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1. GIRIS

Nohut (Cicer arietinum L.), 10,000 yil once kiiltiire alinan, bezelye ve
mercimek gibi baklagil {iyeleri ve arpa, bugday gibi tahillar1 iceren Bati Asya
Neolitik (BAN) iiriinler toplulugu icerisinde yer almaktadir. Kiiltiir nohutu olan
Cicer arietinum L. eski diinyada ilk kiiltiire alinan baklagillerden biridir (Van der
Maesen, 1972). Nohut muhtemelen bugilin Tiirkiye’nin Giiney Dogu Anadolu
Bolgesi ve kismen Suriye’yi kapsayan bir bolgeden koken almaktadir. Tohum
protein elektroforez c¢alismalarina goére Ladinzsky ve Adler (1976), Cicer
reticulatum’un kiiltiir nohutunun yabani atasi oldugunu ve Tiirkiye’nin giliney
dogusunun nohutun anavatani oldugunu ifade etmislerdir. Ayrica yabani nohutlar
tizerinde melezleme (Singh ve Ocampo, 1993), karyotipik (Ocampo ve ark., 1992) ve
izozim c¢alismalar1 (Labdi ve ark., 1996) dokuz yabani tek yillik tiir arasinda
Ladiznsky ve Adler (1976)’in bulgularin1 nohutun anavatani konusunda
desteklemistir.

Nohut’un yabani atasi olarak tanimlanan Cicer reticulatum’un Giineydogu
Anadolu’da kiiltiire alinmasindan sonra nohut bugiin genis alanlara yayilmis ve
diinya baklagil ekim arazileri arasinda bezelye’den sonra ikinci sirada yer almaktadir.
Bugiin yeryiiziinde Antarktika kitas1 harig, tiim diinyada 33 iilkeyi kapsayan Giiney
Asya, Bat1 Asya, Kuzey Afrika, Giiney Avrupa, Kuzey Amerika, Gliney Amerika ve
Avustralya bolgelerinde yetistirilmektedir. Diinya iizerinde 10.200.000 ha alanda
nohut ziraat1 yapilmakta ve yillik 7.845.000 ton iriin elde edilmektedir. Dekara
verim ise ortalama 77.0 kg’dir. (Anonim 2004 ). Tahil tiikketiminin baskin oldugu
Giiney, Bat1i ve Dogu Asya’da ve et tiiketmeyen vejetaryanlar i¢in nohut yiliksek
kalitede protein ihtiyacini karsilamaktadir.

Nohut tlilkemizde de ¢ok eski yillardan beri bilinen, tarimi yapilan ve insan
beslenmesinde kullanilan bir yemeklik tane baklagil bitkisidir. Ulkemizde ozellikle
1980’11 yillardan itibaren gerek ekilis alanlarinda, gerekse iiretim miktarinda 6nemli
artislar olmugtur. 1980 yilinda 240.000 ha alanda 275.000 ton nohut {iretimi yapilmis
ve dekara 115 kg verim gergeklesmisken 2004 yilinda 606.000 ha alanda 620.000 ton

tiriin elde edilmis ve dekara 102.6 kg verim miktaria ulasilmigtir (Anonim 2004).



Nohut, kuru tanesinde % 21.0-23.9 oraninda protein igeren bir baklagil bitkisi
olup, protein yoniinden diger baklagillerden iistiindiir. Yumurtanin protein skoru
referans olarak kabul edilip 100 alindiginda bu deger mercimekte 37, baklada 38,
fasulyede 41 iken nohutta 62’ye kadar ylikselmektedir. Buna ilave olarak nohut
proteininde ¢ocuklarin gelismesinde ¢cok 6nemli olan histidin basta olmak iizere
16sin, izolosin, lisin, sistin ve fenilalanin miktari ana siitiinden fazla, metyonin,
triptofan ve valin seviyesi ana siitiine yakin bir degerdedir (Ak¢in 1988).

Nohut 6nemli bir besin kaynagi olmasinin yaninda bir bagka ozelligi de
baklagil bitkisi oldugundan koklerinde simbiyotik olarak yasayan ve her konuk¢u
baklagil bitkisinde farkli sekillerde yumrucuk (nodiil) meydana getirebilen cesitli
irklardaki Rhizobium bakterileri sayesinde atmosferin serbest azotunu topraga fikse
edebilmektedir. Nohut bitkisinin topraginda diger baklagillerde oldugu gibi gerekli
olan tesirli Rhizobium 1rklarmin (Rhizobium ciceri) yeterli populasyonda bulunmasi
veya tohum asilamasi ile topraga verilmesi gereklidir (Akgin, 1988).

Nohutun evrimlesme tarihi diger BAN f{irlinler toplulugu arasinda farklilik
gostermektedir (Abbo ve ark., 2003). Bunlar arasinda nohutun bir¢ok genetik temelli
dar gegitlerden gecmesi ve ekilebilir alanlarinin kisitlanmasi séylenebilir. Belki de en
onemli evrimsel dar geg¢it, ekiminin sonbahardan ilkbahar iklimine degismesidir.
Akdeniz ilkbahar iklimine uyumuyla birlikte, soguk kis kosullarindan kaginilmis ve
nohut etkin bir sekilde yagmur sonrasi ekilen bir iiriine doniismiistiir. Bu da
Hindistan gibi (bugiin diinya nohut iiretiminin %75’ini gergeklestirir) subtropikal
bolgelere dagilisini kolaylagtirmistir. Boylelikle nohut muson ikliminin hiikiim
siirdiigli nemli yorelerde Ascochyta zararlisinin ¢ok az baskisi altinda ve tohuma
gecis siirecinde sicak kosullar altinda yetismeye baslamistir (Abbo ve Berger, 2003).

Yabani nohutlarin sonbahardan, yaza siiren yagsam dongiisiinii halen korumalar1
onlarin bu anlamda birgok genini kaybeden kiiltlir nohutu i¢in adapte olabilir bir
genetik kaynak durumundadir. Giiniimiizde kiiltiir nohutlarinin genetik temellerini
genisletmeye dayali yabani nohutlarin potansiyeli ile ilgili kesifler Onem
kazanmaktadir (Robertson ve ark., 1997; Singh ve ark., 1998; Berger ve ark., 2003).
Bu anlamda gelisen molekiiler biyoloji ve genetik teknikleri kiiltlir nohutu olan Cicer

arietinum ile yabani nohut tiirleri arasindaki genetik cesitliligi, filogenetik akrabalik



temelinin arastirilmasi ve kiiltiir nohutunu gelistirecek gen kaynag tiirlerin tespitinde
onemli bir pay sahibi olmaktadir.

Biyoloji alanindaki gelismeler molekiiler biyolojide dev adim kabul edilen
DNA’nin yapisinin agiklanmasindan sonra biiyiik bir hiz kazanmistir. Saiki ve ark.,
(1985) mevcut yontemleri gelistirerek ve duyarhiliklarini artirarak, DNA’nin aslina
sadik kalarak in vitro ¢cogaltma esasina dayal1 bir teknik olan PCR (Polimeraz Zincir
Reaksiyonu)’1 gelistirmeleri bir ¢i1gir agmis, molekiiler ve biyokimyasal alanda bitki
ve hayvanlarin daha saglikli filogenetik smiflandirmalar1 yapilmaya baslanmistir.
Ayrica Taq (Thermus aquaticus) DNA polimerazin ¢aligmalara katilmasi ile hizh
cogaltma teknigi gelistirilmistir. Bu gelismeler sayesinde canlilarin DNA dizin
haritalarinin ¢ikarilmast ile, diger canlilarla benzerlik ve farkliliklarinin tespit
edilmesine yonelik calismalar hiz kazanmistir. Gelisen bu teknikler sayesinde
genomda bulunan ve karakterleri kodlayan genler belirlenmeye baslanmistir.
Belirlenen bu genlerden 6nemli olanlar 1slah ¢alismalari ile gelistirilmesi arzu edilen
bireylere aktarilmaya calisilmaktadir.

DNA'nin yapisinin aydinlatilmasiyla baslayan ve 20. yiizyilla damgasin1 vuran
Genetik Devrimi pek ¢ok disiplinde oldugu gibi tarimsal alanda da 6nemli yararlar
saglamigtir. Giiniimiizde bitki tiirlerinin tanimlanmasinda ve genetik varyasyonun
arastirtlmasinda molekiiler markdrler yaygin olarak kullanilmaktadir. Son 20 yil
igerisinde hizla gelisen molekiiler markor teknolojisi, ¢esitlerin birbirleri arasindaki
genetik farkliligin belirlenmesi, kromozom haritalamalari, gen kaynaklarinin tespiti,
evrimsel gelisim analizi ve transformasyonda basar1 diizeyinin belirlenmesinde yeni
yontemler ortaya koymustur. Bu yontemler klasik yontemlere gore biiyiik avantajlar
saglamaktadir. Morfolojik ve biyokimyasal markorlerin uygulamadaki yetersizlikleri
molekiiler markorlerle ortadan kalkmistir. Molekiiler teknikler, diger tekniklere gore
onemli bazi avantajlara sahip olup, c¢evre faktorlerinden etkilenmezler ve
polimorfizm oranlar1 yiiksektir. Ayn1 zamanda pleotropik (bir genin birden fazla
fenotipik karakter tizerindeki etkisi) ve epistatik (bir karakterin ortaya ¢ikmasindan
sorumlu olan farkli genler arasinda baskilayici etkilerin olmasi durumu) etki
gostermeyip son derece stabildirler (Soller ve Beckmann 1983; Tanksley 1983;
Avise 1994; Bretting ve Widrlechner 1995).



PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) ile spesifik DNA parcaciklariin
cogaltilmasi saglanarak DNA polimorfizmi belirlenebilmektedir. DNA markérlerine
dayanan haritalar "molekiiler haritalar" olarak adlandirilmaktadir. Bircok tarla
bitkisinde tiir i¢ci genetik uzakliklar, molekiiler, kimyasal ve morfolojik 6zellikler
kullanilarak belirlenebilmektedir. Organizmalar arasindaki genetik varyasyonun daha
iyi anlagilabilmesi i¢in, bu araglarin tamamina ihtiya¢ duyulmaktadir.

DNA dizinindeki polimorfizmin belirlenebilmesi i¢in son yillarda RFLP
(kesilmis par¢a uzunluklari polimorfizmi), AFLP (cogaltilmis par¢a uzunlugu
polimorfizmi), SSR (basit tekrar dizileri), RAPD (rastgele ¢ogaltilmis polimorfik
DNA) ve ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) gibi molekiiler markor teknikleri
gelistirilmistir. RAPD markorleri, tesadiifi olarak bazi primerlerin (10merler)
kullanilmasi ile elde edilen markorlerdir. Bu markdrlerde herhangi bir spesifik DNA
dizin bilgisine ya da spesifik primerlerin sentezine ihtiya¢ yoktur. Fragmanlar
PCR'da primer olarak kullanilan rastgele ve cok kisa DNA parcaciklarindan
cogaltilmaktadirlar. Boylece farkli bir lokusu temsil eden her bir PCR {iriinii ile DNA
diizeyindeki farklilik tahmin edilebilmektedir (Reiter Ve ark., 1993). RAPD
markdrleri genetik haritalamada, bitki ve hayvan 1slah1 uygulamalarinda, populasyon
genetigi caligmalarinda ve genetik farkliligi belirlemede kullanilmaktadir. Ayrica
DNA parmakizi analizlerinde, kromozom-spesifik DNA parcaciklarinin hizh
belirlenmesi ve polimorfizm bakimindan etkili bir yontemdir (Newbury ve Ford-
Lloyd 1993). ISSR yontemi, Okaryotik genomlarda tekrar eden 2, 3, 4, 5 gibi
niikleotid birimlerinin lokustan bagimsiz bir sekilde genomda rasgele dagilimlarini
esas alan ancak RAPD yontemine gore ¢cok daha hassas ve tekrarlanabilirligi yliksek
olan bir yontem olarak 6ne c¢ikmaktadir. ISSR markorleri genetik cesitliligin
belirlenmesinde, filogenetik caligmalarda, genom haritalarinin olusturulmasinda ve
evrim biyolojisinde bircok tarla bitkisinde uygulanabilecek yararli bir tekniktir.

Tiirkiye ¢ok sayida bitki tiiriiniin gen merkezi durumundadir. Tarim1 yapilan
bitkilerin ¢esitliligi bakimindan diinyanin en zengin iilkelerinden birisidir. Bunun en
onemli nedeni ise; iklim farkliliklari, topografik gesitlilikler, jeolojik cesitlilikler,
deniz, gol, akarsu gibi degisik su ortami cesitlilikleri, ytlikseklik farkliliklar1 ve
ekolojik farkliliklardir (Atalay 1994, Celik 2003). Cicer cinsine ait diinyada bulunan
toplam 43 tiirlin yaklagik 15’inin iilkemizde bulundugu bildirilmistir (Davis 1973;



van der Maesen 1987). Bu cinse ait tiirlerde yapilacak olan genetik karakterizasyon,
1slah caligmalarina basamak olusturmast ve ayni zamanda genetik materyalin
degerlendirilmesi agisindan son derece dnem tasimaktadir.

Bu tez ¢aligmasinin amaci, gen merkezi Anadolu olan nohutun, kiiltiir formlari
cok smirli bir genetik varyasyona sahip oldugu icin Anadolu’nun zengin yabani
nohut biyogesitliliginden yararlanilabilmesi maksadi ile genetik c¢esitlilik ve
benzerliklerinin RAPD ve ISSR markor teknikleri kullanilarak belirlenmesidir.
Genetik varyasyonu dar olan bu bitkiden polimorfik markdrlerin tespit edilmesi,
ozellikle iilkemiz i¢in 6nemli olan bu baklagilin genetik havuzunun hastaliklara kars1
direng, iklim ve cevre sartlarina adaptasyon yetenegi saglayacak genlerin tespit

edilmesi ve uriin miktari ile besin kalitesinin arttirilmasinda etkili olacaktir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Cicer Cinsinin Morfolojisi

Cicer cinsi, Cicer arietinum gibi tek yillik ve bazi ¢ok wyillik tiirleri
igcermektedir. Bitki ¢cogunlukla ¢alimsi bir goriiniime sahip olmakla birlikte gercek
bir ¢ali goriintiisii kazanmaz. Cok nadir boyu 1 metre’yi bulmaktadir (Saxena ve
Singh, 1987).

Kokler saglam ve uzun, bazi tiirler derin olmayan yiizeysel ve yatay kok yapisi
gostermektedir. Cicer cinsi kokii, ozellikle C. arietinum tiirtinde, parankima dokusu
nisasta agisindan olduk¢a zengindir. Tiim periferal dokular olgunlagsmayla birlikte
kaybolmakta yerini mantar dokusuna birakmaktadir (Saxena ve Singh, 1987).

