ve ark.,
1984; Gil ve Cubero, 1993).

Cicer L. cinsi Leguminosae familyasi, Papilionaceae alt familyasi, Cicereae
oymagina aittir ve 43 tiirden olusur; 9 tek yillik, 33 ¢ok yillik ve bir tanesi de
tanimlanmamistir (Van der Maesen, 1987). Tek yillik 9 tiir sunlardir; C. arietinum
L., C. bijugum K.H. Rech., C. chorassanicum (Bge.) M. Pop., C. cunaeate Hoechst
ex. Rich., C. echinospermum P.H. Davis, C. judaicum Boiss., C. pinnatifidum
Jaub&Spp., C. reticulatum Ladiz., ve C. yamashitae Kitanum. Kiiltiir tiirii olan C.
arietinum Ortadogu bolgesinde, Myammar, Avustralya, Etiyopya, Meksika, Sili,
tropiklerin serin bolgeleri ve Kuzey Amerika’da yetisirken, tek yillik Cicer tiirleri
Tiirkiye’den Giiney Asya’ya kadar olan genis bir alanda, Etiyopya, Sudan ve

Misir’in bityiik bir boliimiinde dagilim gosterir (Robertson ve ark., 1997).

2.2. Cicer Cinsinin Genel Botanigi

Nohutta plumulanin gelismesiyle dik bir siirgiin olusur. Ik gercek yaprak 2-3
cift yaprakc¢iga sahiptir. Yapraklar ayr ayr her bir bogumda karsilikli olarak
cikmaktadir. Bir yaprak sapi iizerinde (25-75 mm uzunlugunda) genellikle 11-18
yaprakeik vardir (Sepetoglu, 1996). Yaprak sapinin dalla birlestigi yerde goriilen
kulakeiklar (stipulalar) genellikle 3-11 mm uzunlugunda, 1.6 mm genisliginde olup
bazi hallerde 14 mm’ye kadar uzayabilirler (Sehirali, 1988). Bitkinin tiim dis yiizeyi
tag kismu hari¢ grandiiler (salgi kesesi olan) ve agrandiiler (salgi kesesi olmayan)
titylerle kaphidir. Bitkinin kok sistemi kazik kok ve yanal koklerden olusmaktadir.
Kokler 120 cm’den daha derine gidebilmektedirler (Sheldrake ve Saxena, 1979).

Nohutta, dal acilarina gore dogal 5 habitus sekli vardir. Bunlar; dik, yan dik,
yari yatik, yatik ve tam yatiktir (Pundir ve ark., 1985). Genel olarak, bitkiler 20 ile
100 cm arasinda boya ulagirlar. Bununla birlikte kiiltiir ¢esitleri uygun kosullarda

130 cm’e kadar uzayabilirler (Reddy ve ark., 1985).



Cicekler tipik olarak kelebek seklindedir. Nohutta ¢icek durumu, yaprak
koltuklarindan cikan salkim seklindedir. Genellikle bir salkimda bir ¢igek bulunur,
bazen ikiz cicekler de olabilir. Ta¢ yapraklar genellikle desi tipinde mor, kabuli
tipinde beyaz veya nadiren mavidir (Singh, 1997).

Nohut, her bitkide sayilar1 birkagtan 1000’e kadar degisen danelere sahiptir
(Singh, 1997). Dane boyutu degisiklik gosterebilir. Dane dolumu hava durumuna
baghdir. Bitkinin 1siktan faydalanma ve havanin nem miktara bagl olarak hava
durumu dane dolumu iizerine etkilidir (Pundir ve ark., 1992). Bulutlu ve nemli
giinlerde az tozlanma olur ve bos baklalar olusur (Purseglove, 1968). Genel olarak,
birincil dallar %54, ikincil dallar %27 ve ana gdvde %19 oraninda dane verimi
izerine etki eder. Nohutta danelerin tanimlanan 3 sekli vardir; Bunlar; kogbasi
(angiiler-koseli ve gagali), kusbasi ve bezelyemsi (yuvarlaga yakin) sekillerindedir.
Dane kabuk yiizeyi burusuk, diiz veya amorf seklinde olabilir. Yiiz dane agirlig
ortalama 8 gr ile 70 gram arasinda degisebilmektedir (Singh ve ark., 1991). Dane
rengi, nohut karakterlerini ayirt etmede Onemlidir; 21 farkli renk ve tonlar

tanmimlanmustir (Pundir ve ark., 1988)

Ciceklenme alttan iiste dogru olur. Cicekler genellikle iki giin a¢ik kalir fakat
geceleri kapalidirlar. Bir bitkideki ciceklenme bir aydan daha fazla devam eder.
Tozlanma, ¢icegin tam olarak acimasindan 12-24 saat 6nce olur (Sepetoglu, 1996).
Nohutta c¢icek tomurcuklarnin gelisimiyle flamentler uzar ve bascik (anterler)
yeterince bilyilyiince disi organa polenleri birakir. Bascik ve disi organ genellikle
kayikcik icerisinde kalir. Tozlanma, kleistogamik olan tomurcuklarin ag¢ilmasindan
once gergeklesir. Nohut, kendine dollenendir ve diploid (2n=2x=16)tir (Van der
Maesen, 1987; Ahmad, 2000; Banerjee ve ark., 2001). Yabanci1 dollenme de tespit
edilmistir. Fakat arastirmalarin cogu nohutun %100 kendine dollenen oldugunu

gostermektedir (Auckland ve Van der Maesen, 1980; Singh ve Ibrahim, 1990).



2.3. Molekiiler Markorler

Protein ya da DNA'da bulunan polimorfizme dayanan "molekiiler
markorler'in gelistirilmesi; taksonomi, filogeni, ekoloji, genetik ve bitki 1slah

arastirmalarim biiyiik dl¢iide kolaylagtirmistir.

Genellikle bir molekiiler markorde; yiliksek derecede polimorfik davranis,
kodominant kalitim, genomda sik¢a bulunma, genomda homojen dagilim, segici notr
davranis (pleitropik etkisi yok), kolay ulagim (satin alma veya hizli islemler
sonucunda), kolay ve hizli degerlendirme (otomasyona uygun islemler), yiliksek
tekrarlanabilirlik, laboratuvarlar arasi kolay veri aligverisi Ozelliklerinin olmasi

istenir.

Bu ozelliklerin hepsi bir molekiiler markdrde bulunmamaktadir. Ancak
calismanin amacina en uygun olami secerken yukaridaki 6zelliklerden en azindan bir
kacinin bir arada bulunmasi istenir (Tanksley, 1993; Weising ve ark., 1995). En fazla
istenen markorler, stres kosullarina dayaniklilik genleri ile baglantis1 bulunan, ¢ok
degisik genotiplerde ifade edilen ve fonksiyonel olanlardir (Kelly, 1995). Genetik
markorler; morfolojik markorler, protein markorleri ve DNA markorleri olmak iizere
tic ana bashk altinda toplanabilir. Calismamizda DNA markérleri kullanilmasi

sebebiyle asagida bu markor tipleri ile ilgili genel bilgi verilmistir.

2.3.1. DNA markorleri

DNA markorleri farkli genotiplere ait DNA dizilis farkliligini ¢gesitli sekillerde
ortaya koyan markorlerdir. Niikleik asit temeline dayali genetik markdrlerin genom
analizlerinde kullamimi 1slahgilar icin 6nemli avantajlar saglar. Bu markorler
kullanilarak genetik varyasyon aragtirilabilir. Ornegin birbirine morfolojik olarak ¢ok
yakin olan kiiltir cesitleri ayrilabilir ve tamimlanabilir. Tiirlerin taksonomik
tanimlamasi1 yapilip, filogenetik akrabaliklar1 bulunabilir (Lowe ve ark., 1996). Bu

belirleyiciler, soyagact analizleri, baglant1 haritalamalart ve seleksiyon



programlarinda kullanilabilir. DNA diizeyindeki polimorfizm, klasik morfolojik veya

biyokimyasal markdrlere gore ¢cok daha fazladir.

Genomun analiz edilebilecegi DNA'y1 elde etmek i¢in az miktarda bitki dokusu
yeterli olmaktadir. Bitkiden alinan herhangi bir kissm DNA izolasyonu igin
kullanilabilir (Botstein ve ark., 1980). DNA markorleri stabildirler ve ekolojik
kosullardan etkilenmezler (Williams ve ark., 1990). Epistatik ve pleiotropik etkilere
hassas olmayip kodominant ya da dominant 6zellikte olabilirler. Kalitimlar1 basit

ilkelere dayanuir.

DNA markorleri hibridizasyona dayali DNA markorleri ve PCR’a dayali DNA
markorleri olmak iizere iki ana baglik altinda toplanabilirler. Su ana kadar nohut
calismalarinda kullanilmis olan DNA markérleri; RFLP, RAPD, SSR, AFLP ve
ISSR’dir (Udupa ve ark., 1993; Banerjee ve ark., 1999; Sudupak ve ark., 2002;
Javadi ve Yamaguchi, 2004; Iruela ve ark., 2002; Sudupak ve ark., 2004; Nguyen ve
ark., 2004; Shan ve ark., 2005; Sudupak, 2004; Sethy ve ark.,2006).

2.3.1.1. PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)’a dayali markorler

PCR, Kary Mullis (K. B. Mullis, U.S. patent 4 683 195, Temmuz, 1987)
tarafindan gelistirilmis olup, molekiiler biyolojinin hizli bir sekilde gelismesinde
katalizor olmustur (Steffan ve Atlas, 1991). PCR metodu; genetik yapisi degistirilen
bitki veya mikroorganizmalarin tespiti, molekiiler klonlama (DNA klonlamasi),
DNA baz diziliglerinin belirlenmesi, genetik akrabalik tesbiti ve adli tip vakalarinin
aydmlatilmas1 gibi adli tiptan ekolojiye ve DNA diagnostik c¢alismalarindan temel
aragtirmalara kadar her alanda uygulanma firsati bulmustur. Yontem DNA'nin
enzimatik in vitro ¢ogalimina dayanmaktadir. Cok diisiik (cogunlukla nanogram-ng)
miktardaki kalip DNA ile baslanarak bir veya daha fazla sayida belli DNA
parcalarinin milyonlarca kopyasi elde edilir ve elektroforez isleminden sonra boyama

veya otoradyografi araciligiyla goriiniir hale getirilir. PCR ¢ok hizli, basit ve



duyarhdir. Cok degisik organizmalara ¢ok degisik amaglarla uygulanmas1 molekiiler

biyolojide yeni olanaklara imkan saglamistir (Weising ve ark., 1995).