Govde dalli, dik, yar1 dik yada yatik olabilir. Gévde ince bir kiitikula
tabakasina sahiptir. Yapraklar govde lizerinde almasikli dizilmis, uzunluklar1 4-6 cm
arasinda degismektedir (Zhukovskij, 1951). Yapraklar, yaprak ekseni iizerinde
karsilikli yada karisik dizilmistir. Kenarlan testere dislidir. Yaprak sapinin dala
birlestigi yerde goriilen stipulalar (kulakeilar) disli bir yap1 gosterir. Stipul’un sekli
Cicer cinsinin siniflandirilmasinda kullanilmaktadir.

C. arietinum tiriinde ¢icegin uzunlugu 5-50 mm arasinda degisen bes adet
canak yaprak vardir. Canak yapraklar alt kisimda birleserek kaliks tiipiini
olustururlar. Ta¢ yapraklar 4-30 mm uzunluguna sahip ve karakteristik olarak
kelebegimsi yapidadir. Genel cicek formiilleri K5/C/A(9)+1/G1 seklindedir. Tag
yapraklarin renkleri gesitlilik arz etmektedir. Bunlar beyaz, menekse veya pembe
damarl olabilmektedir. Yalnizca bir tiir sar1 ¢igege sahiptir (Saxena ve Singh, 1987).

Erkek organ 9+1 (diadelphous) durum gosteren flamentlerden olugmustur. Disi
organ, yumurtalik (ovaryum), disicik borusu (style) ve tepecigi (stigma) kapsar.

Baklalar tek dikisli, siskin oval sekilli ve 3 cm uzunluga sahiptir. Baklalar 1-10
arasinda tohum icerirler (C. arietinum 1-3 tohum igerir). Tohumlar; kiiremsi,
yuvarlak sekillere sahip olmakta, yabani tiirlerin tohum uzunlugu 4-6 mm arasinda
degisirken kiiltiir nohutu C. arietinum’un tohum uzunlugu 15 mm’ye kadar

cikmaktadir. Tohum renkleri genellikle siyahtir. Fakat C. arietinum’da sarimsi



beyazdan, kirmizi kahverengiye, yesil ve siyaha degisen renk g¢esitliligi goriiliir
(Akgin, 1988).
Tohumlarm ¢imlenmesi hizhidir. iklim kosullarina bagli olarak bitki yasam

dongiisiinti 90-180 giin arasinda tamamlar (Akgin, 1988).

2.2. Cicer Cinsinin Taksonomisi

Cicer cinsi Leguminosae (baklagiller) familyasinin Papilionaceae (kelebek
cigekliler) alt familyasinin ¢ok énemli tiirlerini kapsamaktadir (Akg¢in, 1988).

Cicer cinsinin ilk siniflandirilmast bitkinin goévde ve yapraklarinin durumlari
dikkate alinarak Jaubert ve Spach (1842) tarafindan yapilmistir. Daha sonra Alefeld
(1859), bitkinin yaprak sapt Ozelliklerini dikkate alarak bu cinsi Imparipinnata,
Cirrhifera ve Apiculata olmak {lizere U¢ grupta toplamistir. Popov (1929),
gbzlemlerine dayanarak Cicer cinsini iki alt cins, dort bolim ve gerek duydugunda
alt boliim ve alt serilere ayirmistir (Akgin, 1988).

Cicer cinsinin kapsamli siniflandirilmasi {izerinde en son Van der Maesen
(1972) galismistir. Van der Maesen, bitkilerin tek veya ¢ok yillik olusuna, morfolojik
karakterlerine gore Cicer cinsini iki alt cins, 4 boliim ve 14 alt boliime ayirmis ve
cinsin kapsaminda 39 tiirin bulundugunu belirtmistir. Ladizinsky (1975) C.
reticulatum, Contandriopoulos ve ark. (1972) C. heterophyllum, Czrepanov (1981)
C. laetum, Lincz C. rassuloviae ve Santos Guerra ve Lewis (1985) C. canariense
tirlerini daha sonra listeye eklemislerdir. Boylelikle Cicer cinsine bagli tiir sayisi
43’e yiikselmistir (Cizelge 2.1).

Cicer cinsi Peunonosis ve Viciastrum olmak tizere iki alt cinsten olusarak 4
boliim halinde incelenmektedir. Birinci boliim olan Monocicer sekiz tek yillik
tiirden, ikinci bolim Chamacicer bir tek yillik ve bir ¢ok yillik tiirden, Polycicer ve
Acanthocicer bolimleri ise kalan ¢ok yillik tiirden olusmaktadir (Van der Maesen

1972, 1987).
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Calismamizda kullandigimiz Cicer tiirlerinin kromozom sayilart 2n = 16
seklindedir ( Ahmad, 2000).

Yukarida adi gecen tiirlerden Monocicer boliimiine ait C. arietinum L., C.
bijugum K. H. Rech., C. echinospermum P. H. Davis, C. judaicum Boiss., C.
pinnatifidium Jaub. ve Spach., C. reticulatum Ladiz. tek yillik tiirler ile Chamacicer
boliimiine ait C. insicum (Willd.) Maly. ve Polycicer bolimiine ait C. anatolicum
Alef., C. isauricum P.H. Davis, C. montbretii Jaub. ve Spach., C. heteropyhllum
Contand., C. floribundum Fenzl. Tiirkiye’de yetismektedir.

2.3. Cicer Cinsi Tiirlerinin Ekocografyas:

Cicer tiirleri deniz seviyesinden 5600 m yiiksekliklere kadar yetisebilmektedir.
Baz1 tek yillik tiirler 1000 m’nin iizerinde yetismektedir. Polycicer grubuna giren
tirler 1000-2000 m yiikseklikler arasinda yetistigi halde, Chamacicer ve
Acanthocicer grubunda olan tiirler 2000-5600 m arasinda degisen yiiksekliklerde
yetismektedir. C. arietinum tiirii Hindistan’da 2400 m yiiksekliklerde yetismektedir
(Van der Maesen, 1972).

Bolgesel floralara gore tek yillik yabani nohutlar Orta Asya’nin batisindan
baglayarak Kizildeniz civarinda kesintiye ugramakla beraber Kuzey-Dogu Afrika’ya
kadar yayilis gostermektedir. C. pinnatifidum en fazla yayilis gosteren tiir olup, Dogu
Akdeniz, Irak, Ermenistan ve Anadolu iclerine kadar yetismektedir. Onun yakin
akrabasi C. judaicum g¢ogunlukla giineye dogru Dogu Akdeniz’de goriilmektedir. C.
cuneatum en gineyde yer alarak Kuzey Afrika’da izole olmus bir sekilde
Etiyopya’da yetismektedir. C. bijugum daha dar bir yayilis gostermekte ve batiya
dogru bir yetisme alanina sahiptir. C. reticulatum ve C. echinospermum kiiltiir
nohutu C. arietinum gibi smirlanmig bir yayilis gostererek, Dogu Anadolu’da ve
Kuzey Irak’ta yayilis gosterirler. C. chrossanicum doguya dogru Irak, Afganistan
hattinda yayilir. C. yamashitae ise yalnizca Afganistan’da yetiserek buraya sanki
hapsolmustur.

Tiirkiye’de yayilis gosteren tek yillik Cicer tiirlerinden C. pinnatifidum, C.

Jjudaicum, C. bijugum, C. reticulatum ve C. echinospermum Gilineydogu Anadolu’da
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yogun bir sekilde yayilis gdstermektedir. Ayni zamanda kiiltiir nohutu olan tek yillik
C. arietinum Tirkiye’nin hemen hemen tiim boélgelerinde ekilebilmektedir. Cok
yillik bir tir C. heterophyllum ise Antalya ilinde yayilis alanina sahiptir. C.
anatolicum ¢ogunlukla Giineydogu Anadolu’da olmak iizere Anadolu iglerine kadar
devam eden bir alanda yayilis gostermektedir. C. montbretii tiiri Kuzey Ege’de

yetismektedir. C. isauricum ve C. insicum ise I¢ Anadolu’da yayilis gosterirler.

2.4. Genetik Markorler

Genetik markdr, bir kromozom ya da kromozom bolgesinin ebeveynlerden
bir sonraki generasyona gecerken takip edilebilen kismi anlamima gelmektedir
(Bovenhuis ve Meuwissen 1996). Kromozom {lizerinde yer gosteren kiiciik bir DNA
pargasi, gen veya genin bir pargasi yada genler arasindaki bir DNA dizilimi ve bir
tiir icerisindeki bireyler arasindaki farkliligi gdsteren bir isaret gibi farkli tanimlar
yapmakta miimkiindiir. Genetik markorler morfolojik markérler, protein markdrleri

ve DNA markoérleri olmak {izere {i¢ ana baglik altinda toplanabilir.

2.4.1. Morfolojik markorler

Cok uzun zamandir bilinmelerine ragmen sayilarinin az olusu yaninda ¢evreden
ve diger lokuslardan etkilenmeleri nedeniyle fazlaca kullanilmamaktadirlar. Ayrica
cogunlukla dominant 6zelliktedirler yani sadece dominant genotipe ait fenotipi (AA
ve Aa) resesif genotipe ait fenotipten (aa) ayirabilirler. Heterozigotlar1 (Aa)
homozigot dominanttan (AA) ayirt edemezler. Asil avantajlar1 analizlerinin kolay
olmasidir. Haritalama populasyonunda yapilacak bir gozlem ile kolayca belirlenirler.
Genetik haritalarda kullanilan morfolojik markorlere 6rnek olarak arpada govde
mumlulugu, kil¢igin kaba veya diiz olmasi, rachilla tiiyliiliigii verilebilir (Kleinhofs
ve ark. 1993).

Bretting ve Widrlechner (1995)’e gore morfolojik markdrler en eski ve en

yaygin kullanilan genetik markorlerdir. En 6nemli avantajlari ucuz olmalari, hizli ve
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basit bir sekilde tanimlanabilmeleridir. Hatta herbaryum materyali ve 6lii dokularda
bile tanimlanabilir oldugunu belirtmislerdir.

Staub ve ark. (1996)’na gore morfolojik markorler; sayilarinin az olmasi, ¢evre
faktorlerinden etkilenmesi, epistatik ve pleotropik etkilere maruz kalmasi, genellikle
resessif olmalar1 ve bircogunun mutasyonlar sonucu olugmasi gibi olumsuz
ozellikleri nedeniyle kullaniliglar1 sinirli olmaktadir.

Ahmad ve ark. (1997), korolla rengi, govdedeki antosiyanin, stipul sekli, ¢icek
rengi gibi  morfolojik markorleri  kullanarak  Lens  cinsindeki  tiirleri
simiflandirmiglardir. Lens cinsine ait 22 Ornekte morfolojik karakterlerle genetik
iligkiler arastirilmis ve L. culinaris ssp. orientalis, L. nigricans ve L. odemensis’in
ayni grupta toplandig1 fakat L. ervoides ve L. culinaris ssp. culinaris’in ayri ayri

gruplarda toplandigi belirtilmistir.

Morfolojik markorlerin avantajlar

* Genellikle dominanttirlar. Dominant bir geni resesif genden ayirmada kullanilir.

* Say1 bakimindan ¢ok azdirlar. Herbir ¢caprazlamada birkag tane bulunur.

* Herbir lokusta 2 allel bulunur.

* Analizleri ¢cok kolaydir.

* Haritalama populasyonunda yapilacak bir gdzlemle kolayca belirlenirler. Ornegin;
genetik haritalamada kullanilan bazi morfolojik markdrler arasinda, arpa’da gévde
mumlulugu, kil¢igin kaba veya diiz olmasi, "rachila” tiyliiligi gibi (Kleinhofs ve

ark., 1993; Yildirim ve Kandemir, 2001).

Morfolojik markorlerin dezavantajlar
* Heterozigotlar: belirleyemezler.

* Mutasyonlarla olusmus olabilir.

* Cevresel faktorlerden etkilenirler.

* Epistatik veya pleiotropik etkilere maruz kalirlar.
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2.4.2. Biyokimyasal markorler (Enzim veya Protein Markorleri)

Protein markdrleri, depo proteinleri ve enzim proteinleri olarak iki ana gruba
ayrilirlar. Depo proteinleri bir jel lizerinde hareket ettirilip boyandiklarinda, farkli
genotiplerde ortaya c¢ikan yapi farkliliklar1 genetik markor olarak kullanilabilir.
Bugday tohumunda bulunan iki depo protein grubu olan gliadin ve glutenin bu
amacla yaygin olarak kullanilmaktadir. En 6nemli avantajlar1 analizlerinin c¢abuk,
giivenilir ve tekrarlanabilir olmasidir. En biiylik dezavantajlar ise, sayica ¢ok az
olmalaridir.

Enzim markorleri kendi icinde iki ana grup altinda incelenebilir. Bunlar;
Alloenzim ve Izoenzim olarak adlandirilirlar. Alloenzim, birbirinden ayirt edilebilen
allelleri bulunan enzimleri ifade etmektedir. Alloenzimler ayn1 genin farkl allelleri
tarafindan meydana getirilmektedir. Izoenzim, farkl1 genler tarafindan iiretilen, ancak
birbirine ¢ok benzeyen enzimleri ifade etmektedir. Enzim markoérlerinin temel
avantajlar1 analizlerinin ¢abuk, ucuz ve gilivenilir olmasidir. Cevreden ve diger
lokuslardan etkilenmezler. En biiylik dezavantajlar1 sayilarinin ¢ok az olmasidir.
Diger bir 6nemli dezavantaj1 ise baz1 alloenzimlerin ancak 6zel dokularda ve belli bir
gelisme doneminde gozlenebilir olmasidir (Van den Berg ve ark., 1983).

Labdi ve ark. (1996), 9 tek yillik Cicer tiiriinden 139 aksesyonla ¢alisarak, tek
yullik tiirler arasindaki genetik cesitliligi ve filogenetik akrabaligi izoenzim
polimorfizmi bakimindan incelemislerdir. Sekiz Cicer tiiriinde yliksek oranda
polimorfizm tespit edilmistir. C. reticulatum en yiiksek polimorfik orana sahip tiir
olmustur. Kiiltlir nohutu olan C. arietunum’da 14 lokustan 2 tanesi polimorfik bant
vermistir. 9 tiir akrabaliklarina bakilarak filogenetik olarak gruplandirilmistir. Buna
gore, birinci grupta; C. arietunum, C. reticulatum ve C. echinospermum, ikinci
grupta; C. bijugum, C. judaicum ve C. pinnatifidum, iglincli grupta; C. chrossanicum
ve C. yamashitae ve dordiincii grupta yalnizca C. cuneatum yer almistir. Arastiricilar
calismalarinin neticesine gore C. reticulatum’un muhtemelen C. arietunum’™un atasi
olabilecegini bildirilmiglerdir.

Tayyar ve Waines (1996), 11 Cicer cinsi tiiriinden, 63 aksesyonu 23 izoenzim

kullanarak genetik yakinliklarini jel elektroforezi ile tespit etmeye ¢alismislardir. C.
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reticulatum ve C. pinnatifidum en yiksek polimormizme sahip ¢ikarak (%17,39),
ayni zamanda en yiiksek lokus basina allele sahip (1,22 ve 1,17) olmuslardir.

Kazan ve Muehlbauer (1991), 30 izoenzim kullanarak 9 tek yillik ve bir ¢ok
yillik Cicer tiiriiniin elektoroforetik ortamda genetik akrabaliklarina ve gesitliligine
bakmislardir. Genetik yakinlik degerlerine gore cesitli gruplar elde etmislerdir.
Omnegin; C. arietunum, C. reticulatum ve C. echinospermum bir grupta yer
almiglardir. Ayrica ¢ok yillik bir tiir olan C. anatolicum da bu gruba yakin oldugu
gozlenmis ayni sekilde C. judaicum, C. bijugum ve C. pinnatifidum bir diger grubu
teskil etmislerdir. ki tek yillik C. chrossanicum ve C. yamashitae beraber bir grup
olustururken C. cuneatum diger tiirlere en uzak kalarak tek basina gruplandirilmistir.
Aragtiricilar tiirlerin genetik akrabalilar ile cografik dagilimlari arasinda korelasyon
oldugunu belirtmislerdir.

Sudupak ve Kence (2002), Tiirkiye’de yetisen 10 Cicer tiiriiniin ( tek yillik ve
cok yillik) genetik akrabaligini ve cesitliligini degerlendirmek i¢in 7 enzim sistemi
kullanmis ve 12 skorlanabilir lokus elde etmislerdir. Sonucta iki biiyiik grup elde
edilmis ve ilk grupta cok yillik 3 tiir (C. montbretii, C. isauricum ve C. anatolicum)
ve diger grupta 6 tek yillik tiir (C. pinnatifidum, C. bijugum, C. judaicum, C.
echinospermum, C. reticulatum ve C. arietinum) ve bir ¢ok yillik tiir (C. incisum)
gozlenmistir. Cok yillik bir tiir olan C. insicum tek yillik tiirlere yakin akrabalik
gostermistir. Alt1 tek yillik tiiriin daha once bildirilen gruplandirmalarla paralel bir
karakterizasyona sahip oldugu belirlenmistir.

Enzim markdrlerinin avantajlar1 ve dezavantajlar1 asagidaki gibi siralanabilir;

Enzim markérlerinin avantajlar

* Kodominant markorlerdir.

* Analizleri ¢abuk, ucuz ve giivenilirdir.

* Cevreden ve diger lokuslardan etkilenmezler.

» Morfolojik markorlerden sayica fazladirlar.

Enzim markorlerinin dezavantajlari:

* Sayilar1 ¢ok azdir.
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* Bazi izoenzimlerin ancak 06zel dokularda ve belli bir gelisme peryodunda
gdzlemlenebilmesidir. Ornegin: Esteraz ve peroksidazlarda oldugu gibi.

* Cok azda olsa bazen epistatik etki gosterirler.

2.4.3. DNA Markorleri

DNA markorleri farkli genotiplere ait DNA dizilis farkliligini ¢esitli sekillerde
ortaya koyan markorlerdir. Niikleik asit temeline dayali genetik markorlerin genom
analizlerinde kullanimi 1slahg¢ilar i¢in ihtiya¢ duyulan bir alandir. Bu markdrler
kullanilarak genetik varyasyon arastirilabilir. Ornegin birbirine morfolojik olarak ¢ok
yakin olan kiiltlir c¢esitleri ayrilabilir ve tanimlanabilir. Tiirlerin taksonomik
tanimlamas1 yapilip, filogenetik akrabaliklar1 bulunabilir (Lowe ve ark., 1996).
Soyagact analizleri, baglanti haritalamalar1 ve seleksiyon programlarinda
kullanilabilir. DNA polimorfizmi, klasik morfolojik veya biyokimyasal markdrlerden
daha fazladir.

Dogadaki yabani varyetelerin toplanmasi1 ve molekiiler diizeyde tanimlanmasi
ekonomik degeri olan cesitlere yeni ve istiin Ozellikler kazandirilmast agisindan
onemlidir (Bothmer ve ark., 1991). Bu varyetelerin genitor olarak kullanimi ve
molekiiler yontemlerle istenilen tiplerin se¢imi klasik 1slah yontemlerindeki
giicliiklerin agilmasina yardimci olmaktadir.

Biitiin bir genomun analiz edilebilecegi DNA'y1 elde etmek i¢in az miktarda
bitki dokusu yeterli olmaktadir. Bitkiden alinan herhangi bir kisim DNA izolasyonu
icin kullanilabilir (Botstein ve ark., 1980). DNA markorleri stabildirler, tiim
dokularda ortaya ¢ikabilirler, ekolojik kosullardan etkilenmezler (Williams ve ark.,
1990). Epistatik ve pleiotropik etkilere hassas degildirler, kodominant ya da
dominant 6zellikte olabilirler, kalitimi1 basit ilkelere sahiptir.

DNA markérleri hibridizasyona dayali DNA markdrleri ve PCR’a (Polimeraz
Zincir Reaksiyonu) dayali DNA markorleri olmak iizere iki ana baglik altinda

toplanirlar.
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2.4.3.1. Hibridizasyona dayali DNA markorleri

RFLP (Kesilmis par¢a uzunluklar1 polimorfizmi) analizi, hiicrelerden izole
edilen genomik DNA’nin belirli bir noktadan niikleik asit dizilislerini tantyan DNA
kesim enzimlerince spesifik olarak kesilmesi ve prob (sonda) DNA’nin melezlendigi
DNA etrafindaki farkli kesim yapilarinin saptanmasi esasina dayanir. Genomik
DNA’nin kesimi tipik olarak 4-6 niikleotid taniyan enzimlerce yapilir. Kesim
sonrasinda DNA bir jel destek sistemi i¢cinde elektroforeze tabi tutuldugunda tasidig:
negatif yiliklerden dolay1 pozitif yone dogru hareket edecektir. DNA’nin bu hareketi
kiitlesinin logaritmasiyla ters orantilidir. Yani kiigiik parcalar daha hizli hareket
edeceklerdir. Kesilen parcalar elektroforez sonucunda jel icinde biiytikliiklerine gore
siralanirlar. Bu siralanma sonrast DNA jel ortamdan daha kullanishh olan naylon
filtrelere tek iplik¢ik halinde Southern transfer metoduyla transfer edilir.

DNA’y1 jel lizerindeki dizilisinin ayn1 sekliyle tek iplik halinde tasiyan filtreler
tizerinde cesitli bicimlerde (cogunlukla radyoaktif 2p ve radyoaktif olmayan
chemiluminescent sistem ile) etiketlenmis ve tek iplik haline getirilmis prob DNA
uygulanir. Eger prob DNA ile filtredeki DNA komplementeri ise prob DNA
kendisine benzer dizilisi tasiyan parcanin lizerine yapisir. Karsilastirilan iki genotip
arasinda prob DNA’nin yapistig1 bolge etrafinda DNA kesim enziminin kesme motifi
bakimindan bir farklilik (polimorfizm) varsa probun yapistig1 parga biiytikligi iki
ebeveyn arasinda degisiklik gdosterecektir. Prob DNA iizerindeki etiketin
gozlenmesiyle iki ebeveyne ait DNA’lar birbirinden ayirt edilir. Bu ayirt etme bir
acilma populasyonunda yapildiginda agilim gosteren bireyler prob DNA’nin temsil
ettigi lokus bakimindan analiz edilmis olur.

RFLP markorleri esbaskin (ko-dominant) o6zelliktedirler (Bark ve Havey,
1995). Boylece heterozigot bireylerin de karakterize edilmesi miimkiin olmaktadir.
Polimorfizm oranlari ise orta diizeydedir.

RFLP markorlerinin en onemli dezavantajlar1 analizlerinin pahali olmasi,
fazlaca zaman ve isgilicii gerektirmesidir (Bretting ve Widrlechner 1995). RFLP
analizi i¢in fazla miktarda (10-20 pg) ve yiiksek kalitede DNA gereklidir.
Genomlarda az kopya olan dizilisler belli noktalarda kiimelendikleri i¢in RFLP
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markdrleri genom iizerinde rasgele dagilis gostermezler. Bu markoérlere dayal

haritalarda yaygin olarak biiyiik bosluklar goriilebilir (Walton, 1993).

RFLP tekniginin avantajlar

* Tiirler, cinsler hatta familyalar arasinda transferi miimkiindiir. Bu 6zelliklerinden
dolay1 bir bitki tiirtinde RFLP markorii bir kez haritalanirsa akraba olan bir¢ok bitki
sistemi i¢in o haritalama bolgesinde potansiyel bir markor bulunuyor demektir. Bu
olay birgok tahil {iriiniinde rutin hale gelmis durumdadir.

* Giivenilirdir. Farkli laboratuvarlarda ve farkli arastiricilar tarafindan ayn1 sonuclara
ulasilabilmektedir.

« RFLP markorleri kodominant oOzellikte olduklart i¢in heterozigotlarin
belirlenmesinde ve karakterizasyonlarinda kullanilmaktadirlar.

* Orta diizeyde polimorfizm gostermektedirler.

RFLP tekniginin dezavantajlar:

* Analizleri pahali, fazla zaman alic1 ve ¢ok fazla is giicti gerektirmektedir.

* Cogu durumlarda yaygin olarak radyoaktif etiketleme yontemi kullanilmaktadir.

* Yiiksek kalitede DNA’ya ihtiya¢ vardir (10-20 uM).

* Az kopya edilen dizilislerin genomlarda belli noktalarda kiimelenmelerinden dolay:
RFLP markorleri genom iizerinde rasgele dagilim gostermezler. Bu da haritalamay1
olumsuz yonde etkilemektedir. Ciinkii haritalarda biiyiikk bosluklar goriilebilir

(Watson ve ark., 1992, Yildirim ve Kandemir, 2001).

2.4.3.2. PCR’ a dayall DNA markorleri

PCR, hiicrede normal sartlar altinda gerceklesebilen dogal DNA
replikasyonunun laboratuvar sartlarinda 6zel cihazlar ‘termocycler’ yardimi ile
gerceklesmesi olayina denir. 1980’11 yillarin ortalarinda Cetus firmasi arastiricilar
tarafindan gelistirilmesinden sonra klonlama, dizi analizi ve DNA haritalamas1 gibi

temel molekiiler biyoloji aragtirmalarinda kullanilmaya baglanmistir.
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Botstein ve ark (1980)’na gore, PCR tekniginin ortaya koyulmasi ile RAPD
(rastgele cogaltilmis polimorfik DNA), SSR (basit tekrar dizileri), AFLP (¢cogaltilmis
parca uzunlugu polimorfizmi) markor sistemleri de gelistirilmistir.

PCR tekniginin hizli bir sekilde kabul gérmesinin sebebi onun basitligi,
kolaylig1 ve hizindan dolayidir (Kumar 1989).

PCR, ¢ift iplikli bir DNA molekiiliinde hedef dizilere oligoniikleotid primerin
baglanmas1 ve uzamasi esasina dayanir. Primerler, kalip DNA molekiilleri yiiksek
sicaklik derecelerinde  denatiire edildikten sonra, tek iplikli DNA molekiilleri
tizerinde kendilerine tamamlayict olan bdlgelere baglanirlar. Primerlerin hedef
bolgelere baglanmasi diigiik sicaklik derecelerinde gerceklesir. Reaksiyon ortaminda
ayrica pH’y1 ve tuz konsantrasyonunu optimum hale getiren tampon c¢ozelti,
polimeraz enziminin ihtiyagc duydugu MgCl, ve DNA iiretiminde kullanilacak
Adenin (A), Timin (T), Guanin (G), Sitozin (S) niikleotidlerinden her biri yeterli
miktarda bulunur. Polimeraz enzimi, baslatict DNA’nin bir kalip DNA iizerine
baglanmasindan sonra, onu 3’ ucundan 5°—3’ yoOniinde uzatmaya baslar ve kalip
DNA’nin aynisin iiretir. Bir PCR dongiisti, DNA ipliklerinin birbirinden ayrilarak
acilmasi  (denatiirasyon), primerin  baglanmas1  (baglanma), ve uzama
(polimerizasyon) olarak adlandirilan {i¢ asamadan olusur. Once 95 °C civarinda bir
sicaklik kullanimiyla kalip DNA’ nin ¢ift sarmal yapisi agilir ve DNA tek iplik haline
getirilir (denaturasyon). Sonra primerin niikleotid igerigine bagli olarak 30-60 °C
arasinda bir sicaklikta baslatictc DNA’nin kalip DNA’ya yapigmasi saglanir
(baglanma). Son olarak da 72 °C’de DNA iiretimi yapilir (polimerizasyon). Bu
adimlarin her birinde sadece 1-2 dakika kullanilir (Sekil 2.1). Bu {i¢ adim istege baglh
olarak defalarca (normalde yaklasik 30-45 defa) tekrarlanir ve DNA amplifikasyonu

tamamlanmis olur.
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Sekil 2.1. PCR’ 1n ¢alisma prensibi (Temizkan ve Arda, 2004)

Her PCR dongilisi DNA molekiilii lizerinde istenilen bolgenin iki katina
¢ikmasi ile sonuglanir. PCR boyunca biriken iiriinlerin boyu iki primerin boyu ve

hedef DNA bolgeleri arasindaki mesafelerin toplami kadardir.

Matematiksel olarak amplifikasyon (2" — 2n) X formiilii ile ifade eldir.
n = Dongu sayisi
2n = Birinci ve ikinci dongili sonucunda olusan boylari bilinmeyen iiriinler

X = Orijinal kalibin kopya sayist

Potansiyel olarak her dongiiniin %100 verimle gerceklestigi kabul edilirse,
ornegin 45 dongii sonrasinda 2% kat iriin meydana gelir. Ancak pratikte
amplifikasyon miktar1 bu oranin altinda gerceklesir.

PCR reaksiyonu ile hangi dizilis izerinde DNA iiretimi yapilacagini belirleyen
iki faktor vardir. Bunlardan en 6nemlisi baslatict DNA’nin kendi dizilisidir. Yeterli
uzunlukta spesifik dizilisler kullanilmasi durumunda genomun c¢ok spesifik bir
bolgesine ait DNA iretilir. Kisa ve rasgele diziliste baslaticilar kullanilma

durumunda ise rasgele bolgelere ait DNA iiretilir. DNA {iretiminin yapilacagi yeri
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belirleyen ikinci faktor baslatictc DNA’nin yapismasinin gerceklestirildigi sicaklik
derecesidir (Tn,= Temperature melting). Baslatictc DNA 30-40 °C gibi diisiik
sicakliklara inildiginde pek ¢ok yere kolayca yapisacagi i¢in pek ¢ok yere ait spesifik
olmayan DNA iiretimi yapilir. Yapisma sicakliginin yiiksek tutulmasiyla (55-60 °C)
ise baslatict DNA sadece spesifik bolgelere yapisir ve buradan iiretim yapar.

PCR teknigi gilinlimiizde bir¢ok farkli alanda yaygin olarak kullanilmaktadir.

Asagida PCR tekniginin baglica kullanim alanlar1 verilmistir.