Botstein ve ark. (1980)’na gore PCR tekniginin kulamima girmesi ile kisa
siirede genis uygulama alanlar1 olan RAPD, SSR, AFLP gibi markor sistemleri
gelistirilmistir. Bu ¢alismada kullanilan PCR’a dayali RAPD teknigi ile ilgili asagida
detayl bilgi verilmistir.

2.3.1.1.1. Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA (RAPD)

Alt1 ila 10 niikleotid uzunlugundaki sentetik baglatict (primer) DNA’lar
kullanillarak  genom iizerinde rastgele bolgelerin DNA  amplifikasyonu
gergeklestirilir. Tek primer kullanilir. Ancak, bunlar her iki iplikcikte de 5'—3’
yoniinde calisir. Dolayisiyla kullanilan primerin DNA iizerinde birbirine yakin iki
bolgeye (her bir komplementer iplikcige) yapisabildigi genom bolgelerinin
amplifikasyonu yapilir. PCR’in  kesfi ile DNA diizeyindeki polimorfizmin
belirlenmesinde kullanilan yeni markor sistemleri gelistirilmistir. Bu markorlerden
biri olan RAPD belirleyicileri, Williams ve ark. (1990) ve Welsh ve Mc Clelland
(1990) tarafindan gelistirilmis basit, kisa oligoniikleotid primerler kullanilarak
genomik DNA'nin tesadiifi olarak dagilmis segmentlerle amplifikasyonunu
hedeflemektedir. ~Amplifikasyon iiriinleri agaroz veya poliakrilamid jel
elektroforezde ayrilabilir ve etidyum bromid (UV) ya da giimiis nitrat boyamasi ile
goriintiilenebilmektedir. RAPD belirleyicileri, uygulanmadaki kolaylik, sentetik
oligoniikleotidlerin ¢ok fazla sayida bulunmasi, RFLP'nin tersine diisiik miktarda ve
diisiik kalitede DNA’ya gereksinim duyulmasi gibi nedenlerden otiirii tercih edilen
markorlerdir. RAPD markorleri; genom haritalama ve gen etiketleme, genetik
parmakizi belirleme ve cesit tamimlama, populasyon farkliligi, klon tanimlama,
taksonomik ve filogenetik calismalar, genetik introgresyon, pedigri ve ebeveyn
analizi, bitki biiylime ve gelismesi, taksonomik kimligin belirlenmesi, akrabalik
derecelerin belirlenmesi ve karisik genom Orneklerinin analizi, bitkinin farkli yasam

evrelerinin arastirilmasi, yabanci tozlagma oranlarinin tahmini, ve QTL (Quantitative
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Trait Loci) analizi gibi ¢ok degisik amagh calismalarda kullanilmaktadir (Lodhi,
1994).

Bu metot, Mg+2 konsantrasyonu ve primer/sablon DNA orami gibi kosullar
acisindan ¢ok duyarhdir. Bu da laboratuar i¢i ve dis1 tekrarlari zorlagtirmaktadir.
Diisiik duyarhiliklart nedeniyle karsilastirmali haritalama ve klonlama i¢in ¢ok ender
kullanilirlar Dominant kalitmi ve smirli allel sayisi da RAPD'in  diger
dezavantajlaridir. Bir markor, i1slah programinda ancak degisik melezlemelerde
acilim gosterirse faydali olmaktadir. Bir RAPD lokusu genellikle bir bantin
varligi/yoklugu seklinde ifade edilen iki allele sahiptir (Malyshev ve Kartel, 1997) ve
haritalama denemelerinde bu durum goz Oniine alinmalidir. Diger yonden RAPD
teknolojisi, arastirictya c¢ok genis sayidaki lokuslarda DNA dizi tabanl
polimorfizmleri etkin ve hizli tarama olanag saglamistir. RAPD cogaltimina uygun
kisa primer (genellikle 10-mer) setleri ticari olarak sentezletilebilmektedir. Bir PCR
cihazi ve agaroz jel diizenegi disinda herhangi bir 6zel ekipman gerektirmez.
Tekrarlanabilirlikle ilgili zorluklar DNA konsantrasyonundaki varyasyonu ortadan
kaldirmak ve cogaltma sirasinda sabit reaksiyon kosullar1 ve sicaklik profili

kullanmak suretiyle asilabilir (Rafalski ve Tingey, 1993).

Devos ve Gale (1992), diger PCR esash teknikler gibi RAPD tekniginin de
karakterizasyon ve haritalama caligsmalarinda daha az zamana, calismaya ve gidere
gereksinim duyulmas: nedeniyle daha ¢ok tercih edildigini bildirmektedir. Ozellikle
RAPD yontemi ¢ok az miktarda DNA’ya gereksinim duymalarindan 6tiirii birgok

bitki tiirtinde beklenilen diizeyde sonuglar vermistir.

Kubota ve ark. (1993), RAPD analizinin Papaver cinsi Oxytona seksiyonu
tiirleri ve F1 hibritlerini kolay teshis etmede ve kanun dis1 yetistirilmis Papaver

tiirlerini tanimada kullanildigini bildirmiglerdir.

Lavi ve ark. (1994), RAPD markoérlerinin zaman ve maliyet yoniinden olumlu
olmasina ragmen, dominant markor olmalari nedeni ile yorumlanmasinin zorlugu,

kompleks olmasi ve diisiik seviyede tekrarlanabilirligi, hatta bazi durumlarda
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tekrarlanan biiyiik bantlarin kullanildigi durumlarda bile varyasyonun genetik ya da
degisik mikroorganizma kokenli kontaminasyon veya amplifikasyon sirasinda
meydana gelen bir sorundan mi kaynaklandiginin tespit edilememesinin bu

markorlerin olumsuz yonleri oldugunu bildirmislerdir.

McDonald ve ark. (1994), misir, pamuk, soya fasulyesi, bugday ve kirmizi
icgliliin tanelerinden izole ettikleri DNA’lardan RAPD yoOntemiyle DNA
fragmanlarim1 elde ettiklerini ve bu yodntemin yetismekte olan bitkinin dokusuna
gereksinim duyulmadan yapilan, ucuz, basit ve hizli bir yontem oldugunu ve diger

tiirlere de uygulanabilecegini belirtmislerdir.

Vos ve ark. (1995)'min bildirdigine gore RAPD-PCR prensiplerinden
yararlanilarak AFLP, SSR gibi bir¢ok molekiiler metot ortaya konmustur. Doldi ve
ark. (1997), Orta Avrupa’da yetisen 18 soya genotipinde protein icerigi yiiksek
genotiplerin secimi icin genetik farkliligt RAPD ve mikrosatelit (SSR) teknikleri
kullanarak arastirmiglar. Burada elde edilen sonugta RAPD ve SSR’1n ikisi birlikte

kullanilinca ¢ok giivenilir sonuglar alindigin1 gézlemlemislerdir.

Menkir ve ark. (1997), kiiltiirii yapilan 190 Sorghum bicolor cesidinde
taksonomik iliskiyi ve genetik farkliigi belirlemek icin RAPD markoérleri
kullanmiglardir. Kiiltiirii yapilan genotipler arasinda yiiksek oranda varyasyon
belirlenmistir. Caligmada kullanilan 82 primerden 53 tanesi 220 RAPD bandi

olusturmustur. Polimorfizm oram1 %74 olarak bulunmustur.

Nohutta genetik cesitlilikle ilgili Sonnante ve ark. (1997) ve Sant ve ark.
(1999) caligmalar yapmislardir. Her iki calismada da RAPD markorleri diisiik
genetik cesitlilik gostermislerdir. Ahmad (1999), 9 kiiltiir nohutu ile 8 tek yillik
yabani tiirii ayirt etmek amaciyla 75 primer icerisinden rastgele secilen 10 RAPD
primerinden 8 tanesinin iirettigi 115 bandi kullanmistir. Elde edilen dendogramda 4
grubun ortaya c¢iktig1 gézlenmistir. Birinci grupta C. reticulatum, C. echinospermum
ve C. arietinum, ikincisinde C. chorassanicum ve C. yamashitae, tigiinciisiinde C.

Jjudaicum, C. bijugum ve C. pinnatifidum ve dordiincii grupta da C. cuneatinum yer



12

almistir. Elde edilen sonuglar, RAPD metoduyla Cicer cinsinin filogenetik
iliskilerinin belirlenebilecegi ve bu yontemi kullanarak nohutun gelistirilmesinde

calisilabilecegini gostermistir.

Banerjee ve ark. (1999), 13 nohut genotipini kullanarak RFLP ve RAPD
markorleri ile genetik cesitlilik analizini etkili bir sekilde yapmislardir. Banerjee ve
ark. (2001), C. arietinum ve yabani tiirlerin (C. reticulatum ve C. echinospermum)
caprazlamasindan elde edilen populasyonu kullanarak nohut genom haritasinin
hazirlamasinda RAPD markérlerinin etkinliginin gézlenmesini amaclayan bir
calisma yapmiglardir. Bu yontemle denenen tiirler arasindaki genetik mesafe ortaya
cikarilmigtir. Chowdhury ve ark. (2002) ise, kiiltiir nohutu (C. arietinum) gesitleri ve
1slah hatlarinda genetik iliskileri tespit etmek amaciyla 22 RAPD ve 22 ISSR

markoriinii kullanmuslardir.

Siidiipak ve ark. (2002), Tiirkiye’deki Cicer cinsine ait tiirlerin filogenetik
iliskisini incelemek icin 50 RAPD primerinden 7 tanesinin iirettigi 95 bandi
kullanmiglardir. Bu bantlarin 92’si polimorfik sonuc vermistir. Uretilen dendogram
iki ana kola ayrilmistir. ilk kol, ¢cok yillik 4 Cicer tiiriinden (C. montbretii, C.
insicum, C. isauricum, C. anatolicum) ve diger kol ise kendi icerisinde iki kiimeden
olusmustur. i1k kiimede C. judaicum, C. bijugum ve C. pinnatifidum; ikinci kiimede
ise C. reticulatum, C. echinospermum ve C. arietinum tiirleri yer almistir. RAPD
tekniginin Cicer cinsinin taksonomisinin olusturulmasinda ve tiirler arasindaki

filogenetik iligkilerin belirlenmesinde etkili oldugunu gézlemlemislerdir.