PCR tekniginin bazi1 6nemli kullanim alanlar

» Tan1 ve Teshis

* Genetik Yapisi Degistirilen Bitki veya Mikroorganizmalarin Tespiti
* Molekiiler Klonlama (DNA Klonlamasi)

* DNA Baz Dizilislerinin Belirlenmesi

* Genetik Akrabalik ve Adli Tip Vakalarinin Tespiti

Farkli genotiplerde DNA dizilisinin farkli olmasi nedeniyle ayni primerlerin
kullanilmasi ile farkli DNA f{irtinleri elde edilir. Bu farkli iiretimler genetik markor
olarak kullanilmaktadir. Bu sekilde ¢ok degisik DNA markor tipleri gelistirilmistir.
Molekiiler genetik laboratuvarlarinda PCR kullanimina dayali SSR (basit tekrar
dizileri), AFLP (c¢ogaltilmis parca uzunlugu polimorfizmi), RAPD (rastgele
cogaltilmis polimorfik DNA) ve ISSR ( Inter Simple Sequence Repeat) gibi DNA
markorleri rutin bir sekilde basariyla kullanilmaktadir. Asagida SSR, RAPD, AFLP

ve ISSR markor teknikleri ile ilgili baz1 6zellikler verilmistir.

2.4.3.2.1. Basit tekrar dizileri (SSR)

SSR veya mikrosatelitler okaryotik genomlar boyunca dagilmis ve ardisik
olarak tekrarlanmakta olan 2-6 niikleotid gruplarindan olusmaktadir. Bu gruplar
ornegin (AT),, (GT),, (ATT),, (GACA),, seklinde gosterilmekte ve n ardisik tekrar

sayisini belirtmektedir.
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Mikrosatelitleri ¢evreleyen DNA dizileri genellikle ayni tiirlin bireyleri
arasinda korunmus olduklarindan, farkli genotiplerde cakisan SSR’larin PCR
primerleri ile cogaltilarak se¢imine izin vermektedir. Ardistk SSR tekrarlarinin
sayisindaki farklilik PCR sonucu farkli uzunlukta parga ¢ogaltimiyla sonuglanir. Bu
tekrarlar ¢ok yakin tiir ve cesitler arasinda dahi tekrarlanan {initelerin sayisinda
degisiklige yol acan mutasyonlar nedeni ile oldukca polimorfiktir (Gupta ve ark.
1994). SSR’lan cevreleyen korunmus DNA dizileri primer olarak kullanilarak PCR
metodu vasitasiyla bir lokustaki farkli alleller tespit edilebilir. Ancak bu metodun
kullanilabilmesi i¢in ilgili lokuslara ait primer sekanslarimin O6nceden bilinmesi
gerekir. Bu da olduk¢a zahmetli bir istir. Ancak kullanilacak primerler belirlendikten

sonra farkli arastirmacilar tarafindan rahatlikla kullanilabilmektedir.

SSR primerlerinin {iretiminde genel olarak ti¢ farkli yaklasim tercih edilmektedir.
Bunlar;

1. Genomik DNA kiitliphanelerinin SSR oligoniikleotidleri ile hibridizasyonu

yoluyla gézlenmesi,

2. DNA veri bankalarinda SSR’larin arastirilmasi,

3.Akraba bitki tiirlerinde gelistirilmis olan SSR-spesifik primerlerinin

kullanimidir (Zane ve ark., 2002).

SSR-spesifik primer ¢iftleri (ileri ve geri ¢alisan primerler) PCR ¢ogaltimi i¢in
mikrosatelitleri ¢gevreleyen diziler temel alinarak dizayn edilirler.

Mikrosatelitlerin en Onemli dezavantaji yeni markdr gelistirilmesinin
giicligiidiir. Yeni markor gelistirilmesi i¢in genomik DNA klonlarmin tekrarlanan
oligontikleotid 1igeren problarla melezlenme yoluyla bulunmasi, niikleotid
dizilislerinin belirlenmesi ve yan yana tekrarlanan yapilarin baslangic ve bitis
yerlerine 6zel baglatict DNA’lar gelistirilmesi gerekmektedir. Bu da oldukga isgiicii
gerektiren pahal1 bir islemdir.

SSR ilk olarak insanlarda tanimlanmig (Litt ve Luty, 1989; Weber ve May,
1989) ayni bulgular hizli bir sekilde memelilerden farelerde yapilan ¢aligmalar ile
bunu izlemis (Love ve ark., 1990) daha sonra domuzlarda (Johansson ve ark., 1992)

ve sigirlarda (Kemp ve ark.,, 1993) yapilan calismalarla devam etmistir. Bu
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potansiyel ile bitkilerde birgok tiir i¢in olduk¢a 6nemli olan bu markdrlerin basarili
olarak izole edilmesi ve uygulanmasi baglamistir.

SSR tekniginin bitkilerde genetik haritalama c¢aligmalarinda kullanimi
avantajlarindan 6tiirli her gegen giin artmaktadir. SSR’lar yiiksek oranda polimorfik
olduklarindan bitkilerde olduk¢a fazla bilgi vericidir. Ayrica esbaskin markor
vermesi ve PCR kolayligina sahip olmasi da kullanim oranini artirmaktadir.

Son yillarda diinya ¢apindaki bircok molekiiler genetik laboratuvarinda farkli
bitki tiirlerinde SSR’larin basarili bir sekilde kullanimi hizla artmistir. Ornegin;
soyafasiilyesi (Akkaya ve ark., 1992; Morgante ve Olivieri, 1993; Rongwen ve ark.,
1995; Diwan ve Creagan, 1997), bugday (Roder ve ark., 1995; Devos ve Gale., 1995;
Korzun ve ark., 1997; Stephenson ve ark., 1998; Dograr ve ark., 2000; Prasad ve
ark., 2000), yabani bugday (Pestsova ve ark., 2000), arpa (Liu ve ark., 1996), celtik
(Wu ve Tanksley, 1993; Zhao ve Kochert, 1993; Yang ve ark., 1994), misir (Senior
ve Heun, 1993; Taramino ve Tingey, 1996;), patates (Provan ve ark., 1996), ve

fasulye (Yu ve ark., 1999) ile yapilan bu calismalar buna 6rnek olarak gosterilebilir.

2.4.3.2.2. Rasgele ¢ogaltilmis DNA polimorfizmi (RAPD)

Uzunlugu 10 niikleotid olan baslatict (primer) DNA’lar kullanilarak genom
tizerinde rastgele bolgelerin DNA amplifikasyonu gerceklestirilmesi esasina dayali
bir yontemdir. Yalnizca bir tip primer kullanilir. Ancak, bunlar her iki DNA ipliginde
de 5'—3’ yoniinde ¢alisir. Dolayisiyla kullanilan primerin DNA iizerinde birbirine
yakin iki bolgeye yapisabildigi genom bolgelerinin amplifikasyonu yapilir.

PCR';m kesfi ile DNA polimorfizmini arastiran yeni markor sistemleri hemen
gelistirilmistir. Bunlardan biri olan RAPD markoérleri Williams ve ark., (1990) ve
Welsh ve Mc Clelland (1990) tarafindan; basit, kisa oligoniikleotid primerler
kullanilarak genomik DNA'nin tesadiifi olarak dagilmis bolgelerinin amplifikasyonu
olarak tanimlanmaktadir. Amplifikasyon iirlinleri agaroz veya poliakrilamid jel
elektroforezde ayrilabilir ve etidyum bromiir yada glimiis nitrat boyamasi ile
goriintlilenebilmektedir. RAPD teknigi markor teknolojisinde uygulanmasindaki

kolaylik, sentetik oligoniikleotidlerin ¢ok fazla sayida bulunmasi ve kolay olmasi,
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RFLP'nin tersine az miktarda ve diisiik kalitede DNA'ya gereksinim duyulmasi gibi
nedenlerden 6tiirii tercih edilen markorlerdir.

Devos ve Gale (1992), diger PCR esash teknikler gibi RAPD tekniginin de
haritalama ve karakterizasyon g¢alismalarinda daha az zamana, ¢alismaya ve gidere
gereksinim duyulmasi nedeniyle daha ¢ok tercih edildigini bildirmektedir. Ozellikle
RAPD yontemi ¢ok az bir kalip DNA’ya gereksinim duyulmasi sebebiyle tercih
edilmekte ve birgok bitki tiirlinde beklenilen diizeyde sonuglar da vermektedir.

Barriga ve ark. (1994), RAPD’in genetik belirleyici olarak kullanilabilmesi
amaciyla yaptiklar1 ¢aligmada optimize edilen reaksiyon kosullarinda tekrarlanabilir
amplifikasyon tiriinleri elde ettiklerini, bunu etkileyen faktorlerin ise DNA, Mg™ ve
dongiilerdeki yapisma (baglanma) ve uzama siireleri oldugunu belirtmislerdir

Lavi ve ark. (1994), RAPD markoérlerinin zaman ve maliyet yoniinden olumlu
olmasina ragmen, dominant markdr olmalar1 nedeni ile yorumlanmasinin zorlugu,
kompleks olmas1 ve kolaylikla tekrarlanamamasi dezavantajlarina sahip oldugunu
belitmislerdir. Hatta bazi durumlarda tekrarlanan biiylik bantlarin kullanildig:
durumlarda bile varyasyonun genetik yada degisik mikroorganizma kdokenli
kontaminasyon veya amplifikasyon sirasinda meydana gelen bir sorundan mi
kaynaklandiginin tespit edilememesinin bu markdrlerin  olumsuz yonlerinden
oldugunu bildirmislerdir.

Vos ve ark. (1995), RAPD-PCR metodunun prensiplerinden yararlanarak
AFLP metodunu gelistirmislerdir. AFLP tekniginin tekrarlanabilirligi ve
polimorfizm diizeyi RAPD-PCR metoduna goére daha yiiksektir. RAPD-PCR
metodunun, genetik varyasyonun arastirilmasinda, bitkilerin genetik haritalarin
¢ikarilmasinda ve markor yardimiyla seleksiyonda yogun olarak kullanilmasinin
nedeni, metodun diger molekiiler metotlara gore daha ucuz, daha az DNA

gerektirmesi ve otomasyona uygun olmasindandir.

RAPD tekniginin avantajlari:
* Cabuk sonug vermesi, ucuz olmasi ve az ig giicli gerektirmesi,
* Az miktarda DNA’nin yeterli olmasi1 ve

* Polimorfizm oraninin yiiksek olmasi.
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RAPD tekniginin dezavantajlari:

* Giivenilirliginin sinirl olmasi,

* Farkli laboratuvarlarda farkli sonuglar hatta bir “termocycler’’ cihazindan digerine
farkli sonug verebilmesi,

* Dominant markér olmasit ve bu yolla elde edilen markorlerin diger haritalara

transferde yasanan zorluklardir.

Son yillarda diinya ¢apindaki bircok molekiiler genetik laboratuvarinda farkl
bitki tiirlerinde RAPD tekniginin basarili bir sekilde kullanilmaktadir. Ornegin;
nohut (Hajj ve ark., 1996; Banerjee ve ark., 1999; Banerjee ve ark., 2001), yabani
nohut (Ahmad, 1999; Iruela ve ve ark., 2002; Sudupak ve ark., 2002), bugday (Devos
ve Gale., 1992; Sun ve ark., 1998; Weng ve ark., 2000; Mukhtar ve ark., 2002;
Bhutta ve ark., 2006), celtik (Yu ve Nguyan, 1994; Suh ve ark., 1997; Ge ve ark.,
1999; Ravi ve ark., 2003; Fukuoka ve ark., 2006), arpa (Tinker ve ark., 1993; Bustos
ve ark., 1998; Albayrak ve Goziikirmizi, 1999; Terzi ve ark., 2001; Todorovska ve
ark., 2003), fasulye (Tiwari ve ark., 2005), misir (Osipova ve ark., 2001); lahana
(Mergale ve ark., 1995), patates (Hu ve ark., 1991; Demeke ve ark., 1996; Alfonso
ve ark., 2000; Chakrabarti ve ark., 2001; Sun ve ark., 2003), susam (Sengi¢ek, 2000;
Ercan ve ark., 2004)

Bhutta ve ark. (2006), Pakistan kaynakli ekmeklik bugdayindan (7riticum
aestivum L.) 10 genotipte 277 birey arasindaki genetik cesitliligi ve akrabaligi RAPD
markorlerini kullanarak incelemislerdir. 25 primer ile 84 adedi ( %44.64) polimorfik
olan toplam 190 bant iiretmislerdir. Populasyon i¢indeki genetik varyasyonun %83
ila %93 arasinda oldugu bildirilmistir. Bu sonucglara goére arastiricilar RAPD
markorlerinin bugday genotiplerinin gruplandirilmasinda ve karakterizasyonunda
kullanilabilecegini ve markor sisteminin gelecege ait bugday islah programlarinda
yardimci olacagimi belirtmislerdir.

Tiwari ve ark. (2005), Himalaya merkezli 99 fasulye germplazmin genetik
cesitliligini  RAPD markorleri ile arastirmislardir. Elde edilen 112 polimorfik bant
neticesinde 99 germplazm 12 kola ayrilarak gruplandirilmistir. Her bir koldaki

aksesyon Orneklerinin morfolojik ve yetisme yiikseltilerine goére yapilan
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gruplandirilmalariyla herhangi bir korelasyon gostermedikleri arastiricilar tarafindan
bildirilmistir.

Ravi ve ark. (2003), tiirler arasindaki akrabaligi degerlendirebilmek icin RAPD
ve SSR markor tekniklerini kiyaslamali olarak kullanmiglardir. Calismalarinda
kiiltiirti yapilan 40 ve yabani 5 ¢eltik (Oryza sativa L.) varyetesini 36 RAPD ve 38
SSR mark®érii kullanarak genetik akrabalik bakimindan incelemislerdir. Uretilen 499
RAPD bandmin %901 polimorfik olarak gdzlenmistir. Istatistiki analizler
neticesinde RAPD ve SSR markor teknikleri korelasyonunun Mantel Matrix testine
gore beklenen en diisilk deger olan 0.800’ln altinda ¢ikarak 0.582 oldugunu
bildirmislerdir. RAPD teknigine gére SSR sonuclarinin genetik akrabaligin tespitinde
daha dogru bilgiler verdigi arastiricilar tarafindan belirtilmistir.

Sudupak ve ark. (2002), Tirkiye’deki yasayan Cicer cinsine ait tiirlerin
filogenetik iliskisini incelemek i¢in 50 RAPD primerinden 7 tanesinin iirettigi 95
bandi kullanmislardir. Bu bantlarm 92’si polimorfik sonu¢ vermistir. Uretilen
dendogramda iki ana kol olugsmus ve ilk kolda 4 ¢ok yillik Cicer tiirii (C. montbretii,
C. insicum, C. isauricum, C. anatolicum), diger kol ise kendi arasinda iki kiime
olusturarak, ilk kiimede tek yillik tiirler C. judaicum, C. bijugum ve C. pinnatifidum
yer almustir. Ikinci kiimede ise C. reticulatum, C. echinospermum ve C. arietinum
birlikte yer almislardir. Calismalarinin neticesinde arastiricilar, RAPD tekniginin
Cicer cinsinin taksonomisinin olusturulmasinda ve tiirler arasindaki genetik ¢esitlilik
ve akrabaligin belirlenmesinde etkili oldugunu bildirmislerdir.

Sencicek (2000), susamda fenotipik olarak farkli 52 populasyon arasindaki
morfolojik ve genetik farkliligi tespit etmek i¢in 13 farkli morfolojik karakter
kullanarak 38 populasyona kadar indirmis olup, bunlari da RAPD markdrleri
kullanarak degerlendirmistir. Morfolojik markorler ile olusturulan dendogram RAPD
markorleri ile olusturulan dendogramla karsilastirilinca RAPD markdrlerinin daha
giivenilir sonuglar verdigini bildirmistir.

Albayrak ve Gozikirmizt (1999), Tirkiye kokenli yabani arpa hatlar
(Hordeum murinum, H. bulbosum ve H. vulgare spontaneum) arasindaki cesitliligi
molekiiler diizeyde RAPD teknigini kullanarak karsilastirmali olarak arastirmislardir.
Kullanilan 23 hat arasindaki polimorfizm orani ¢iftler halinde karsilastirmali olarak

tayin edilmis ve en yiiksek polimorfizm orant %60 olarak 40659 ile 49047 no’lu
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yabani arpa hatlar1 arasinda bulunurken en diisiik polimorfizm orani ise %0.3 olarak
50327 ile 50354, ve 48101 ile 50365 no’lu yabani arpa hatlar1 arasinda bulunmustur.
Elde edilen sonuglar ile yabani arpa hatlarinda mevcut olan ekonomik éneme sahip
karakterlerin (hastaliklara, kuraklia direnglilik vb.) se¢ilmesinde RAPD
markdrlerinin kullanilabilecegi tespit edilmistir.

Demeke ve ark. (1996), iclerinde kardes olan ve hi¢bir akrabaligi olmayan 28
patates  genotipinde = RAPD  prosediiriinii  kullanarak  genetik  iliskiyi
degerlendirmislerdir. Toplam 12 RAPD primeri, uzunluklar1 490 ila 3200 bg arasinda
degisen 158 bant iiretmistir. Benzerlik ve Principle Coordinate Analysis (PCoA)
yontemleri ile yapilan analizler ile kardesler arasindaki akrabaligin beklenene yakin
oldugu belirlenmistir. Bununla beraber, arastiricilar akraba olan varyetelerin markor
tekniklerle farkli genetik yapiya sahip olabileceklerinin tespit edilebilecegini
bildirmisleridir. Arastiricilar, RAPD analizlerinin bilinen morfolojik bilgilerle
birlikte varyeteler arasinda genetik farkliliklarin degerlendirilmesinde, yalnizca
morfolojik bilgileri ile yapilan degerlendirmelerden c¢ok daha etkili oldugunun
caligmalarinin sonuglarinin bunu destekledigini bildirmislerdir.

Mergale ve ark. (1995), 24 karnabahar, 24 lahana ve 48 karalahana
populasyonunda sirasiyla 62, 10 ve 89 RAPD primeri kullanmiglardir. Her
aksesyondan 40 tane tohum kullanilarak bulk hazirlanmistir. PAUP genetik akrabalik
paketini kullanarak gruplar arasindaki genetik iliskiyi morfolojik ve agronomik
bilgilerle kiyaslamayir amaclayan arastiricilar, yetistiriciler tarafindan ekimi ig¢in
siddetle elenen ve morfolojik farkliliklara sahip karnabahar ve lahana
populasyonlarimin  RAPD  markorlerine  gére aymi  gruplarda yer aldigimi
bildirmislerdir. Karalahana homojen bir grup olusturmustur. Arastiricilar
calismalarinin  neticesinde, RAPD  markoérlerinin - populasyonlarin  genetik
cesitliliginin tespitinde hizli bir sekilde bilgi veren bir teknik oldugunu
bildirmislerdir. Ayrica kendine ddllenen (otogam, yazlik karnabahar gibi) veya
yabani dollenen (allogam kislik karnabahar gibi) populasyonlar ile populasyon ici
(lahana gibi) ¢esitliligin de RAPD markor teknigi kullanilarak gozlemlenebilecegini
bildirmislerdir
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2.4.3.2.3. Cogaltilmis parca uzunlugu polimorfizmi (AFLP )

AFLP teknigi RAPD tekniginin dezavantajlarin1  gidermek iizere
gelistirilmistir. Bu teknikte genomik DNA Once birisi alt1, digeri dort taban taniyan
iki kesim enzimi tarafindan kesilir. Kesilen parcalarin uglarina niikleotid dizilisi
sentetik olan DNA’lar eklenir. Eklenen sentetik DNA’nin niikleotid dizilisini de
tagtyan baslatict DNA’lar (primerler) kullanimiyla nispeten spesifik DNA cogaltimi
yapilir. Bu ¢ogaltma iki asamada gerceklestirilir. ilk asamada, her iki uctan DNA
kesim enzimlerinin tanidig1 diziden sonraki ilk niikleotide goére segici gogaltimin
yapildigr on iiretim yapilir. Asil iretimde on {iretimde elde edilen parcalarin
kullanimiyla kesim enzimi tanima yerinden sonraki ikinci ve lgiincii niikleotidler
i¢in segici Uretim yapilir. Biitiin baglaticilar sentetik uglarin niikleotid dizilisini de
tasidig1 icin iiretim oldukga spesifik sartlarda yapilmis olur (Zabeau 1993). Uretilen
parcaciklar bir baz uzunlugu farklarini dahi ayirt edebilen poliakrilamid jel (dizileme
/ sekanslama jeli) lizerinde hareket ettirilerek farkli genotiplere ait farklilik gosteren
parcaciklar tespit edilir.

Teknigin polimorfizm orami ¢ok yiiksektir. Masraf, isgilicii gereksinimi ve
giivenilirligi RAPD ve RFLP arasinda yer almaktadir. Cok sayida lokusu ayni anda
ve etkili bir sekilde taramasi nedeniyle parmakizi analizine ¢ok uygundur. AFLP
tekniginin 6nemli dezavantajlar1 arasinda cogunlukla dominant markorler vermesi ve
farklr genetik haritalar arasinda transferinin gii¢ olmasi gelmektedir (Walton 1993).
AFLP ile elde edilen markorler, kullanilan 6-niikleotidi taniyan kesim enziminin
ozelligine gore farkli genom dagilis1 gosterirler. Genomun ¢ok kopya olan ve
metillenmis sitozin tasiyan kisimlarimi kesmeyen Pstl enzimi kullanimiyla elde
edilen markorler ¢ogunlukla genomun az kopyali bélgelerini temsil ederken,
metillenmeye hassas olmayan EcoRI enzimi kullanilmiyla elde edilen markorler
tekrarlanan DNA’larca zengin bolgeleri temsil etmektedir.

Russel ve ark. (1997), kiiltiirii yapilan 18 arpada genetik varyasyonu belirlemek
icin RFLP, AFLP, RAPD ve SSR gibi molekiiler teknikler kullanmislardir. Bu dort
markdr tipinin de polimorfizmi belirlemede farkli etkilerinin oldugu tespit edilmistir.
AFLP ve RFLP’nin sonuglar1 birbirlerine benzerlik gdstermesine ragmen SSR diisiik,

RAPD ise daha diisiik sonug vermistir.
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Sudupak ve ark., (2004) Tirkiye’ de yetisen tek ve ¢ok yillik Cicer tiirlerinin
genetik akrabaligini tespit etmek i¢cin AFLP tekniginden yararlanmiglardir. Cok yillik
4 ve tek yillik 6 tlirden toplam 47 aksesyon kullanilarak 306 AFLP bandi elde
edilmistir. AFLP tabanli gruplandirmada iki ana grup elde edilmis ve birinci grupta
cok yillik 3 tiir olan C. montbretii, C. isauricum and C. anatolicum, ikinci grup ise
iki alt kola ayrilarak ilk kolda ¢ok yillik tiir olan C. incisum ve 3 tek yillik tiirler olan
C. pinnatifidum, C. judaicum ve C. bijugum godzlenmis ve ikinci alt kolda ise kalan
tek yillik 3 tiir C. echinospermum, C. reticulatum ve C. arietinum tespit edilmistir.
AFLP tabanli genetik akrabalik iligkilendirmesinde C. insicum tek yillik tiirlere en
yakin ¢ok yillik tiir ve C. reticulatum da C. arietinum’a en yakin yabani tiir olarak
tespit edilmistir. Calismalar daha 6nce allozimler ve RAPD ile yapilan ¢alismalara
paralel c¢ikmistir. Arastiricilar, AFLP tekniginin yabani Cicer tiirlerinin kiiltiir
nohutuna olan yakinliginin belirlenmesinde ve nohutun ilk kiiltiire alindig1 yerin
Tiirkiye’nin giiney dogusu oldugunun anlagilmasinda etkili bir teknik oldugunu
belirtmislerdir.

Shan ve ark., (2005), potansiyel olarak, kiiltiir nohutu olan Cicer arietinum’un
gelistirilmesinde gen kaynagi olabilecek C. reticulatum, C. echinospermum, C.
bijugum, C. pinnatifidum, C. cuneatum ve C. yamashitae tiirleri ile AFLP teknigini
kullanarak bunlar arasindaki genetik iliskiyi ve cografik dagilimi incelemeyi
amaglamislardir. 146 yabani tek yillik aksesyon 455 AFLP markor ile filogenetik
analizlere tabii tutularak kiiltiir nohutu i¢in gen kaynagi olabilecek birincil, ikincil, ve
liclinclil gen havuzlan tespit edilmeye calisilmistir. En fazla genetik c¢esitlilik
Tiirkiye nin gliney dogusunda yetisen C. reticulatum, C. echinospermum, C bijugum
ve C. pinnatifidum tiirlerinde goriiliirken Filistin, C. judaicum’un gen merkezi olarak

tespit edilmistir.

AFLP tekniginin avantajlar

* RAPD’den yavas RFLP’den hizlidir.

*» Masraf, is giicii ve gilivenirlik acisindan RAPD ve RFLP arasindadir.

* Cok sayida ayni anda etkili bir sekilde tarama yapmasi nedeni ile parmak izi
analizine ¢cok uygundur.

* Sayilar1 RAPD ve RFLP’den daha fazladir.
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* Genomik DNA’nin bilinmesine gerek yoktur.
* Polimorfizm orani ¢ok ytiksektir.

* Bu 6zelliklerinden dolay1r otomasyona uygundur.

AFLP tekniginin dezavantajlar
* Cogunlukla dominant markor verirler. Ancak son zamanlarda kodominant
markorde verdigi bildirilmistir.

* Farkli genetik haritalar arasinda transferleri giigtiir.

2.4.3.2.4. Inter simple sequence repeat (ISSR)

ISSR yontemi, okaryotik genomlarda tekrar eden 2, 3, 4, 5 gibi niikleotid
birimlerinin lokustan bagimsiz bir sekilde genomda rasgele dagilimlarini esas alan
ancak RAPD yontemine gore ¢ok daha hassas ve tekrarlanabilirligi yiiksek olan bir
yontem olarak 6ne ¢ikmaktadir.

Reddy ve ark. (2002), ISSR markdrlerinin genetik ¢esitliligin belirlenmesinde,
filogenetik calismalarda, genom haritalarinin  olusturulmasinda ve evrim
biyolojisinde bir¢ok tarla bitkisinde uygulanabilecek yararli bir teknik oldugunu
bildirmislerdir.

RAPD markorleri gibi ISSR markorleri de kullanimi hizli, uygulanmasi kolay
fakat primerleri daha uzun olduklarindan giivenilirlikleri ise fazladir (Bornet ve
Branchard, 2001).

Gilbert ve ark. (1999), calismalarinda 10 ISSR primeri kullanarak 37 liipen
aksesyonunun genetik akrabaliklarini ortaya koymuslardir. Benzer sekilde, Prevost
ve Wilkinson (1999), ekimi yapilan 34 patates aksesyonunu 4 primerle, Lanham ve
Brennan (1998) ise 3 primerle 16 frenkiiziimii genotipinin genetik akrabaliklarini
ortaya koymuslardir. Yeterli bilgi sunan ISSR primerlerini kullanmak diisiik bir
maliyet, zamandan tasarruf ve genetik analizlerde kolaylik saglamaktadir (Reddy ve
ark., 2002).

Wang ve ark. (1998), ISSR markorlerinin Mendel kalitimina uygun olarak
dominant markdrler verdigini, bununla beraber kimi durumlarda homozigot ve

heterozigotlugun tanimlanmasinda kodominant olduklarini bildirmislerdir.
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RAPD markorlerinin diisiik tiretkenligi, AFLP markorlerinin yiiksek maliyeti
ve primer sentezlenebilmesi i¢in sekans bilgisinin gerektigi SSR markorleri, bir ¢ok
calismada onemli kisitlamalar olusturmaktadir. ISSR markoérleri bu kisitlamalarin
birgogunun tiistesinden gelinmesinde énemli bir tekniktir. (Zietkiewicz ve ark., 1994).

Son yillarda diinya ¢apindaki bircok molekiiler genetik laboratuvarinda farkli
bitki tiirlerinde ISSR’larin basarili bir sekilde kullanimi hizla artmistir. Ornegin;
misir (Kantety ve ark., 1995; Pejic ve ark., 1998; Osipova ve ark., 2003), bugday
(Nagaoka ve Ogihara, 1997), patates (Prevost ve Wilkinson, 1999), celtik (Blair ve
ark., 1999; Joshi ve ark., 2000; Qian ve ark., 2001), fasulye (M’etais ve ark., 2000;
Galvan ve ark., 2003; Marotti ve ark., 2006), arpa (Fernandez ve ark., 2002; Hou ve
ark., 2005), nohut (Iruela ve ark., 2002; Rajesh ve ark., 2002; Sudupak, 2004),
cavdar (Matos ve ark, 2001), bezelye (Kuznetsova ve ark., 2005), ¢ilek (Arnau ve
ark., 2003), mercimek (Duran ve ark., 2004).

Hou ve ark. (2005), 46 arpa aksesyonunda genetik cesitliligi degerlendirmek
icin RAPD ve ISSR markorlerini kullanmislardir. RAPD analizlerinde 109 banttan
84 adedi (%77.06) polimorfik bulunmustur. ISSR analizlerinde 107 banttan 105’1
polimorfik ¢ikmistir. Sonucglara gére ISSR markorlerinin arpada genetik cesitliligin
tespitinde daha etkili oldugunu bildirmislerdir. Her iki genetik benzerlik bilgileri
arasinda zayif bir korelasyon (r=0.113) goézlenmis bunun da genetik benzerligi
tespitte her iki markor sisteminin paralel olmadigini ortaya koydugunu arastiricilar
dile getirmislerdir.

Sudupak (2004), iki ¢ok yillik ve sekiz tek yillik Cicer tiirii arasindaki genetik
benzerlik ve akrabalig1 belirlemek i¢in 6 ISSR primeri kullanmistir. Elde edilen 150
ISSR bant1 neticesinde ¢ok yillik bir tiir olan C. insicum’un tek yillik tiirlerden C.
judaicum, C. bijugum ve C. pinnatifidum’un olusturdugu kiimeye yakin oldugunu
bildirmistir. Ayrica C. reticulatum tiirii de kiiltiir nohutu C. arietinum’a en yakin tiir
olarak belirlenmistir. Arastirici, ISSR tekniginin Cicer tiirlerinin genetik akrabalik ve
benzerliginin belirlenmesinde giivenilir, hizli ve ucuz bir teknik oldugunu
bildirmistir.