Iruela ve ark. (2002), Cicer cinsinin 14 tiirline ait 75 genotipte filogenetik
iliskilerin tespit edilmesi icin molekiiler markorler yardimiyla analiz yapmislardir.
Calismada C. arietinum’u da kapsayan tek yillik sekiz tiir ve cok yillik alt1 tiirii
kullanmiglardir. Yirmibir RAPD primeri kullanilarak 234 polimorfik bant elde
edilmistir. Arastirma sonucunda kullanilan tiirler arasindaki filogenetik iliskiler
ortaya konmustur. C. arietinum igerisinde yabani tiirlerle karsilastirinca diisiik sevide

genetik cesitliligin oldugu tespit edilmistir.
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Javadi ve Yamaguchi (2004), cok yillik 6 tiir ve kiiltiir nohutunu kapsayan tek
yillik 5 tiirtin molekiiler varyasyonunu incelemek icin 66 RAPD primerinden 8
tanesinin iirettigi 87 bandi kullanmuslardir. Uretilen dendogramda iki ana kol
olusmustur. ilk kolda Monocicer boliimiinde yer alan tek yillik 4 Cicer tiirii (C.
reticulatum, C. echinospermum, C. arietinum ve C. bijugum), ikinci kolda ise
Chamaecicer, Polycicer ve Acanthocicer bolumlerine ait tek yillik ve ¢ok yillik
tiirlerin oldugu goriilmiistiir. Calismay1 yapan arastirmacilar, RAPD tekniginin Cicer
cinsinin taksonomisinin olusturulmasinda ve tiirler arasindaki genetik cesitlilik ve
akrabaligin belirlenmesinde etkili oldugunu bildirmislerdir. Ayrica C. arietinum

icerisinde varyasyonun dar oldugunu belirtmislerdir.

Rao ve ark. (2007) 19 Kkiiltiir nohut genotipi ve onun yabani atasi C.
reticulatum L.’in 5 genotipi arasindaki genetik iliskilerin ortaya ¢ikarilmasi amaciyla
RAPD ve ISSR markorleriyle arastirmalar yapmislardir. Toplam 29 RAPD ve 6
ISSR markérii kullanmilmigtir. Ortalama olarak RAPD yontemiyle yapilan analizlerde
her primerde 6 bant, ISSR markorleriyle olanda ise 11 bant elde edilmistir. RAPD’de
yabani aksesyonlar kiiltir nohutlariyla %77.8 oraninda polimorfik bantlar
paylasmislardir. Elde edilen dendogramda yabani tiirler ve kiiltiir formlan ayr
gruplarda toplanmislardir ve her iki grup alt gruplara ayrilmistir. Yapilan ¢alismada
C. arietinum dar bir genetik varyasyona sahip cikarken, C. reticulatum
aksesyonlarinin daha genis varyasyona sahip oldugu, bunun da nohut ¢alismalarinda

kullanilabilecegi belirtilmistir.



14

3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Cicer cinsine ait Tiirkiye’nin 7 bolgesindeki Cicer arietinum aksesyonlarindan
36 genotip, Mardin yoresinde yetisen tek yillik yabani tiir olan Cicer reticulatum
Ladiz. ve Afganistan’da yetisen tek yillik yabani tiir Cicer yamashitae Kitam.
genotipleri kullanidmistir (Cizelge 3.1). Kiiltiir nohut aksesyonlarinin, Tiirkiye’nin
biitiin cografik bolgelerinden esit alinmasina 6zen gosterilmistir. Ancak Kuzeydogu
Anadolu ve Dogu Karadeniz’e ait drnekler mevcut olmadigindan kullanilamamaistir

(Sekil 3.1)
Tohumlar Ege Tarimsal Arastirma Enstitiisii, Menemen-izmir, Cukurova
Tarimsal Arastirma Enstitiisii, Adana ve ICARDA (International Center for

Agricultural Research in the Dry Areas), Halep-Suriye’den temin edilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan Cicer tiirleri, aksesyon numaralar1 ve kaynak

yerleri

Sira

No Tiir Ad Aksesyon No | Kaynak Lokasyon
1 Cicer arietinum TR47618 Amasya

2 Cicer arietinum TR37097 Corum

3 Cicer arietinum TR51382 Kastamonu
4 Cicer arietinum TR35142 Tokat

5 Cicer arietinum TR38214 Edirne

6 Cicer arietinum TR26691 Balikesir

7 Cicer arietinum TRA43578 Sakarya

8 Cicer arietinum TR37029 Kocaeli

9 Cicer arietinum TR53755 Tekirdag
10 Cicer arietinum TR47687 Usak

11 Cicer arietinum TR47697 Kiitahya

12 Cicer arietinum TR34850 Aydin

13 Cicer arietinum TR47668 Denizli




14 Cicer arietinum TR26473 Manisa

15 Cicer arietinum TR63984 Isparta

16 Cicer arietinum TR49681 Burdur

17 Cicer arietinum Bekdemirler-1 | Osmaniye
18 Cicer arietinum TR47390 Gaziantep
19 Cicer arietinum TR49710 Antalya

20 Cicer arietinum TR42156 Hatay-Belen
21 Cicer arietinum Incirli-2 Hatay-Kirikhan
22 Cicer arietinum TR42321 Konya

23 Cicer arietinum TR49863 Karaman
24 Cicer arietinum TR47585 Ankara

25 Cicer arietinum TR47598 Kirsehir
26 Cicer arietinum TR42285 Nevsehir
27 Cicer arietinum TRA47628 Cankir

28 Cicer arietinum TR34870 Eskigehir
29 Cicer arietinum TR42274 Elazig

30 Cicer arietinum TR42204 Malatya

31 Cicer arietinum TR40259 Mus

32 Cicer arietinum TR35314 Hakkari

33 Cicer arietinum TRA47462 Adiyaman
34 Cicer arietinum TR40242 Diyarbakir
35 Cicer arietinum TR37527 Siirt

36 Cicer arietinum TR58081 Mardin

37 Cicer reticulatum TR39221 Mardin

38 Cicer yamashitae ILWC3 Afganistan

15
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Sekil 3.1. Calismada kullanilan kiiltiir nohutu tohumlarinin alindig illeri gosteren Tiirkiye haritasi
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3.2. Metot

3.2.1. DNA izolasyonunda kullanilan bitki materyalinin temini

Nohut tohumlar1 Selcuk Universitesi Ziraat Fakiiltesi’ne ait tam kontrollii
serada saksilarda cimlendirilmistir. Bitkiler belirli bir boya ulastiktan sonra (15-20
cm) DNA izolasyonu i¢in her bir nohut genotipinden 200 mg bitki numunesi geng
yapraklardan alimmistir (Sekil 3.2). Alinan numuneler s1vi azot ile muamele edilerek
muhafaza edilmek iizere -80 °C derin dondurucuya konulmustur. Burada bekletilen

bitki yapraklarindan 2XCTAB yontemi kullanilarak DNA izolasyonu yapilmistir.

Sekil 3.2. Calismada kullanilan materyale ait érnekler

3.2.2. DNA izolasyonu

Bitki materyalinden genomik DNA, 2XCTAB-DNA izolasyon metodunun
modifiye edilmesiyle ekstrakte edilmistir. Her bir DNA izolasyonu i¢in 0.20 gr taze
nohut yaprag kullanilmistir. Onceden sivi N ile dondurulup -80 °C’de bekletilen
nohut yapraklar steril havan icerisine yerlestirilmistir. Uzerine sivi N, eklenerek bir
miiddet beklendikten sonra yapraklar hizli ve etkin bir sekilde steril topuz ile ezilerek

ogiitiilmiistiir. Ogiitme sonucunda un haline getirilen bitki 6rnekleri steril 1.5 ml’lik
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eppendorf tiipler icine alinmistir. Uzerlerine 750 pl 2XCTAB / B-mercaptoethanol
cozeltisinden ilave edilmistir. Blok 1siticida, 65 °C’de her birka¢ dakikada bir
karistirilarak, 30 dk siireyle inkiibe edilmistir. Inkiibasyon islemi tamamlandiktan
sonra Orneklerin iizerine 750 pl kloroform: izoamiloalkol (24:1) ilave edilmistir.
Daha sonra ornekler oda sicakliginda 7000 devir/dakika (rpm) olarak 5 dk siireyle
santrifiije tabii tutulmustur. Santrifiijden sonra mikro-pipet yardimiyla dikkatlice iist
faz ¢ekilerek temiz bir eppendorf tiipe aktarilmustir. ilk tiiplere 300 pl
kloroform:izoamiloalkol (24:1) ilave edilerek 15000 devir/dakika’da 5 dk siireyle
tekrar santrifiij edilmistir. Santrifiij islemi tamamlandiktan sonra tiiplerin iist
kisminda olusan sivi faz daha onceden alinan sivi faza eklenmistir. Yeni santrifiij
tiiplerindeki Orneklerin iizerlerine alinan iist fazin yaklasik 3/5°i kati miktarinda
izoamilalkol ilave edilmistir (Genellikle 600 pl i¢in 360 pl izoamiloalkol ilave
edilir). Ornekler sarsilmadan dikkatlice her iki faz birbirine karistirlmistir. Bu
asamada tel tel iplikcik halinde ve beyaz renkli bir kiitle toplanmasi goézlenmistir.
Ornekler oda sicakliginda 15000 devir/dakika’da 5 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij
sonrasi tiiplerin iist kismindaki sivi faz pellet diisiiriillmeden dikkatlice dokiilmiistiir.
Diplerinde DNA pelletleri bulunan tiiplere 1 ml %70’lik etanol ilave edilmistir.
Etanol ilave edilen 6rnekler 5 dk siireyle 15000 devir/dakika’da santrifiij edilmistir.
Santrifiijiin ardindan ethanol ile yikanmis peletlerin digmemesine dikkat edilerek tiip
icindeki etanol tamamen dokiilmiistiir. Kurumaya birakilan peletlerin iizerine daha
sonra 100 pl TE (Tris- EDTA Buffer, pH 8.0) ilave edilmis ve DNA’nin ¢éziinmesi
saglanmistir. Elde edilen DNA ormekleri RAPD-PCR calismalarinda kullanilmak

tizere -20 °C derin dondurucuda saklanmustir.

3.2.3. DNA miktar ve kalitesinin spektral yontemle tayini

DNA ornekleri 5 ml kuvartz kiivetler kullanilarak 260 ve 280 nm dalga
boylarinda Eppendorf marka (Biophotometer) spektrofotometrede cift tekrarl

okunmustur. DNA miktarlari;



19

DNA (ug/ml) = 260 nm’deki OD (Absorbans degeri) x sulandirma orant x 50
formiililne gore hesaplanmistir. DNA saflifi Ajg0/Asgo oran1 hesaplanarak tespit

edilmistir.

Calismada 100 pl steril TE tampon c¢ozeltisinde c¢ozillen DNA’larin
konsantrasyonlar1 spektrofotometre ile 260 ve 280 nm dalga boylarinda
(OD260/ODsgp) okunmus ve konsantrasyonlar steril saf su ile 20 ng/pl olacak sekilde
esitlenmistir. Bu Orneklerden esit miktarlarda %1’lik agaroz jelinde (1XTBE

tamponunda) yiiriitiilerek konsantrasyonlarinin esitligi gozle de gozlenmis ve

DNA’larin parcalanmamis oldugu belirlenmistir.

3.2.4. PCR uygulamalari

3.2.4.1. RAPD-PCR amplifikasyon kosullari

Caligilan standart PCR karisimi 25 pl olacak sekilde hazirlanmistir. (Cizelge 3.2.)

Cizelge 3.2. PCR karisimu bilesenleri ve miktarlar

Reaksiyon karisim 25 pl Reaksiyon Ortaminda Bulunan Miktar
DNA miktar1 (20 ng/ul) 5.0ul

10x Taq DNA polimeraz 2.5 ul

tampon ¢ozeltisi (Bioron)

25 mM MgCl, (Bioron) 2.7 ul

Her birinden 25 mM olacak sekilde 0.4 ul

dNTPler (Lavron)

Primer (50 pmol/ul) 0.5 ul

5 iinite/ul Tag DNA polimeraz (Bioron) 0.3l

ddH,O (PCR hassasiyetinde su) 13.6 pl
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3.2.4.2. PCR kosullar1

PCR dongiisii ve siiresinin optimize edilmesi amaci ile Siidiipak ve ark.

(2002)’nin kullandig1 asagidaki dongii parametreleri degistirilerek kullanilmigtir;

* 94 -C ----5 dk 6n 1s1tma

94 +C -1 dk
¢32:C 1 dk x 46 dongii
72 :C -2 dk
«72+C 10 dk

* 4 °C ----bekleme sicaklig1

Buna gore 6n 1sitma esnasinda PCR bloguna yerlestirilen 6rneklerde; 94 °C ---
1 dk, 32 °C ---1 dk ve 72 °C ---2 dk seklinde 46 dongiiyle islem tamamlanmigtir.
Kirkalti dongii sonunda 72 °C ---10 dk bekletilerek amplifikasyon iiriinlerinin
sentezini tamamlamasi saglanmigtir. Cihazdaki islemin bitiminden sonra bekleme
sicaklign olarak da 4 °C alinmistir. Denenen bu parametreler sonucunda uygun
amplifikasyon {iriinleri elde edilmis olup, daha sonraki caligsmalarda bu kosullar

kullanilmustir.

3.2.4.3. Primer secimi ve konsantrasyonu

Oligoniikleotidler, primer sentezi yapan ticari kuruluslardan temin
edilebilmektedir. Tasarim yapilirken oligo dizinindeki GC oraninin belli bir
seviyenin altina diismemesine dikkat edilir. Sonucu olumsuz etkileyici, istenmeyen
olusumlar1 en aza indirgemek icin Onem verilmesi gereken bazi noktalar vardir.
Bunlar; primerlerin polipiirin, polipirimidin ya da tekrarli bolgeler igermemesi,
primer ciftlerinin 3' u¢larinin birbirine yada primer icindeki bir bolgeye tamamlayici

olmamasidir.

Bu calismada hedeflenen PCR amplifikasyon bolgeleri RAPD’ler igin

genomda yerleri bilinmeyen rastgele dizilerden olusmaktadir. Calismamizda denenen
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¢cok sayida primerden olumlu sonu¢ veren 28 adet RAPD primeri (Cizelge 3.3)

kullanilmigtir. Bu primerlerden her bir reaksiyonda toplam 50 pmol/pl kullanilmastir.

Primerlerin Ts (Annealing temperature=yapisma sicakligl) sicakliklarinin
optimizasyonu Eppendorf Mastercycle Gradient marka PCR cihazi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Burada Ty, sicakliginin -5 ve +5 °C araliklar1 denenerek en ideal

yapisma sicakliklar tespit edilmistir.
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Cizelge 3.3. RAPD analizlerinde kullanilan primerler, baz dizilisleri, GC (%)
oranlari ve T, 1s1lar1 (°C)

Primer % GC
fmi Primer Dizini (5°—3") Oranlart T4 (°C)
1 CRAPDI1 | 5-GAAACGGGTG -3’ 60 32
2 CRAPD2 | 5-GTGACGTAGG -3’ 60 32
3 CRAPD4 | 5'-CAAACGTGGG -3’ 60 31
4 CRAPDG6 | 5°-CCGACAAACC -3 60 31
5 CRAPD7 | 5-GTGCGAGCAA -3’ 60 32
6 CRAPDS | 5-GGGAACGTGT -3’ 60 32
7 CRAPDY | 5°-CCTGGGTTCC -3’ 70 33
8 | CRAPDI0 | 5°-CCTGGGCCTA -3’ 70 33
9 | CRAPDI11 | 5'-CCCGCCTTCA -3’ 70 34
10 | CRAPDI2 | 5'-CCGGCCTTAG -3’ 70 34
11 | CRAPD14 | 5-CCGGGGAAAA -3’ 60 32
12 | CRAPDI15 | 5’-TTACCCCGGC -3’ 70 33
13 | CRAPDI6 | 5’-AAGCCTCGTC -3’ 60 31
14 | CRAPD17 | 5’-GAAACGGGTG -3’ 60 31
15 | CRAPD18 | 5-CAGGCCCTTC -3’ 70 33
16 | CRAPD20 | 5°-TTCCGAACCC -3’ 60 31
17 | RAPDL2 | 5°-GTTTCGCTCC -3’ 60 31
18 | RAPDL3 | 5’-GTAGACCCGT -3’ 60 31
19 | RAPDL4 | 5’-AAGAGCCCGT -3’ 60 32
20 | RAPDL5 | 5°-AACGCGCAAC -3’ 60 33
21 | RAPDB2 | 5°-TGCGCCCTTC -3’ 70 34
22 | RAPDB3 | 5’-GATGACCGCC -3’ 70 34
23 | RAPDB4 | 5’-CTCACCGTCC -3’ 70 34
24 | RAPDBS5 | 5’-GACGGATCAG -3’ 60 32
25 | RAPDB6 | 5°-CCGATATCCC -3’ 60 32
26 | RAPDB7 | 5°-TTGGTACCCC -3’ 60 32
27 | RAPDB8 | 5°-ACGGTACCCC -3’ 60 32
28 | RAPDBIS8 | 5’-GAGTCAGCAG -3’ 60 32
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3.2.4.4. Agaroz jel elektroforez

DNA ekstraksiyonu sonucu izole edilen genomik DNA’lar i¢in %1 ve RAPD
bantlarin1 ayirmak iginse %2’lik agaroz jeller hazirlanmistir. Genomik DNA yada
RAPD-PCR amplifikasyonu sonrasinda elde edilen DNA parcalar, agaroz jel
elektroforezde 3-5 saat siire ile 60 V’da yiiriitiilmiistiir. Calismada yiiriitiicii tampon

cozeltisi olarak ise TBE tamponu kullanilmistir.

3.2.4.5. %2’lik agaroz jelin hazirlanmasi ve dokiilmesi

PCR iglemlerinin bitmesinden sonra RAPD yontemleriyle c¢ogaltilan DNA
orneklerinin elektroforetik ayirimi i¢in agaroz jel (Serva Inc.) kullanilmistir. PCR

tiriinleri %2’lik agaroz jelde yiuiriitiilmiistiir.

Jel hazirlanirken agaroz, erlende 1X yogunluktaki TBE tampon ¢ozeltisi iginde
yiiksek sicaklikta (300-350 °C) bir mikrodalga firin i¢inde 2-3 dk kaynatilarak
eritilmigtir. Kaynama esnasinda yaklasik 10-20 sn’de bir ¢ozeltiyi hafifce sallamak

suretiyle seffaf bir goriiniim kazanincaya kadar karigtinlmistir

Sogumaya birakilan jel beklenirken, jelin dokiilecegi tepsiye DNA 6rneklerinin
yiiklenecegi yuvalarin olusmasi icin ¢ok digli (40 disli) bir tarak yerlestirilmistir.
Daha sonra sogumakta olan jelin i¢ine olusan bantlarin goriintiilleme cihazinda UV
1s1ginda goriintiilenebilmeleri icin DNA’ya baglanma 6zelligine sahip olan etidyum
bromidten yaklasik 10 pg/ml olacak sekilde jele ilave edilmistir. Sogutulan eriyik jel,
kalibinda ve taraklarin bulundugu bolgelerde hava kabarcigi olusmamasina dikkat
edilerek tepsiye dokiilmiistiir. Jelin donmasinin ardindan taraklar dikkatli bir sekilde
cikarildiktan sonra jel kaseti, jel ile birlikte elektroforez tankimin igine
yerlestirilmistir. Daha sonra hazirlanan 1XTBE elektrolit c¢ozeltisinden jelin {iist

kisminm kapatacak kadar elektroforez tankina dokiilmiistiir.
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3.2.4.6. PCR iiriinlerinin jele yiiklenmesi

PCR cihaz ile ¢ogaltilan DNA orneklerinin jelde yiiriitiilebilmesi, takibi ve
elektrolit ¢ozeltisi ile karigmasinin 6nlenmesi amaciyla yiikleme boyasi (Loading
Dye) ad1 verilen yiikleme ¢ozeltisi hazirlanmistir. Yiikleme c¢ozeltisi hazirlamada
%25’lik Bromofenol mavisi, %25’lik Ksilen siyanol ve %30’luk gliserol
kullanilmistir. Elektroforez uygulanacak olan icinde 25 pl amplifikasyon iiriini
bulunan her bir PCR tiipiine 4l 6X yiikleme boyas1 ¢ozeltisi konularak mikro pipet
ucu yardimiyla karistirlmistir. Daha sonra, her tiipten 15 pl karisim almarak jelde
hazir bulunan kuyucuklara yiliklenmistir. Yiikleme yapilirken, her bir tiipteki PCR

iirtiniintin birbirine karismamasina dikkat edilmistir.