ISSR tekniginin, ¢ilek varyetelerinin tanimlanmasinda yararl olan basit, hizli,

ucuz ve yiiksek bir giivenirlige sahip oldugu belirtilmistir (Arnau ve ark., 2003).
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Duran ve ark. (2004), mercimeklerin (Lens) genetik haritasinin ¢ikarilmasi igin
AFLP, SSR, RAPD ve ISSR markérlerini kullanmiglardir. Calismalarinin neticesinde
arastiricilar ISSR markorlerinin Lens cinsinin genetik haritasinin ¢ikarilmasinda
yiiksek potansiyele sahip araglar olduklarini belirtmislerdir

Galvan ve ark. (2003), Arjantin’de yetistirilen 10 ve Fransa’dan toplanan 3
fasulye (Phaseolus vulgaris L.) aksesyonunu ISSR markorlerini kullanarak bunlarin
gen havuzlar1 ve kokenleri hakkinda bilgi elde etmek i¢in analiz etmislerdir. Daha
onceki RAPD analizleri ile kiyaslamaya tabii tuttuklarinda, arastiricilar ISSR
markdrlerinin fasulyelerin gen havuzlar1 ve kokenleri hakkinda bilgi elde etmede
daha faydali araglar olduklarini bildirmislerdir.

Matos ve ark. (2001), Kuzey Portekiz ve Brezilya topraklarinda yetisen 10
cavdar populasyonunun genetik akrabaliklarim1i 20 izozim, ve toplam 511 PCR
markorii (342 ISSR, 169 RAPD) ile analiz etmislerdir. RAPD ve ISSR analizleri her
populasyondan 25 bitki karistirilarak yapilmistir. RAPD ve ISSR analizleri bilinen
soyagact bilgileriyle uyumlu c¢ikmistir. Kuzey Portekiz ciftcileri tarafindan ekimi
yapilan cavdarlar ayn1 grupta yer alirken C902591 (Brezilya kokenli), Alvioo
(sentetik bir varyete) ve Larouca (Montanegre ve Brezilya varyeteleri melezi) farkli
gruplar olusturmugslardir. Arastiricilar RAPD ve ISSR markdrlerinin bilinen soyagaci
bilgilerine iliskin polimorfik belirleyiciler tiretmede hizli bir metot oldugunu
bildirmislerdir.

Qian ve ark. (2001), Oryza granulata tiriine ait Cin’in 2 bolgesinden bes
populasyonda RAPD ve ISSR markoérlerini genetik cesitliligi  belirlemek ig¢in
kullanmiglardir. 20 RAPD primeri 199 bant iiretirken bunlarin 61’1 (%30.65)
polimorfik ve 12 ISSR primeri 113 bant vermis ve bunlarin 52’si (%46.02)
polimorfik olarak belirlenmistir. Hem RAPD hem de ISSR markoérleri yabani O.
granulata populasyonlar1 arasinda ¢ok az bir genetik ¢esitlilik oldugunu agiga
cikarmigtir. Arastiricilar, ISSR markorlerinin RAPD markorlerine gore daha fazla
polimorfik bant irettigini, bunun da ISSR markoérlerinin - polimorfizm
aragtirmalarinda ve amplifikasyon iiretkenliginde RAPD markorlerine gore daha
etkili olduklarini agiklamiglardir.

Prevost ve Wilkinson (1999), kiiltiirii yapilan patateslerin ticari kaygilardan ve

hizli, giivenilir bir bi¢cimde c¢ok sayidaki genotipi ayirt edebilecek parmakizi
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yontemlerinin zorluguna dikkat ¢ekerek, ekimi yapilan 34 patates aksesyonunu 4
ISSR primeri kullanarak parmakizi analizlerini yapmislardir. Sonugta arastiricilar,
ISSR markérlerinin hizli, giivenilir, ucuz ve DNA parmakizi analizlerinde rutin
kullanilabilecek bilgiler verdigini agiklamiglardir.

Nagaoka ve Ogihara (1997), diploid, tetraploid ve hekzaploid tiyelerini igeren
6 bugday aksesyonu ile ISSR markorlerini ¢aligmislardir. Kullanilan 100 primerden
33 tanesi bant {iretmistir. Ayrica bant iireten primerlerin (33 banttan 30’u) cogunlugu
iki niikleotid tekrarli olmus bunun yaninda ii¢, dort ve bes niikleotid tekrarh
primerler de bant iiretmislerdir. (AC), tekrarli niikleotitler en fazla polimorfik bant
tiretmislerdir. Elde edilen 224 banttan 120°si polimorfik olarak goézlenmistir. ISSR
triinlerinin ¢ogu zaman verdikleri bilgilerin RAPD markérlerden daha fazla
oldugunu agiklanmistir. Arastirmacilar, ISSR ile yapilan genetik akrabalik ve
cesitlilik sonuglarinin RAPD ve RFLP ile yapilan sonuglarla ayni olduklarini ve
ISSR  markorlerinin - genotiplerde kullanim  giivenirliliginin  yiiksek oldugunu
bildirilmistir.

Kantety ve ark. (1995), misir’da yaptiklar1 calismada 19 popcorn ve 8 atdisi
(dentcorn) bitkisinde toplam 54 ISSR bant1 elde etmislerdir. ki ve 3 niikleotid
tekrarli 10 ISSR primeri musir bitkileri arasinda %73 ila %87 oraninda polimorfizm
vermigstir. ISSR uygulamalarinin basit, ucuz ve zaman sarfin1 6nleyen ayrica bunlarin
yaninda polimorfik bant veren bir yontem oldugu belirtilmistir. Bu nedenle ISSR
tekniginin tiirlerin polimorfik potansiyellerinin tanimlanmasinda kullanilarak DNA

markdr tabanli bitki 1slah yaklagimlarinda kullanilabilecegi bildirilmistir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Bu calismada, Cicer cinsine ait 7 tek yillik tiirden toplam 22 aksesyon
kullanilmistir. Bunlar; 1 aksesyon Cicer yamashitae Kitam., 4 aksesyon Cicer
judaicum Boiss., 2 aksesyon Cicer bijugum K. H. Rech., 5 aksesyon Cicer
pinnatifidum Jaub. ve Spach., 3 aksesyon Cicer echinospermum P. H. Davis, 3
aksesyon Cicer reticulatum Ladiz. ve 4 aksesyon Cicer arietinum’ dan olugsmaktadir.
Yirmi iki aksesyondan elimizde bulunan tohumlarin yeterlilik durumlarina gore kimi
aksesyonlardan birden fazla genotip kullanilmis ve toplamda 37 genotip calismada
incelenmistir (Cizelge 3.1).

Calismada kullanilan bitkilerin tohumlar1 (Sekil 3.1), Ege Tarimsal Arastirma
Enstitiisii Menemen-izmir ve ICARDA (International Center for Agricultural

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

Sekil 3.1 Calismada kullanilan Cicer tiirleri tohumlari. C. yamashitae (1), C.
judaicum (2), C. bijugum (3), C. pinnatifidum (4), C. echinospermum (5),
C. reticulatum (6), C. arietinum (7)
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Cizelge 3.1. Calismada kullanilan Cicer tiirleri, aksesyon numaralart ve kaynak

tilkeleri
Sira no Tiir ad1 Aksesyon no Kaynak iilke
1 Cicer yamashitae ILWC3 (1) Afganistan
2 Cicer judaicum ILWC31 (1) Urdiin
3 Cicer judaicum ILWC93 (1 Etiyopya
4 Cicer judaicum ILWC17 (1) Suriye
5 Cicer judaicum ILWC54 (1) Afganistan
6 Cicer bijugum ILWC277 (1) Suriye
7 Cicer bijugum ILWC277 (2) Suriye
8 Cicer bijugum ILWC7 (1) Tiirkiye
9 Cicer bijugum ILWC7 (2) Tiirkiye
10 Cicer pinnatifidum ILWC96 (1) Filistin
11 Cicer pinnatifidum ILWC96 (2) Filistin
12 Cicer pinnatifidum ILWC60 (1) Liibnan
13 Cicer pinnatifidum ILWC92 (1) Etiyopya
14 Cicer pinnatifidum ILWC49 (1) Suriye
15 Cicer pinnatifidum TR47746 (1) Elazig/tiirkiye
16 Cicer echinospermum ILWC35 (1) Tiirkiye
17 Cicer echinospermum ILWC35 (2) Tiirkiye
18 Cicer echinospermum ILWC35 (3) Tiirkiye
19 Cicer echinospermum ILWCO (1) Tiirkiye
20 Cicer echinospermum ILWCO (2) Tiirkiye
21 Cicer echinospermum ILWCO (3) Tiirkiye
22 Cicer echinospermum TR47740 (1) Sanlwrfa/Tirkiye
23 Cicer echinospermum TR47740 (2) Sanlwrfa/Tiirkiye
24 Cicer echinospermum TR47740 (3) Sanlwrfa/Tirkiye
25 Cicer reticulatum ILWC247 (1) Tiirkiye
26 Cicer reticulatum ILWC247(2) Tiirkiye
27 Cicer reticulatum ILWC290 (1) Tiirkiye
28 Cicer reticulatum ILWC290 (2) Tiirkiye
29 Cicer reticulatum ILWC290 (3) Tiirkiye
30 Cicer reticulatum ILWC290 (4) Tiirkiye
31 Cicer reticulatum TR39221 (1) Mardin/tiirkiye
32 Cicer reticulatum TR39221 (2) Mardin/tiirkiye
33 Cicer reticulatum TR39221 (3) Mardin/tiirkiye
34 Cicer arietinum TR42274 (1) Elazig/tiirkiye
35 Cicer arietinum TR40242 (1) Diyarbakir/Tuirkiye
36 Cicer arietinum TR47618 (1) Amasya/tiirkiye
37 Cicer arietinum TR47390 (1) Gaziantep/Turkiye
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3.2. Metot
3.2.1. Bitki Materyalinin Temini

Bitki materyalinin molekiiler ¢alismalarda kullanilabilmesi icin taze ve geng
yapraklarindan DNA izolasyonunun yapilmasi gereklidir. Tohumlar saksilarda; 1s1,
151k ve nispi nemi bilgisayar kontrollii Selcuk Universitesi Ziraat Fakiiltesi’ne ait tam
kontrollii serada ¢imlendirilmistir. Aragtirmanin yiriitiildiigii serada vejetasyon
siiresi boyunca giindiizleri sera i¢i sicakligin 26+2 °C, solar radyasyon 1600+50
keal/m® ve nispi nemin %6545 olmasi saptanmistir. Shan ve ark. (2005), once 2-3
glin petride ¢imlendirdikleri tohumlar1 daha sonra sicakligi 22/18 °C arasinda olan
serada bulunan saksilara almiglardir. Denememizde ise tohumlar serada saksilara
ekilerek ¢imlendirilmis olup laboratuvarda 6n bir ¢imlendirmeye gerek kalmamistir
(Sekil 3.2). Cicer cinsine ait 7 tirde ¢imlendirme ve bitki gelisimi

gergeklestirilmistir.

Sekil 3.2. Caligmada kullanilan materyale ait 6rnekler
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Serada yetistirilen bitki drneklerinden ¢ikistan itibaren 14. gilinde bitkilerin
geng yapraklarindan DNA izolasyonu i¢in Ornekler alinarak sivi azot ile sok

dondurma sonrasinda -80 derecelik ultra-derin dondurucuya konulmustur.
3.2.2. DNA izolasyonu ve saflastiriimasi

Bitkideki DNA igeriginin zarar gormemesi igin -80 °C ‘de saklanan 6rnekler
ayr1 ayri sivi azot i¢inde toz haline getirilip, DNA izolasyonu i¢in 2XCTAB (cetil
three metil amonyum bromid) yontemi (Hulbert ve Bennetzen, 1991) uygulanmistir.

2XCTAB metodunda kullanilan ekstraksiyon ¢ozeltisi asagidaki gibi hazirlanmistir:

Cizelge 3.2. 2XCTAB soliisyonu bilesenleri

2X CTAB (Cozeltisinin Hazirlanmasi (125 ml)

NaCl 1023 g
Tris 1M (pH=8) 12.5¢g
CTAB (cetil three metil amonyum bromid) 2.5¢
EDTA (0.5 M) 5.0 ml
Sodyum bisiilfit 0.63 g

Soliisyonun son hacmi deiyonize su ile 125 ml’ye tamamlanmistir. 2XCTAB
soliisyonu hazirlandiktan sonra izolasyonda kullanilmadan hemen once %l
hacim/hacim olacak sekilde B-mercaptoethanol ile karistirtlmistir (Ornegin: 25 ml
CTAB ile 250 pl mercaptoethanol). Daha sonra DNA izolasyonu prosediiriine devam
edilerek izolasyona baglanmistir.

Izolasyon asamalar1 asagida verilmistir:

e - 80 °C’de saklanan bitki drnekleri, erimemeleri igin s1v1 azot i¢ine atilmistir.
e Ornekler s1vi N, ile sogutulmus steril havan igine alindiktan sonra siv1 azotta un

haline gelinceye kadar bir topuz yardimiyla ezilmistir.
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Toz haline gelen ornekler 2 ml’lik Eppendorf santrifiij tiiplerine alinarak
tizerlerine 750 pl 2XCTAB B-mercaptoethanol ¢ézeltisinden ilave edilmistir.
Ornekler agizlar1 parafilmle kapatilarak 65 derecelik blok 1siticida, her birkag
dakikada bir ¢evrilerek, 30 dk siireyle bekletilmistir.

Isiticidan ¢ikarilan Orneklerin iizerine 750 pl kloroform:izoamiloalkol (24:1)
ilave edilmistir.

Tiipler santrifiij cihazina alinarak 25 °C’de, 7000 rpm’de 5 dk siireyle santrifiije
tabii tutulmustur.

Santrifiijden ¢ikarilan 6rneklerde olusan iist faz pipetman yardimiyla dikkatlice
alinarak yeni bir 1.5 ml’lik eppendorf santrifiij tiipline alinmstir.

[lk tiiplere 300 pl kloroform:izoamiloalkol (24:1) ilave edilerek 15000 rpm’de 5
dk siireyle tekrar santrifiij edilmistir.

Santrifiijden ¢ikan 6rneklerde olusan iist faz pipetman yardimi ile alinarak daha
Once alinan st fazin iistiine ilave edilmistir.

Yeni santrifiij tliplerindeki orneklerin {izerlerine alinan iist fazin yaklasik 3/5°1
kati miktarinda izoamilalkol ilave edilmistir (Genellikle 600 pl i¢in 360ul
izoamiloalkol ilave edilir).

[zoamiloalkol ilave edilen 6rnekler 15000 rpm’de 5 dakika siire ile santrifiij
edilmistir.

Santrifiij edilen oOrneklerde DNA peleti olusumu gozlenerek tiiplerdeki
izoamiloalkol, peletin diismemesine dikkat edilerek dokiilmiistir.