3.2.4.7. PCR iiriinlerinin jelde yiiriitiillmesi

Jel kuyucuklarmna yiiklenen PCR iriinleri elektrik akimi olan ortamda
birbirlerinden ayrilmasi i¢in yatay elektroforez cihazinda 60 voltta 3-5 saat ara sira
kontrol edilip goriintiileri alinarak yiriitiilmiistiir. Kontroliin sebebi jelin bitis

noktasina kadar PCR iiriinlerinin yiiriimesini engellemektir.

3.2.4.8. Goriintilleme ve RAPD bantlarimin elde edilmesi

Elektoroforez diizeneginde PCR iiriinlerinin elektrik akimi ile agaroz jel
tizerinde yiiriitiilmesiyle olusan RAPD bantlarina iliskin fotograflar, Vilbert-Lourmat
marka jel dokiimantasyon sisteminde transiliiminatér yardimi ile 254 nm dalga

boyundaki UV 15181 altinda elde edilmistir ve veriler elektronik ortamda saklanmustir.
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3.2.4.9. istatistiksel analizler

RAPD uygulamalarindan tekrarli olarak elde edilen bantlar her bir jelde, 1 ve O
olarak kayit edilmis olup, ‘1’ bantin varhigim ‘0’ ise bantin yoklugunu
gostermektedir. Sayisal Taksonomi ve Cok Degiskenli Analiz Sistemi (Numerical
Taxonomy and Multivariate Analysis System) olan NTSYS-pc 2.0 genetik analiz
programinda bireyler arasindaki genotipik yakinligi gosteren dendogram ve Temel
Koordinatlar Analizi olarak da bilinen ‘Principal Coordinate Analysis’ (PCoA)
sonuclart elde edilmistir. Ayrica aym program yardimiyla farkli katsayilarin
kullanilmast ile (Jaccard katsayisina karst Simple Matching katsayisi) elde edilen
genetik iligkiler arasinda farklilik olup olmadigi da Mantel testi ile belirlenmistir

(Rohlf, 2002).
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

4.1. DNA izolasyonu

Calismada kullanilan bitki materyalinin taze ve gen¢ yapraklarindan alinan
orneklerden 2XCTAB yontemi kullanilarak DNA izolasyonlar gerceklestirilmistir.
Laboratuvarimizda daha Once yabani ve Kkiiltiir nohutlan ile yapilan calismada
(Saracoglu, 2007) 2XCTAB yonteminin nohutlarin DNA izolasyonunda basarili

sonug verdigi bildirilmistir.

C. arietinum’un Tirkiye'nin farkli cografik bolgelerine ait 36 genotipi ve
kiiltiir nohutunun en yakin akrabasi olan C. reticulatum ile dis grup gorevi goren C.
yamashitae yabani tiirlerinin 2 aksesyonuna ait, toplamda 38 bireyden basarili olarak
DNA izolasyonlar1 yapilmistir. Elde edilen DNA’lar %1’lik agaroz jel
elektroforezinde yiiriitillerek DNA’nin hassas yontem olan RAPD i¢in uygun oldugu
belirlenmistir. Sekil 4.1’de calismamizda kullandigimiz 6rneklerin DNA goriintiileri

verilmistir.

| 2 3 4.5 6 7 8 0 10 11 1213 14 15 16 17 18 19 20 2122 23 24 2526 27 28 29 30 31 32 33 34 3536 37 38
e bt b b R A RShiet 1 L LR ied R R

Sekil 4.1. Calismada kullanilan 6rneklerin DNA jel goriintiileri

Niikleotidlerin heterosiklik halkalar1 260 nm dalga boyunda azami absorbsiyon
ozelligi gostermelerinden dolayr 260 nm’de Olgiilen absorbsiyon degerleri (Ajep)

oldukca saf elde edilen niikleik asitlerin miktar tayininde kullanilmistir.

Aygo’daki degerler DNA ve RNA’y1 birbirinden ayirt etmeye yetmez. Ancak

izolasyon asamasinda RNaz uygulanarak toplam niikleik asitler i¢inde yer alan
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RNA’larin parcalanmasi saglanmistir. Orneklere karisan protein miktarmin ise belli
sinirlarda tutulmasi, Orneklerin saflastirma sonrasinda kullanilacaklart hassas
uygulamalarda (6rnegin; restriksiyon enzim kesimlerinde) sorun yasanmamasini
saglamaktadir. Bu nedenle 260 ve 280 nm dalga boylarinda okunan degerler
arasindaki oran niikleik asitlerin safligi hakkinda bilgi vermektedir. Ajgy degeri
ortamda bulunan protein molekiillerinin yogunlugu hakkinda bilgi vermektedir.
Saflastirilmis DNA’da Ajeo/Azgo orani ideal olarak 1.8-2.0 civarinda olmalidir.
Bununla birlikte saflagtirilan DNA’nin Ajg0/Azg0 orant 1.2 seviyesine diisene kadar

cesitli uygulamalarda sorunsuzca kullanilabilmektedir.

Calismamizda Eppendorf marka biyofotometre ile elde edilen Ajgy, Azgo ve
Aseo/Azg0 ve DNA konsantrasyon degerleri cizelge 4.1°de verilmistir. Buna gore,
TR42274 aksesyon numarasina sahip Cicer arietinum aksesyonu 1.82’lik degerle en
yiiksek Azgo/Asgo oranina sahip olmustur. Orneklerden sadece 1 tanesi 1.80 degerinin
tizerinde, 1.50 ve 1.80 arasinda 15 ornek, 1.50 degerinin altinda 22 &rnek tespit
edilmistir. TR43578 ve TR35314 aksesyon numarali C. arietinum ornekleri 1.25’lik
degerlerle en diisik orana sahip olmustur. Tiim Orneklerin kullanildigi PCR
uygulamalarinda DNA safli§i veya konsantrasyonu ile ilgili herhangi bir sorunla

karsilasilmamustir.
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Cizelge 4.1. Calismada kullanilan bitkilerin tiirleri, aksesyon numaralar1 ve DNA

saflik degerleri
Sira DNA
No Tiir Ad1 Aksesyon No Ao Aago Aae01280 Kons.
1 Cicer arietinum TR42274 0.180 0.102 1.75 350.4
2 Cicer arietinum TR37097 0.185 0.118 1.57 462.8
3 Cicer arietinum TR51382 0.457 0.312 1.47 1143.6
4 Cicer arietinum TR35142 0.283 0.194 1.46 706.3
5 Cicer arietinum TR38214 0.440 0.331 1.33 1101.3
6 Cicer arietinum TR26691 0.551 0.438 1.32 1378.1
7 Cicer arietinum TR43578 0.444 0.291 1.25 1110.6
8 Cicer arietinum TR37029 1.033 0.658 1.57 2583.1
9 Cicer arietinum TR53755 0.338 0.210 1.61 845.5
10 Cicer arietinum TR47687 0.285 0.190 1.50 712.1
11 Cicer arietinum TR47697 0.625 0.505 1.31 1562.3
12 Cicer arietinum TR34850 0.288 0.182 1.58 719.7
13 Cicer arietinum TR47668 0.352 0.196 1.29 630.7
14 Cicer arietinum TR26473 0.675 0.415 1.63 1688
15 Cicer arietinum TR63984 1.348 1.058 1.32 3270.8
16 Cicer arietinum TR49681 0.491 0.394 1.34 1228.5
17 Cicer arietinum TR-287 0.714 0.476 1.50 1785.6
18 Cicer arietinum TR47390 0.090 0.054 1.65 392.7
19 Cicer arietinum TR49710 0.286 0.206 1.39 716.2
20 Cicer arietinum TR42156 0.529 0.402 1.34 1323.4
21 Cicer arietinum TR42156 0.605 0.396 1.53 1511.4
22 Cicer arietinum TR42321 0.899 0.770 1.17 2246.5
23 Cicer arietinum TR49863 0.299 0.229 1.30 747.6
24 Cicer arietinum TR47585 0.447 0.320 1.40 1118
25 Cicer arietinum TR47598 0.219 0.157 1.37 5322
26 Cicer arietinum TR42285 0.944 0.678 1.39 2359
27 Cicer arietinum TR47628 1.177 0.670 1.76 2942.1
28 Cicer arietinum TR34870 0.352 0.239 1.47 879.1
29 Cicer arietinum TR42274 0.250 0.138 1.82 410.2
30 Cicer arietinum TR42204 0.930 0.802 1.36 2326.2
31 Cicer arietinum TR40259 0.241 0.153 1.58 603.9
32 Cicer arietinum TR35314 0.244 0.160 1.25 609.4
33 Cicer arietinum TR47462 0.437 0.339 1.35 1093.1
34 Cicer arietinum TR40242 0.155 0.086 1.80 256
35 Cicer arietinum TR37527 0.334 0.210 1.59 835.5
36 Cicer arietinum TR58081 1.427 | 0.837 1.70 3568.2
37 Cicer reticulatum TR39221 0.330 0.214 1.54 857
38 Cicer yamashitae ILWC3 0.67 0.52 1.31 590
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4.2. PCR kosullar ve reaksiyonlar

Uygulanan PCR Rao ve ark., (2007) nin bildirdigi kosullara gore degistirilerek
optimize edilmistir. Ince ¢eperli 0.2 ml’lik PCR tiiplerine DNA izolasyonu
sonucunda elde edilen her biri 20 ng/ul olacak sekilde seyreltilen DNA
orneklerinden 5 pl ilave edilmistir. PCR reaksiyonunda kullanilan molekiiler
hassasiyette kimyasallar ve miktarlar1 Cizelge 3.2’de verilmistir. RAPD
uygulamalarinin  hassas yoOntemler olmalart ve oOzellikle RAPD’in kullanilan
kimyasal, DNA ve enzim ile primer iceriklerinden son derece etkilenen bir markor
olmasi dolayisiyla tiim PCR uygulamalart ayn1 kimyasallarin esit oranlarda kullanimi
ile gerceklestirilmistir. Uygulamalarda her zaman aym1 PCR cihaz1 kullanilmistir.
Sadece amplifikasyon sicaklik ve siireleri kullanilan primerlerin baz icerigine baglh

olarak her PCR i¢in ayr ayr optimize edilmistir.