Diplerinde DNA peletleri bulunan tiiplere 1 ml %70’lik etanol ilave edilmistir.
Etanol ilave edilen 6rnekler 5 dk siireyle 15000 rpm’de santrifiij edilmistir.
Santrifiijiin ardindan ethanol ile yikanmis peletlerin diigmemesine dikkat edilerek
tiip icindeki ethanol tamamen dokiilmistiir.

Kurumaya birakilan peletlerin iizerine daha sonra 100 pl 1XTE (Tris- EDTA
Buffer) ilave edilmis ve DNA’nin ¢6zlinmesi saglanmistir.

Ornekler agizlari parafilmle sarillarak -20 derece derin dondurucuya

kaldirtlmistir.
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3.2.3. DNA konsantrasyonunun spektrofotometrik olciimii

Niikleotidlerin heterosiklik halkalar1 260 nm dalga boyunda maksimum
absorbsiyon 6zelligi gosterirler. Bu nedenle 260 nm’de 6lgiilen absorbsiyon degerleri
(Az60) oldukca saf olarak izole edilen niikleik asitlerin mikrogram diizeyinde
miktarlarinin belirlenmesinde kullanilir. 280 nm’de ise protein miktar1 belirlenir.
Aze0/Azgo degeri ise DNAnin safligini1 gosterir. Cift zincirli DNA molekiilleri i¢in, 1
optik dansitenin (OD) 50 pg/ml’ye karsilik geldigi bilinmektedir. Buna gore cift

zincirli DNA i¢in miktar belirlenmesinde asagidaki formiilden yararlanilmistir:

DNA (ng/ml) =260 nm’deki OD (Absorbans degeri) x sulandirma orani x 50
Calismada 100 pl steril 1XTE tampon c¢dozeltisinde c¢oziilen DNA’larin
konsantrasyonlari Eppendorf marka (Biophotometer) spektrofotometre (Sekil 3.3) ile
260 ve 280nm dalga boylarinda (OD,4/OD3gp) okunmus ve konsantrasyonlari steril
saf su ile 20ng/ul olacak sekilde esitlenmistir. Bu Orneklerden esit miktarlarda %
1’lik agaroz jelinde (1XTE tamponunda) yiiriitiilerek konsantrasyonlarinin esitligi

gozle de gdzlenmis ve DNA’larin parcalanmamis olduklari belirlenmistir.

Sekil 3.3. DNA konsantrasyonunun 6l¢mede kullanilan spektrofotometre
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3.2.4. PCR uygulamalar

3.2.4.1. PCR uygulamalarinda Mg** optimizasyon ¢alismalar:

MgCly’tiin PCR reaksiyon karisimindaki son konsantrasyonu degisebilmekle
birlikte genellikle 0.5-3.0 mM’lik degerler arasinda ¢alisilir. Mg** iyonlar1 dANTPler
ile ¢oziinebilir kompleksler olusturur, polimeraz ativitesini stimiile eder ve ¢ift iplikli
DNA’nin T, degerini arttirirlar. Ayrica primer/kalip etkilesimini saglarlar. Bu
nedenle MgCly’tin PCR’1n 6zgiinliigii ve iiriin verimi lizerinde ¢ok onemli etkisi
vardir. Genellikle optimum MgCl, olarak 1.0-1.5 mM’lik degerler tercih edilir.
Diisik Mg™ konsantrasyonu, iriin olusumunda azalmaya, yiiksek Mg™
konsantrasyonu ise spesifik olmayan {iriin birikimine yol agar.

Calismamizda ticari olarak satilan, hazir halde gelen ve igerisinde 25 mM
MgClI, bulunan stoktan reaksiyonlarin 25 pl standart hacimlerde gerceklestirildigi
tiip bagina 2.5 pl MgCl, kullanilmastir.

3.2.4.2. Primer secimi ve konsantrasyonu

Oligoniikleotidler, primer sentezi yapan ticari kuruluslardan temin
edilebilmektedir. Primer tasarimi yapilirken ¢ogaltilmasi istenen DNA dizisinin iki
ucundaki dizisi bilinen kisimlar dikkate alinir. Bu bdlgelere 6zel olan primerler
tasarlanir. Primer tasarimi yapmak i¢in bilgisayar programlarindan yararlanilir.
Tasarim yapilirken oligo dizinindeki GC oranmin belli bir seviyenin altina
diismemesine dikkat edilir. Sonucu olumsuz etkileyici istenmeyen olusumlar: en aza

indirgemek i¢in 6nem verilmesi gereken bazi noktalar vardir. Bunlar;

¢ Primerlerin polipiirin, polipirimidin ya da tekrarli bolgeler icermemesi,
¢ Primer ¢iftlerinin 3' uglarmin birbirine yada primer icindeki bir bolgeye
tamamlayici olmamasidir.
Bu calismada hedeflenen PCR amplifikasyon bolgeleri RAPD’ler igin

genomda yerleri bilinmeyen rastgele dizilerden olusmaktadir. ISSR primerleri de
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lokus-spesifik olmamakla birlikte genomun secilen tekrar dizilerini tasiyan
bolgelerine ait amplifikasyonlar1 verecek primerlerdir.

Calismamizda denenen ¢ok sayida primerden olumlu sonug¢ veren 14 adet
RAPD primeri ile 16 adet ISSR primeri (Cizelge 3.3) kullanilmistir. Bu primerlerden
her bir reaksiyonda toplam 50 pmol/ul kullanilmistir.

Primerlerin Ta (Annealing temperature=yapisma sicakligl) sicakliklarmin
optimizasyonu Eppendorf Mastercycle Gradient marka PCR cihaz1 kullanilarak
gerceklestirilmistir (Sekil 3.4). Burada Ty, sicakligmmin -5 ve +5 *C araliklar

denenerek en ideal yapisma sicakliklari tespit edilmistir.

Sekil 3.4. Eppendorf marka PCR cihaz1
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3.2.4.3. ANTP konsantrasyonu

Deoksiribontikleozid trifosfatlar (dAATP, dGTP, dTTP, dCTP) ytiksek saflikta
ya tek tek yada dortlii karisim halinde ticari olarak saglanabilir. Tag DNA polimeraz
diisiik ANTP konsantrasyonlarinda (10-100 pM) kaliba uygun dogru bazlar1 se¢gmede
daha bagarili olmakla birlikte, normal kosullarda PCR 100 uM dNTP konsantrasyonu

ile gerceklestirilir. Ayrica optimum dNTP konsantrasyonu;

» MgCl, konsantrasyonuna,

* Reaksiyon kosullarina,

* Primer konsantrasyonuna,

* Cogaltilmis iiriinlin boyuna ve

* PCR dongii sayisina baghdir.

Yapilacak PCR i¢in en uygun dNTP konsantrasyonu deneysel olarak
belirlenmektedir. Calismamizda yapilan denemeler neticesinde pl’sinde toplam 200
uM dNTPs olacak sekilde ayarlanan stok solusyondan 25 pl toplam reaksiyon

hacminde her tiip i¢in 3 pl kullanilmistir.

3.2.4.4. Taqg DNA polimeraz konsantrasyonu

Termostabil DNA polimerazlardan PCR’da en yaygin olarak kullanilani
Thermus aquaticus’dan elde edilen Tag DNA polimerazdir. 7ag DNA polimeraz’in
polimerizasyon orani (niikleotid/saniye) enzim i¢in en uygun sicaklik olan 70-80
°C’da 35-100’diir. Bu enzimin kaliptan ayrilmaksizin kaliba ilave ettigi ortalama
niikleotid sayis1 da ytiksektir.

Calismamizda Bioron marka 7aqg DNA polimeraz (5U/ul)’dan reaksiyon

basina 0.5, 1 ve 1.5 {inite enzim kullanilmistir.
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3.2.4.5. 10X Taq DNA polimeraz tamponu

PCR’da kullanilan tamponlar arasinda en c¢ok kullanilan1 7ag/Amplitag
enzimlerine 6zgli olan tampondur. Tampon ¢o6zelti icerigi 160mM (NH4),SO4, 670
mM TrisHCI pHS,8, 0,1 % Tween-20 seklindedir.

Calismada kullanilan Bioron marka 10X Buffer, 7ag DNA Polimeraz enzimi

ile birlikte gelmis olup, her tiip i¢in 2.5 pl olacak sekilde kullanilmistir.

3.2.4.6. PCR reaksiyonu karisim

Reaksiyonlar 4 pl DNA+21 pl karisim (reaction mix) olacak sekilde 25 pl
hacimde ince c¢eperli RNase ve DNase-free PCR tiiplerinde gerceklestirilmistir.
PCR’da kullanilan molekiiler biyoloji hassasiyetindeki kimyasallar ve miktarlar
Cizelge 3.4’de verilmistir. PCR uygulamalar1 Eppendorf Mastercycler Gradient
Thermal Cycler cihazinda gergeklestirilmistir. Cihazin kapak sicakligi 105 °C ve
blok sicakligi 94 °C olacak sekilde ayarlanmistir. Bu ayarlamanin amaci PCR
sirasinda reaksiyon karigiminin tiiplerden buharlagsmasini engellemektir. Her bir 0.2
ml’lik PCR tiiplerine 4 pl DNA ilave edilerek lizerine hazirlanan karigtmdan 21 pl
konulmustur. Boylelikle tiiplerdeki toplam hacmi 25 pl olmustur.

Cizelge 3.4. PCR reaksiyon karisimi bilesenleri ve miktarlar

Reaksiyon karisim 25 pl Reaksiyon Ortaminda Bulunan Miktar
DNA miktar1 (20 ng/pl) 4 ul

10x Taq tampon ¢dzeltisi (Bioron) 2.5 ul

25 mM MgCl2 (Bioron) 2.5 ul

Her birinden 25 mM olacak sekilde 0.4 ul

dNTPs (Lavron)

Primer (50 pmol/ul) 0.5 ul

5 tinite/ul Tag DNA polimeraz (Bioron) 0.3 ul

ddH,O (PCR hassasiyetinde su) 14.8 ul
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3.2.4.7. RAPD-PCR Kkosullarinin optimizasyonu

Genomik DNA'min kisa oligoniikleotid primerler kullanilarak amplifikasyonu,
amplifikasyon protokolii ve reaksiyon kosullarina karst duyarlidir. Hedef DNA'nin
konsantrasyonu, primer, Mg, DNA polimeraz miktar,, DNA kalitesi ile yapisma
‘annealing’ sicaklig1 gibi termalcycler parametreleri DNA amplifikasyonunu etkiler.
Bundan dolayi kritik parametreler RAPD ¢alismalari i¢in optimize edilmistir.

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

(2002)’nin kulland1g1 asagidaki dongii parametreleri degistirilerek kullanilmistir;

* 94 -C ----60 saniye

* 32 °C ----60 saniye x 46 dongii
* 72 °C ----- 2 dk
* 72 °C ----10 dk

* 4 °C ----bekleme sicakligi

Buna gore; 94 °C ---60 saniye, 32 °C ---60 saniye ve 72 °C ---2 dk seklinde 46
dongiiyle tamamlanmistir. 46 dongii sonunda 72 °C ---10 dk bekletilerek sentezi
tamamlanamayan amplifikasyon iriinlerinin sentezini tamamlamasi amag¢lanmistir.
Cihazdaki islemin bitiminden sonra bekleme sicakligi olarak da 4 °C kullanilmistir.
Denenen bu parametreler sonucunda uygun amplifikasyon {irtinleri elde edilmis olup,

caligmalarda bu kosullar kullanilmistir.

3.2.4.8. ISSR-PCR kosullarinin optimizasyonu

ISSR-PCR  c¢alismalar1 Touch-Down PCR yontemine uygun olarak
gerceklestirilmistir. PCR dongiisii ve kosullarinin optimizasyonu amaciyla agagidaki
parametreler kullanilmistir.

PCR 95 °C’de 3 dk denatiirasyon ile baslayip, 94 °C’de 1 dk denatiirasyon ve
72 °C’de 2 dk uzamay1 igeren 20 dongiiden olusmaktadir. Bu dongiiler esnasindaki
baglanma sicakligi 65 °C’den baslatilarak her bir dongiide 0.5 °C azaltilarak 55 °C’ye

digtrilmistiir. Yirmi dongiiniin bitmesinin ardindan 94 °C’de 1 dk denatiirasyonu,
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55 °C’de 1 dk baglanmay1 ve 72 °C’de 2 dk uzamayi kapsayan ek 20 dongii

uygulanmigtir.

94 -C ---60 saniye

64 °C ---60 saniye
-0.5 «C
55 °C----60 saniye x 20 dongii
72 -C --- 2 dk
94 -C ---60 saniye
55 °C----60 saniye x 20 dongii
72 -C-----2 dk
72 -C ---10 dk
4 C --mmmme- bekleme sicakligi

Optimize edilen PCR iki defa tekrar edilerek giivenilirligi kontrol edilmistir.

3.2.4.9. Agaroz jel elektoforezi ve dokiimantasyon

PCR cihazindan c¢ikarilan {riinler bant goriintiilerinin elde edilebilmesi igin
elektroforez islemine tabii tutulmuslardir. Elektroforez islemi elektroforez tanki
icinde gerceklestirilmistir. Tank igine elektrolit ¢ozelti konulmustur. Daha sonra
hazirlanan agaroz jeldeki yuvalara onceden loading-dye boyalart konulmus PCR
tiriinleri yiiklenerek elektrik akimima (60 V) maruz birakilmiglardir. Nihayetinde
olusan bantlar UV 15181 altinda goriintiilenerek fotograflart alinmis ve

skorlamalarinin yapilabilmeleri i¢in elektronik ortama aktarilmiglardir.

3.2.4.9.1. Tris-borik asit-EDTA (TBE) tamponu

Bu ¢aligmada elektrolit ¢ozeltisi olarak TBE ( Tris-Borik asid-EDTA) ¢ozeltisi

kullanilmistir. 10X yogunlukta pH 8.0 olacak sekilde hazirlanan soliisyonun son

hacmi distile su kullanilarak 1 litreye tamamlanmistir (Cizelge 3.5). Bu stok
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cozeltiden 100 ml alinip iizeri distile su ile 1 litreye tamamlanarak 1X yogunlukta
TBE elde edilmistir. Bu ¢ozelti hem elektroforez tankina konulmus hem de agarozu

eritmek i¢in kullanilmastir.

Cizelge 3.5. 10X’lik TBE tampon ¢6zeltisinin hazirlanmasi

10X’lik TBE Tampon cozeltisi (1Litrelik) Miktar
Tris 108 g
Borik asit S5¢g
EDTA 50 ml
3.2.4.9.2. %?2’lik agaroz jelin hazirlanmasi ve dokiilmesi

PCR islemlerinin bitmesinden sonra RAPD ve ISSR yontemleriyle ¢ogaltilan
DNA o6rneklerinin elektroforetik ayirimi igin agaroz jel (Serva Inc.) kullanilmistir.
PCR iiriinleri %2’lik agaroz jelde ylriitiilmiistiir.