4.3. RAPD analizleri

Calismada denenen 10 merli 40 RAPD primerinden 28 adedi Cicer
genotiplerinde skorlanabilir tutarli bant tiretmistir. Calismada kullanilan 28 RAPD
primeri 38 Ornekte toplam 330 bant iiretimini gerceklestirmistir (Cizelge 4.2).
Uretilen bantlarin polimorfizm oranlar1 yiiksek olup, yaklasik %93.3’tiir. CRAPD]
primeri 24 bantla en fazla bant iireten primer olurken, CRAPD14 primeri 1 bantla en
az bant iireten primer olmustur. RAPDB?2 primeri ise 7 adet ile en fazla monomorfik

bant iiretmistir.



Cizelge 4.2. RAPD amplifikasyonlar1 sonucu olugan bantlar ve polimorfizm oranlari.
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Primer Toplam Tiim Aksesyonlar C. yamashitae Haric C. yamashitae ve C. reticulatum Harig
Ismi Bant Sayis1 | Polimorfik B.S.* | P.0.7 (%) | Polimorfik B.S.* P.0.% (%) Polimorfik B.S.* P. 0.} (%)

1 CRAPDI 24 24 100 19 79.1 18 75
2 CRAPD2 10 10 100 7 70 7 70
3 CRAPD4 17 15 88.2 13 76.4 11 64.7
4 CRAPD6 12 12 100 12 100 12 100
5 CRAPD7 12 8 75 5 41.6 4 33.3
6 CRAPDS 7 7 100 3 42.8 3 42.8
7 CRAPDY 20 20 100 18 90 17 85
8 CRAPDI0 10 10 100 10 100 10 100
9 CRAPDI1 18 18 100 17 944 17 94.4
10 CRAPDI2 5 5 100 4 80 4 80
11 CRAPDI14 1 1 100 0 0 0 0
12 CRAPDI5 2 1 50 1 50 1 50
13 CRAPDI6 5 5 100 5 100 5 100
14 CRAPD17 8 8 100 7 87.5 6 75
15 CRAPDIS 10 5 50 4 40 4 40
16 CRAPD20 7 7 100 4 57.1 4 57.1
17 RAPDL2 6 6 100 6 100 6 100
18 RAPDL3 6 5 83.3 5 83.3 5 83.3
19 RAPDLA4 12 11 91.6 7 58.3 5 41.6
20 RAPDLS 13 13 100 13 100 12 92.3
21 RAPDB2 14 7 50 5 35.7 5 35.7
22 RAPDB3 11 11 100 6 54.5 6 54.5
23 RAPDB4 14 12 85.7 7 50 6 42.8
24 RAPDBS5 20 19 95 19 95 19 95
25 RAPDB6 17 16 94.1 11 64.7 10 58.8
26 RAPDB7 14 14 100 14 100 12 85.7
27 RAPDBS 17 17 100 17 100 16 94.1
28 RAPDBI8 18 18 100 18 100 14 71.7

Toplam 330 308 93.3 257 77.8 239 74.2

*: Polimorfik Bant Sayis1

§: Polimorfizm Oram
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Asagida, calismada kullanilan RAPD primerlerinden elde edilen bant
goriintiileriyle ilgili bazi1 6rnekler verilmistir.

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38

SEEEEE=E - - SSw> E&-

Sekil 4.2. CRAPDI primerinin Cicer aksesyonlarinda olusturdugu bantlar

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 2526 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38

Sekil 4.3. CRAPD?7 primerinin Cicer aksesyonlarinda olusturdugu bantlar

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 2526 27 28 29 30 31 32 33 34 3536 37 38

Sekil 4.4. CRAPDS primerinin Cicer aksesyonlarinda olusturdugu bantlar

8§ 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 2526 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38

Sekil 4.5. CRAPDI0 primerinin Cicer aksesyonlarinda olusturdugu bantlar
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11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 2526 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 2526 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38

Sekil 4.7. CRAPD20 primerinin Cicer aksesyonlarinda olusturdugu bantlar

8§ 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 2526 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38

Sekil 4.8. RAPDL3 primerinin Cicer aksesyonlarinda olusturdugu bantlar

8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 2526 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38

Sekil 4.9. RAPDIA4 primerinin Cicer aksesyonlarinda olusturdugu bantlar

3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38

SRE oo Ty iad Y
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L A B & B B 1 & ¥ 1 0 B & 7 B 0 & 0 B 0 B 2 0 0 0 B B B 2 1 B B B B 0 J

Sekil 4.10. RAPDB?2 primerinin Cicer aksesyonlarinda olusturdugu bantlar
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8 9 10 11 12 13 14 15 1617 18 19 20 21 22 23 24 2526 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38

Sekil 4.11. RAPDB3 primerinin Cicer aksesyonlarinda olusturdugu bantlar

8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 20 21 22 23 24 2526 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38
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Sekil 4.13. RAPDB6 primerinin Cicer aksesyonlarinda olusturdugu bantlar
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4.4. RAPD verilerinin kiimeleme analizi

Skorlanan bantlardan NTYSC-pc 2.0 istatistik programi ile genetik benzerlik ve
uzaklik matrisi olusturularak kiimeleme analizi ile genetik iliski dendogrami elde
edilmistir (Sekil 4.14). Jaccard benzerlik katsayisi ile olusturulan dendograma gore
C. arietinum aksesyonlarmin kendi aralarinda ve diger iki yabani tiir arasinda
benzerlik 0.37 ile 0.93 arasinda degismistir. Dendograma gore Cicer tiirlerinde genel
olarak iki ana kol olugmustur. Bunlardan ilki tek bir genotiple temsil edilen ve
calisgmada dis grup olarak kullanilan C. yamashitae 6rneginin olusturmus oldugu
koldur. Beklendigi iizere C. yamashitae kiimeleme analizinde diger tiim orneklere
uzak bir akrabalik sergilemistir. Bu 6rnegin benzerlik katsayisi 0.37 olmustur. Bu
beklenen sonug, C. yamashitae aksesyonunun C. reticulatum ve diger tim C.
arietinum Orneklerinden uzakta yer almasi, gerek daha O©nce grubumuzca
gerceklestirilmis Cicer cinsine ait filogenetik calismalarla (Saracoglu, 2007), gerekse
litaratiirdeki benzer molekiiler markor teknikleriyle yapilmig olan ¢alismalarla (Shan
ve ark. 2005; Sethy ve ark., 2006) uyumludur. ikinci kol ise iki ana dala ayrilmistir.
Bu gruplardan birinde C. reticulatum yer alirken diger grupta kiiltiir nohutu, C.
arietinum aksesyonlart bulunmustur. Calismada yine dis grup olarak kullanilmig
olan, yakin akraba tiir, C. reticulatum 6rnegi C. arietinum genotiplerine olan yaklagik
0.58 benzerlik katsayis1 ile (Sekil 4.14) beklendigi iizere kiiltiir formlarinin
tamaminin disinda, ancak C. yamashitae 6rnegine kiyasla ¢ok daha yakin bir genetik
mesafede yer almistir. Bu haliyle literatiirdeki benzer ¢aligmalar ile tamamen uyum
icindedir (Saracoglu, 2007; Sethy ve ark., 2006; Shan ve ark., 2005; Sudupak ve ark.,
2004; Sudupak, 2004; Sudupak ve ark., 2002).

Calismamizda Tiirkiye’de yetistirilen C. arietinum’un 36 aksesyonu, C.
reticulatum ve C. yamashitae’nin birer aksesyonlarinin RAPD analizi yapilarak elde
edilen dendogram sonucu, daha Once Cicer cinsi filogenetigi iizerine yapilan
caprazlama ve izozim (Ladizinsky ve Adler, 1976a; Ahmad ve ark., 1992; Tayyar ve
Waines, 1996; Sudupak ve Kence, 2004), RAPD (Sudupak ve ark., 2002; Javadi ve
Yamaguchi, 2004; Iruela ve ark., 2002), AFLP ( Sudupak ve ark., 2004; Nguyen ve
ark., 2004; Shan ve ark., 2005) ve ISSR (Sudupak, 2004) tabanl c¢alismalarla
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uyumlu bulunmustur. Bizim calismamizda C. reticulatum, C. yamashitae’ye gore
kiiltiir nohutu C. arietinum’a belirgin bir sekilde (benzerlik katsayisi yaklagik 0.58)
yakin tiir oldugu goriilmiisiir. Ayrica Sethy ve ark. (2006)’nmin mikrosatelitlerle
yaptiklar1 calisma da C. reticulatum’un C. arietinum’a en yakin tiir oldugunu

desteklemistir.

C. yamashitae tiiri Ahmad (1999)’in calismasi haricinde daha sonra Cicer
cinsi ile yapilan calismalarin tiimiinde calismamizdaki sonuca benzer niteliktedir. Bu
tiir dis grupta yer alarak tiim tiir ve aksesyonlardan uzak bir akrabalik sergilemistir.
Bu da bu tiir ile kiiltir nohutunun 1slah programlarinda beraber kullanilabilme
olanagim zayiflatmaktadir. Zaten C. reticulatum ve C. echinospermum digindaki
tiirlerin kiiltiir nohutlari ile dogrudan melezlenmeleri yapilamamaktadir (Ladizinsky

ve Adler 1976a, b; Singh ve Ocampo 1993, 1997).

RAPD analizi sonucunda elde edilen dendogram sonuglart Anadolu orijinli
kiiltiir nohutlan arasinda, (genetik havuzu bir¢ok nedenlerden dolay1 daralmis olan
bu bitkinin) belli sinirlar i¢inde bir genetik varyasyonu barindirdigi goriilmiistiir. C.
arietinum Orneklerinin kendi iginde yaklasik 0.62 ile 0.93 arasinda benzerlik
katsayilart ile birbirlerinden ayrildiklar1 goriilmiistiir (Sekil 4.14). Bu aksesyonlar
genetik yakinliklarina gore alt gruplar meydana getirmislerdir. Siidiipak ve ark.
(2002)’'min, RAPD teknigini kullanarak yaptiklar1 caligmada Anadolu kokenli C.
arietinum Orneklerini analize tabii tuttuunda Aydin92, Diyar95 ve Eser87
aksesyonlarinin birbirinden ayrilamadigin1 gézlemlemislerdir. Bizim caligmamizda
kullanilmis olan toplam 36 genotipten benzer bir sonu¢ sadece TR47618 aksesyon
numarali Amasya Ornegi ile TR37097 aksesyon numarali Corum 6rnegi arasinda
goriilmils ve diger aksesyonlarin {irettikleri RAPD bantlar1 ile birbirlerinden
tamamen ayrnldiklarn goriilmiistiir. Bu calismada Anadolu’nun farkli sehir ve
bolgelerinden toplanan numuneler arasinda genetik varyasyona dayali olarak gen
kaynag1 niteliginde kullanilabilecek C. arietinum aksesyonlarimin  varligi

gosterilmistir.
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Cicer cinsine ait yapilan calismalarda tek yillik C. reticulatum tiiriiniin, kiiltiiri
yapilan C. arietinum tiiriiniin yabani atast oldugu savi bu calismamizda da
desteklemistir. Son yapilan bir ¢calismada Rao ve ark. (2007), RAPD ve ISSR markor
tekniklerini kullanarak Hindistan’a ait kiiltiir nohut aksesyonlan ile C. reticulatum
tiirleri arasinda yakin bir genetik iliski oldugunu bildirmislerdir. Buradan da bu iki
tiir arasinda uygun genotip secimleri ile C. reticulatum’un caprazlama icin en uygun
aday oldugunu ifade etmislerdir. Calismada kullandigimiz tek C. reticulatum
aksesyonu, Diyarbakir kdkenli TR40242 numarali C. arietinum’a genetik olarak en
yakin ¢ikmistir. Bu da nohutun anavataninin Tiirkiye’'nin gilineydogusu oldugu
goriisiinii desteklemektedir. Ciinkii kullanilan Anadolu orjinli farkli bolgelere ait
aksesyonlardan Giineydogu’ya ait bir aksesyonun C. reticulatum’a en yakin olmasi
dikkat cekicidir. Fakiiltemizde daha 6nce yapilan benzer bir calismada da, Saracoglu
(2007), bizim de c¢alismamizda kullandigimiz TR40242 nolu C. arietinum
aksesyonunun C. reticulatum tiriine en yakin aksesyon oldugunu bildirmistir.
Kullanilan kiiltiir nohutu aksesyonlar1 agirlikli olarak 0.8 civarinda Jaccard benzerlik
katsayisina sahip ¢ikarken bazi genotiplerde bu oranin 0.65’in altina diismiis olmasi,
bitkinin kighk-yazlik doniisiimii gibi ciddi darbogazlardan gegerek Kkiiltiir
formlarindaki varyasyon daralmasina karsi, tiir i¢i varyasyondan hala belli ol¢iilerde
yararlanilabilecegini gostermesi agisindan 6nemlidir. Tabii esas gen kaynagi yabani
formlarda bulunmaktadir. Ne var ki yabani formlarla melezlemelerde yasanan
sikintilar dolayisiyla bu tiirlerin tamamindan yararlanmanin ¢ok kolay olmadigi
anlasilmaktadir. Bu da kiiltiir formlarinin tiim potansiyelinin kullanimini1 énemli hale

getirmektedir.

Bu c¢alismada, miimkiin oldugu ol¢iide Anadolu’nun farkli bolgelerine ait
aksesyonlara yer verilmistir. Aksesyonlarin cografik dagilimlar dikkate alimarak
dendogram incelendiginde ayni bolgeye ait bir¢ok aksesyonun kiimelesme
gostermesiyle beraber kimi aksesyonlarin bu kurala uymadigi goriilmiistiir. Bunun
sebebi, calismada kullanilan bircok genotipin zaten genetik havuzu dar olan bu
bitkinin ortak veya benzer ebeveynlerden kdken almasi olabilir. Bu durumda bélgeler
her ne kadar cografik olarak iklim ve tabiat 6zellikleri agisindan farkliliklara sahip

olsa da genetik materyal degisiminin kesintiye ugramadigimi gostermektedir. Bu
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durum, yani cografik bolgeler bazinda net bir kiimelemenin bulunmamasi, Iruela ve
ark. (2002)’nin ¢ok daha genis bir Olcekte ele aldiklar1 analizlerinde de benzer
bulunmustur. Cicer cinsinin filogenetik analizi ve kiiltiir nohutlarinin RAPD ve ISSR
analizleri sonucu tiirler arasinda varyasyonlar1 ortaya ¢cikarmislardir. Cografik koken
iliskileri yoniinden tiirler aras1 varyasyon dagilimlar1 gosterilmis ve C. reticulatum ile
C. arietinum’un en yakin tiirler olduklarim belirtmislerdir. Kiiltiir nohutu i¢in grup
analizinde Desi ve Kabuli tiplerinin ayrildigi tespit edilmis ancak gruplar ve
aksesyonlarin cografik kokenleri ile ilgili acik bir iligki ortaya cikarilamamistir. C.
arietinum’da, yabani tiirler ile karsilastirilinca, diisiik seviyede tiir ici genetik
cesitliligin oldugu ortaya konmustur. Iruela ve ark. (2002)’min calismasinda,
Tiirkiye’den Orta Asya’ya, Hindistan’dan Iran’a, Macaristan’dan Ispanya’ya,
Afganistan’dan Meksika’ya kadar uzanan cografyadan temin ettikleri kiiltiir formu
aksesyonlar1 arasinda da cografik izolasyonun sinirli kaldigimi gostermislerdir. Bu
yoniiyle, global olcekteki C. arietinum gen havuzu yapisinin, tez calismamizda
kullanilan aksesyonlarla, mikro Olcekte Anadolu gen havuzunda tekrarlandigi
goriilmektedir. Bu anlamhidir, ciinkii sadece ¢ok farkli cografik yapiy1
barindirmasiyla degil, Anadolu aym1 zamanda nohutun en yakin yabani formlarimi da
¢ok dar bir aralikta (Mardin civarlar1) bulundurmasiyla, nohutun kiiltiire alindig1 ve

diinyaya dagildigi bir merkez niteligindedir.



—
|“_|:

-— ——
—_—— e
—
e —
I T T T T T T T T T T T T T T 1
037 Ds1 055 (1] 0e93
Cooffieiswnt

Sekil 4.14. Kiimeleme analizi sonucu olusan dendogram (Jaccard)
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Cografik olarak farkli bolgelere ait olmakla birlikte birarada yer alan
aksesyonlar1 simirli bir elemeden gecirdigimiz takdirde (Sekil.4.15) temelde bir
cografik farkliligin bulundugu anlasilmaktadir. Bu baglamda, TR40242 numarali
Diyarbakir aksesyonunun C. reticulatum’a en yakin genotip olmasi bu hipotezi
destekler niteliktedir. Dendogramda Karadeniz ve Marmara Bolgesi'ne ait olan
kiiltiir formlarinin ortak bir grupta toplandigi (1. Grup), Akdeniz ve I¢ Anadolu
Bolgesi’nin ise 2. Grubu olusturdugu goriilmektedir. Kiimeleme analizindeki son
dallanmada yer alan drnekler ise Dogu ve Giiney Dogu Anadolu Bolgesi drnekleridir
(3. Grup). Sirasiyla Akdeniz ve Orta Anadolu i¢in gegit bolgesi olan Eskisehir
aksesyonunun bu grup i¢inde yer almalar1 anlamli bulunmustur. Nohutla ilgili onemli
bir merkez olan Eskisehir bolgesine ait TR34870 numarali aksesyonun Diyarbakir
ornegi ile genetik a¢idan hemen hemen ayni olmasi da bu aksesyonun Giineydogu
bolgesinden temin edildigi ve Sekil. 4.14 *de agikca goriildiigii gibi tiim diger kiiltiir
nohutu aksesyonlarinin bu kaynaktan geldigi anlasilmaktadir. Bu birincil gen
kaynagimin nispeten heterojen oldugu, ancak TRS58081 numarali aksesyondan
kaynaklanan ikinci bir genetik kaynak kullanimi ile birlikte diger tiim
aksesyonlardaki genetik homojenite belirgin bir sekilde artmms ve Jaccard benzerlik
katsayis1 0.75’ler seviyesine yiikselmistir (Sekil.4.14). Tim bunlar nohutun tek

merkezden yayildigini destekler nitelikte bulgulardir.
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1. GRUF

2. GRUP

3. GRUFP

C. reticulstum

C. yarmashitas

Sekil 4.15. Genotip sayist sinirlandirilmis kiimeleme analizi sonucu olugsan dendogram (Jaccard). Karadeniz ve Marmara Bolgesi (1. Grup),

Akdeniz ve I¢ Anadolu Bélgesi (2. Grup), Dogu Anadolu ve G. Dogu Anadolu Bolgesi (3. Grup).
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Yapilan caligmalarda kiiltiir nohutunun molekiiler markorlerde oldugu gibi
tohum protein elektroforezi (Ladizinsky ve Adler, 1975), izozim (Gaur ve Slinkard
1990; Kazan ve Muehlbauer 1991; Labdi ve ark. 1996; Tayyar ve Wainess, 1996) ve
RFLP (Udupa ve ark., 1993) analizlerinde de polimorfizminin diisiik oldugu

anlagilmisgtir

Tez calismasinda 6nceki ¢alismalardan farkli olarak (Sudupak ve ark., 2002;
Iruela ve ark., 2002; Javadi ve Yamaguchi, 2004), arastirmanin giivenilirliginin
artirllmasi icin skorlanan polimorfik fragmanlarinin sayisimin yiiksek tutulmasina
O0zen gosterilmistir. Boylece metottan kaynaklanabilecek muhtemel hatalarin

indirgenmesi amaglanmistir.

4.5. Temel koordinatlar analizi (Principle Co-ordinate Analysis = PCoA)

RAPD analizi sonucu kiimeleme analizi ile iiretilen dendogramda aksesyonlar
arasindaki genetik akrabaligin goriiniimii Principle Co-ordinate Analysis (PCoA)
yontemiyle de tutarli sonug vermistir (Sekil. 4.16). PCoA analizi ile 6zellikle tiirler
arasindaki genetik mesafe net olarak goriilmektedir. C. arietinum ve C. reticulatum
acik bir sekilde C. yamashitae’den uzakta kendi aralarinda bir akrabalik iliskisi
sergilemiglerdir. Ayrica kiiltiir nohutunun dar bir alanda yayilis gostermesi oldukca
sinirth  bir genetik cesitlilige sahip oldugunu gostermektedir. PCol’e gore
bakildiginda daha genis bir alana yayilarak cesitlilik gosteren C. arietinum
aksesyonlar1 PCo2’ye gore daha dar bir alanda yayilis gostermislerdir. PCoA’deki ilk
iki temel koordinat verilerine gore de dendogram sonuglar1 ile uyumlu olarak
Diyarbakir kokenli TR40242 aksesyonu (Sekil 4.16’te 34 numarali aksesyon) C.

reticulatum tiirline en yakin aksesyon olarak goriilmektedir.

C. yamashitae tiri hem C. arietinum hem de C. reticulatum’a PCol ve
PCo2’ye gore ¢ok uzakta yer alarak genetik ag¢idan ne kadar farkli bir yapiya sahip

oldugunu ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.16. RAPD analizi sonucu olusan Jaccard PCoA. C. arietinum (1), C. reticulatum (2), C. yamashitae (3)

42



43

Ulkemizin cografik bolgeleri dikkate alinarak olusturulan temel koordinatlar
analizinde bolgeler arasinda net bir ayrim soz konusu olamamaktadir (Sekil. 4.17).
Kiimeleme analizinde oldugu gibi smirh bir elemeye tabii tutulan Ornekler
incelendiginde bolgeler bazinda yigilma burada da belirgin hale gelmektedir (Sekil
4.18). Bu analizde C. yamashitae kullanilan ilk temel koordinat ile (PCol) net bir
sekilde ayrilirken ikinci temel koordinat (PCo2) hem C. reticulatum’u diger tiim
kiiltir aksesyonlarindan ayirmakta hem de tiim Kkiiltiir aksesyonlarini cografik

bolgeler bazinda net bir sekilde gdstermektedir.
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Sekil 4.17. Bolgelere gore aksesyonlarin dagilimimi gosteren Jaccard PCoA. Karadeniz Bolgesi (1), Marmara
Bolgesi (2), Ege Bolgesi (3), Akdeniz Bolgesi (4), Ic Anadolu Bolgesi (5), Dogu Anadolu Bélgesi (6),
G. Dogu anadolu Bolgesi (7)
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Sekil 4.18. Simirlandirilmis bolgesel PCoA analizi. Karadeniz ve Marmara Bolgesi (1), Akdeniz ve i¢ Anadolu
Bolgesi (2), Dogu Anadolu ve G. Dogu Anadolu Bolgesi (3), C. reticulatum (4), C. yamashitae (5).
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4.6. Mantel testi

Kiimeleme ve Temel koordinatlar analizlerinde Jaccard (J) katsayisi esas
alimmugtir. Literatiirde de en fazla J katsayisinin tercih edildigi goriilmektedir. Bazi
calismalarda ise Simple Matching (SM) katsayis1 kullanilabilmektedir. (Kayis ve
ark., 2007). Bu iki katsay1 arasindaki fark, dominant nitelikteki RAPD markor
verilerinde mukayese edilen bireylerin her ikisinde de var olmayan bir karakterin de
SM katsayisinda bir degerinin olmasidir. J katsayisinda ise sadece var olan
karakterler esas alimir. Bu farkliligin 6nemli olup olmadigi Mantel testi ile
belirlenmistir.  RAPD-PCR verilerinden faydalanilarak hesaplanan SM ve J
katsayilar1 ile belirlenen benzerlik/farklilik matrisleri arasindaki birlikteligi test
etmek amaciyla yapilan Mantel testi sonucu elde edilen grafik Sekil 4.19°da
verilmistir. iki matris arasinda istatistiki olarak 6nemli bir birliktelik tespit edilmis ve
iki matris arasinda kuvvetli bir korelasyon (r =0.99482) bulunmustur. Bu sonug,
RAPD-PCR verilerinin SM ya da J katsayist1 kullanilarak elde edilen
benzerlik/farklilik matrislerinin PCoA ve kiimeleme analizilerinde benzer sonuglar

vermesini kuvvetli bir sekilde desteklemektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Nohut diinya iizerinde biiyiik bir kitle i¢in besin degeri bakimindan 6nemli bir
gida maddesidir. Gelismekte olan iilkelerde cok Onemli bir protein kaynagini
olusturmaktadir. Bu Oneminden dolayr her gecen yil nohut iiretimi artis
kaydetmektedir. Gerek besin kaynagi olarak gerekse de topragin azot miktarinin
arttirnlmasinda rol oynadigi icin, ayrica miinavebedeki dnemi dolayisiyla da nohut,

agronomik acidan ¢ok 6nemli bir yemeklik tane baklagil bitkisidir.

Tiirkiye, nohut tiretimi ve ihracati agisindan diinya iilkeleri arasinda onemli bir
yere sahiptir. Tiirkiye’de basta kurak alanlarda olmak iizere yaklasik 650.000 ha
alanda yetistirilen 6nemli bir kiiltiir bitkisidir. Ulke iginde ise, tez calismasinin
gerceklestirildigi Konya ili 55.000 ha’lik ekim alan1 ile nohut tariminda biiyiik bir
paya sahiptir (Anonim, 2005).

Nohutlarla ilgili daha 6nce yapilan ¢aligsmalarda Tiirkiye’nin nohutun anavatani
oldugu ve ozellikle Tiirkiye’nin giineydogusunun kiiltiir nohutunun evrimlesme
siirecinin bagladig1 yer oldugu belirtilmistir. Bu da Tiirkiye topraklarinda yetisen
yabani nohut tiirlerinin var olan zengin gen havuzundan yararlanmayi ve ozellikle
calismamizin konusu olan kiiltiir nohutu igerisindeki genetik cesitlikten faydalanma

fikrini giindeme getirmektedir.

Calismamizin amaci da buna paralel olarak o©ncelikle Tiirkiye’ nin farkli
cografik bolgelerinde yetisen kiiltiir nohut genotiplerinin genetik iligkilerini ortaya
cikarmaktir. Nohut aksesyonlar1 arasindaki cografik ve genetik iliskiyi belirlemek
amactyla 28 RAPD primeri kullanilmistir. Kullandigimiz primerler yiiksek oranda
polimorfizm gostererek Cicer arietinum genotiplerinin iki yabani tiir esliginde

birbirlerinden ayrilmasin saglamistir.

RAPD analizleri sonucu olusan 308 polimorfik bant ile yapilan analize gore
olusturulan dendogramlar ve PCoA’larda, C. arietinum’un beklendigi ilizere C.

reticulatum ile aym grupta yer aldign goriilmiistiir. C. reticulatum turi kiiltiirii
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yapilan C. arietinum’a en yakin yabani tiirdiir. D1 grupta yer alan C. yamashitae bu
iki tiire uzak bir genetik iliski sergilemistir. C. arietinum genotiplerinin cografik
dagilimlarina gore aym bolgeye ait bir¢ok aksesyonun kiimelesme gostermesiyle
beraber kimi genotiplerin bu kurala uymadigi goriillmiistiir. Tiim genotipleri
kiimeleme ve genotip sayisi smrlandirilmis kiimeleme analizleri ile PCoA
analizlerinin sonuglarina gore iki gen kaynaginin bulundugu; birincil gen kaynaginin
heterojen, ikincil gen kaynaginin kismen homojen cografik dagilimlar gosterdigi
goriilmiigtiir. Analiz sonuglari, her iki kaynagin Giineydogu’dan temin edilen
aksesyonlardan koken aldigini ve nohutun tek merkezden yayildigini destekler

niteliktedir.

Tez ¢aligmasinda, homojen bir sekilde Anadolu'nun biitiin cografik
bolgelerinden elde edilen kiiltiir nohutu aksesyonlarinin esit olarak kullanilmasina
ozen gosterilmistir (Sekil 3.1). Bu kapsamda (calismada kullanilan tiim cografik
bolgelerimizden farkli lokasyonlara ait 36 kiiltiir nohut aksesyonundan 28 RAPD
primeri ile elde edilen 330 DNA bandinin degerlendirilmesi) bir caligma bilgimiz
dahilinde ilk defa ele alinmistir. Tiirkiye’de ekimi yapilan nohut formlarinin genetik
akrabalik iliskileri ve aksesyonlarin muhtemel kokenlerine dair bilgiler ortaya

konmustur.

Evrimlesme siirecinde nohut, biyotik ve abiyotik stres kosullarina kars1 bir¢ok
genetik Ozelligini yitirmistir. Bu nedenle kiiltiir nohutunun genetik havuzunun
genigletilmesinde stres kosullarina dayaniklilik 6zelliklerini  koruyan nohut
formlarindan faydalamilmas biiyiik bir 5nem kazanmistir. Ozellikle genis bir genetik
cesitlilige sahip ve stres etmenlerine karsi direncli olan yabani tiirlerle (C.
reticulatum ve C. echinospermum hari¢) genetik yap1 farkliliklar1 dolayisiyla basarili
melezlemelerin halihazirda yapilamadig bilinmektedir. Ancak uzun siirecte genetik
acidan, kiiltir nohutuyla uzak akrabaligi olan tiirlerden baslayarak yakin tiirlere
dogru yapilacak merdiven seklindeki caprazlamalarla istenen bir takim 6zelliklerin
kiiltiir formlarina aktarilma imkan dogabilir. Bu sekilde C. Arietinum’un zaman
icinde gectigi darbogazlarda kaybetmis oldugu baz1 6nemli agronomik karakterleri

geri kazanma imkan1 olabilir. Yabani tiirlerden faydalanmanin zorlugu goz oOniine



50

alindiginda, kiiltiir nohutlarindaki varyasyon daralmasina ragmen tir igi
farkliliklardan  halihazirda  yararlanilabilir. Nohutun genetik potansiyelinin
gelistirilebilmesi icin uygun kiiltiir aksesyonlar1 icerisinde var olan genetik
cesitliligin  kapsamli bir sekilde anlasilmasi gerekmektedir. Genetik akrabalik
iliskilerine dayanilarak gerek caprazlama gerekse uzun vadede gen transferi
caligmalariyla uygun genlerin kiiltiir nohutu aksesyonlarina aktarilmasi nohutun

iretiminde {ilkemizi s6z sahibi duruma getirecektir.

Yaptigimiz bu ¢aligmayla kiiltiir nohutu aksesyonlarinin genetik iligkileri ortaya
konmustur. Elde edilen sonuclar, iilkemizdeki kiiltiir nohut aksesyonlarinin genetik
potansiyellerinin gelistirilmesi ve verimlerinin artirnllmasina yonelik caligmalarda

onemli bir kaynak olacaktir.
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