Jel hazirlanirken agaroz, erlenmayerde 1X yogunluktaki TBE tampon ¢dzeltisi
icinde yiiksek sicaklikta 300-350 °C’de bir mikrodalga firn i¢inde 2-3 dk
kaynatilarak eritilmistir. Kaynama esnasinda yaklagik 10-20 sn’de bir ¢ozeltiyi
hafifce sallamak suretiyle seffaf bir goriiniim kazanincaya kadar karistirilmistir

Sogumaya birakilan jel beklenirken, jelin dokiilecegi tepsiye DNA 6rneklerinin
yiiklenecegi yuvalarin olusmast i¢in ¢ok disli (40 disli) bir tarak yerlestirilmistir.
Daha sonra sogumakta olan jelin igine olusan bantlarin goriintiileme cihazinda UV
15181inda goriintiilenebilmeleri icin DNA’ya baglanma 6zelligine sahip olan etidyum
bromiirden 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 tankinin igine
yerlestirilmistir. Daha sonra hazirlanan 1XTBE elektrolit ¢ozeltisinden jelin {ist

kismin1 kapatacak kadar elektroforez tankina dokiilmiistiir.
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3.2.4.9.3. PCR iiriinlerinin jele yiiklenmesi

PCR cihaz1 ile ¢ogaltilan DNA orneklerinin jelde yiiriitiilebilmesi, takibi ve
elektrolit ¢ozeltisi ile karigsmasinin 6nlenmesi amaciyla Loading Dye (Yiikleme
boyasi) adi verilen yiikleme c¢ozeltisi hazirlanmistir. Loading Dye hazirlamada
%?25’1ik  Bromofenol mavisi, %25’lik Ksilen siyanol ve %30’luk gliserol
kimyasallar1  kullanilmistir.  Elektroforez uygulanacak olan i¢inde 25 pul
amplifikasyon {iriinii bulunan her bir PCR tiipiine 4ul 6X yiikleme boyasi ¢ozeltisi
konularak mikro pipet ucu yardimiyla karistirilmigtir. Daha sonra, her tiipten 15 pl
karisim alinarak jelde hazir bulunan kuyucuklara yiiklenmistir. Yiikkleme yapilirken,

her bir tiipteki PCR {irliniiniin birbirine karigmamasina dikkat edilmistir (Sekil 3.5).

Sekil 3.5. PCR iiriinlerinin jel kuyularina yiiklenmesi

3.2.4.9.4. PCRiriinlerinin jelde yiuritillmesi

Jel kuyucuklarina yiiklenen PCR firiinleri elektrik akimi olan ortamda
birbirlerinden ayrilmasi i¢in yatay elektroforez (Sekil 3.6) cihazinda 60 voltta 3.5-4
saat ara sira kontrol edilip goriintiileri alinarak yiiriitiilmiistiir. Kontroliin sebebi jelin

bitis noktasina kadar PCR iirlinlerinin yiiriimesini engellemektir.
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Sekil 3.6. Elektroforez cihazi

3.2.4.9.5. Goriintilleme ve RAPD, ISSR bantlarinin elde edilmesi

Jel ¢ozelti icerisinden alinarak, RAPD ve ISSR bantlarina iligkin fotograflar
Vilbert-Loumart marka jel dokiimantasyon sisteminde (Sekil 3.7) transiliiminator
yardimi ile 254 nm dalga boyundaki UV 15181 altinda elde edilmis ve veriler

elektronik ortamda saklanmustir.
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Sekil 3.7. Jel goriintiileme sistemi

3.2.5. RAPD ve ISSR polimorfizmi ve genetik iliskilerinin belirlenmesi

Dominant 6zellikte markorler olan RAPD ve ISSR uygulamalarindan tekrarli
olarak elde edilen bantlar her bir jelde, 1 ve 0 olarak kayit edilmis olup, ‘1’ bantin
varligint ‘0’ ise bantin yoklugunu gostermektedir. NTSYS-pc 2,0 (Numerical
Taxonomy and Multivariate Analysis System - Sayisal Taksonomi ve Cok Degiskenli
Analiz Sistemi) genetik analiz programinda bireyler arasindaki genotipik yakinligi
gosteren dendogram ve Principal Coordinate Analysis (PCoA) sonuglar1 elde

edilmistir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

4.1. Molekiiler Calismalar

4.1.1. DNA izolasyonu ve konsantrasyonunun belirlenmesi

Calismada kullanilan bitki materyalinin taze ve gen¢ yapraklarindan alinan
orneklerden 2XCTAB yontemi kullanilarak DNA izolasyonlar1 gergeklestirilmistir.
Bu metodun nohut tiirlerinin DNA izolasyonunda basarili sonucglar verdigi daha
onceki c¢alismalarda da goriilmiistiir. Sudupak ve ark. (2002), calismalarinda
kullandiklar1  Cicer tiirlerinden DNA izolasyonunda 2XCTAB yoOntemini
kullanmiglardir. Ayrica Banerjee ve ark. (2001), Ahmad (1999), Sudupak (2004),
Firozueh ve Yamaguchi (2004)’da c¢alismalarinda 2XCTAB yonteminden DNA
izolasyonunda olumlu sonuglar almiglardir. Bizim calismamiz da DNA izolasyon
yontemi acisindan benzer nitelikteki ¢alismalarla uyumlu olmustur. Shan ve ark.
(2005) Nucleon Phytopure Extraction (Amersham Biosciences) kitini kullanarak
Cicer cinsine ait tlirlerden DNA izole etmeyi basarmiglardir. Bu kit ile denemeler
yapmamiza ragmen istenen sonucu vermediginden bu yontem kullanilmamaistir.

Toplam 22 aksesyona ait 37 bireyden DNA izolasyonu yapilmis ve elde edilen
DNA’lar %]1°lik agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek DNA’nin hassas yontemler
olan RAPD ve ISSR i¢in uygun oldugu belirlenmistir. Sekil 4.1°de ¢alismamizda

kullandigimiz 6rneklerin DNA goriintiileri verilmistir.
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Sekil 4.1. Calismada kullanilan 6rneklerin DNA jel goriintiileri
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Niikleotidlerin heterosiklik halkalar1 260 nm dalga boyunda azami absorbsiyon
ozelligi gostermelerinden dolayr 260 nm’de Olgililen absorbsiyon degerleri (Ajze0)
oldukca saf elde edilen niikleik asitlerin miktar tayininde kullanilmistir.

Ajeo’daki degerler DNA ve RNA’y1 birbirinden ayirt etmeye yetmez. Ancak
izolasyon asamasinda RNaz uygulayarak toplam niikleik asitler icinde yer alan
RNA’larin parcalanmasi saglanmistir. Orneklere karisan protein miktarinin ise belli
sinirlarda  tutulmasi Orneklerin piirifikasyon ertesinde kullanilacaklar1 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. Asgy degeri
ortamda bulunan protein molekiillerinin yogunlugu hakkinda bilgi vermektedir.
Saflagtirilmis DNA’da Ajg0/Azs0 orami ideal olarak yaklasik 1.75-1.8’in iizerinde
olmalidir. Bununla birlikte saflastirilan DNA’nin A,40/Asgo orani 1.2 civarina diisene
kadar ¢esitli uygulamalarda sorunsuzca kullanilabilmektedir.

Calismamizda Eppendorf marka biofotometre ile elde edilen Ajgy, Azgo Ve
Aze0/Azg0 ve DNA konsantrasyon degerleri cizelge 4.1°de verilmistir. Buna gore,
ILWC17 aksesyon numarasina sahip C. judaicum aksesyonu 1.93’liik degerle en
yiikksek Aje0/Azsp oranina sahip olmustur. Orneklerden 4 tanesi 1.80 degerinin
tizerinde, 1.50 ve 1.80 arasinda 24 6rnek, ve 1.50 degerinin altinda 8 6rnek tespit
edilmistir. ILWC31 aksesyon numarali C. judaicum 6rnegi 1.30’luk degerle en diisiik
orana sahip olmustur. Tim Orneklerin kullanildigt PCR uygulamalarinda DNA

saflig1 veya konsantrasyonu ile ilgili herhangi bir sorunla karsilasilmamaistir.
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Cizelge 4.1. Calismada kullanilan bitkilerin tiirleri, aksesyon numaralar1 ve 37
birey ile birlikte DNA saflik degerleri

Sira DNA
o Tiir ad1 AKksesyon no Ao Aazgo Aaze01280 Kons.
1 Cicer yamashitae ILWC3 (1) 0.67 0.52 1.31 590
2 Cicer judaicum ILWC31 (1) 0,151 0,116 1,30 362
3 Cicer judaicum ILWC93 (1 0,178 0,122 1,47 176.3
4 Cicer judaicum ILWC17 (1) 0,103 0,054 1,93 250.7
5 Cicer judaicum ILWC54 (1) 0,105 0,079 1,33 256
6 Cicer bijugum ILWC277 (1) 0,121 0,082 1,47 385.1
7 Cicer bijugum ILWC277 (2) 0,081 0,047 1,75 223
8 Cicer bijugum ILWC7 (1) 0,044 0,027 1,66 2244
9 Cicer bijugum ILWC7 (2) 0,066 0,047 1,40 177.5
10 Cicer pinnatifidum ILWC96 (1) 0,225 0,149 1,51 461.5
11 Cicer pinnatifidum ILWC96 (2) 0,042 0,028 1,51 103.5
12 Cicer pinnatifidum ILWC60 (1) 0,070 0,045 1,57 181
13 Cicer pinnatifidum ILWC92 (1) 0,042 0,025 1,53 92.1
14 Cicer pinnatifidum ILWC49 (1) 0,109 0,067 1,63 264.3
15 Cicer pinnatifidum TR47746 (1) 0,060 0,036 1,63 164.3
16 Cicer echinospermum ILWC35 (1) 0,058 0,038 1,50 145.8
17 Cicer echinospermum ILWC35 (2) 0,070 0,038 1,85 178.6
18 Cicer echinospermum ILWC35 (3) 0,134 0,084 1,60 359.6
19 Cicer echinospermum ILWCO (1) 0,165 0,109 1,51 420.7
20 Cicer echinospermum ILWCO (2) 0,240 0,127 1,89 414
21 Cicer echinospermum ILWCO (3) 0,064 0,041 1,53 132.3
22 Cicer echinospermum TR47740 (1) 0,118 0,077 1,53 2973
23 Cicer echinospermum TR47740 (2) 0,200 0,146 1,37 505.6
24 Cicer echinospermum TR47740 (3) 0,182 0,112 1,63 436
25 Cicer reticulatum ILWC247 (1) 0,142 0,099 1,44 372.6
26 Cicer reticulatum ILWC247(2) 0,110 0,067 1,65 280.4
27 Cicer reticulatum ILWC290 (1) 0,075 0,046 1,63 176.3
28 Cicer reticulatum ILWC290 (2) 0,172 0,103 1,67 437.4
29 Cicer reticulatum ILWC290 (3) 0,522 0,331 1,58 504
30 Cicer reticulatum ILWC290 (4) 0,125 0,070 1,78 322.4
31 Cicer reticulatum TR39221 (1) 0,330 0,214 1,54 857
32 Cicer reticulatum TR39221 (2) 0,349 0,224 1,56 952
33 Cicer reticulatum TR39221 (3) 0,111 0,067 1,67 281.3
34 Cicer arietinum TR42274 (1) 0,250 0,138 1,82 410.2
35 Cicer arietinum TR40242 (1) 0,155 0,086 1,80 256
36 Cicer arietinum TR47618 (1) 0,180 0,102 1,75 350.4
37 Cicer arietinum TR47390 (1) 0,090 0,054 1,65 392.7
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4.1.2. PCR kosullarinin ve reaksiyon karisiminin optimizasyonu

Kullanilan PCR protokolii Banerjee (1999); Iruela ve ark., (2002); Sudupak ve
ark., (2004)’nin bildirdigine gore degistirilerek optimize edilmistir.

Ince geperli 0,2 mI’lik PCR tiiplerine DNA izolasyonu sonucunda elde edilen
her biri 20 ng/pl olacak sekilde seyreltilen DNA 6rneklerinden 4 pl ilave edilmistir.
PCR reaksiyonunda kullanilan molekiiler biyoloji hassasiyetindeki kimyasallar ve
miktarlar1 Cizelge 3.4’de verilmisti. RAPD ve ISSR uygulamalarinin hassas
yontemler olmalar1 ve 6zellikle RAPD’in kullanilan kimyasal, DNA ve enzim ile
primer igeriklerinden son derece etkilenen bir markdr olmasi dolayisiyla tiim PCR
uygulamalar1 ayn1 kimyasallarin esit oranlarda kullanimi ile gergeklestirilmistir.
Uygulamalarda her zaman aymi PCR cihaz1 kullanilmigtir. Sadece amplifikasyon
sicaklik ve stireleri kullanilan primerlerin baz igerigine bagli olarak her PCR i¢in ayr1

ayr1 optimize edilmistir.

4.1.3. RAPD amplifikasyonlar

Caligmada denenen birgok RAPD primerinden (toplam 35 adet 10mer
denenmistir) 14 adedi Cicer tiirlerinde skorlanabilir tutarli bant iiretmistir. Calismada
kullanilan 14 RAPD primeri 37 Ornekte toplam 133 bant {iretimini
gerceklestirilmistir (Cizelge 4.2). Uretilen bantlarin polimorfizm oranlar1 yiiksek
olup, yaklasik % 99’dur. CRAPDI17 primeri 17 bantla en fazla bant {ireten primer
olurken, CRAPD15 primeri 2 bantla en az bant tireten primer olmustur. CRAPDI6

primeri ise 1 adet monomorfik bant tiretmistir.
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Cizelge 4.2. RAPD amplifikasyonlar1 sonucu olugsan bantlar ve polimorfizm

oranlar1

Primer adi Toplam bant Polimorfik bant Polimorfizm oram

sayisl sayisi (%)
CRAPD4 12 12 100
CRAPDS 11 11 100
CRAPD6 8 8 100
CRAPDY 7 7 100
CRAPDI0 8 8 100
CRAPDI15 2 2 100
CRAPDI6 8 7 87.5
CRAPD17 17 17 100
CRAPDIS8 10 10 100
CRAPDI19 6 6 100
CRAPD20 10 10 100
RAPDL?2 14 14 100
RAPDL3 6 6 100
RAPDL5 14 14 100
Toplam 133 132 99

Calismada kullanilan primerler ve polimorfik bant olusumu:

CRAPD4 primeri: 5’-CAAACGTGGG-3’ dizisine sahip olan CRAPD4 primerinin

bant sayis1 12 olup, tiim bantlar polimorfiktir.

CRAPDS primeri: 5°’-GTGGAGTCAG-3’ dizisine sahip olan CRAPDS primerinin

bant sayis1 11 olup, bantlarin hepsi polimorfiktir.

CRAPD6 primeri: 5’-CCGACAAACC-3’ dizisine sahip olan CRAPDG6 primerinin

olusturdugu bant sayis1 8 olup, bantlarin tiimii polimorfiktir.
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CRAPDY primeri: 5’-CCTGGGTTCC-3’ dizisine sahip olan CRAPDY primerinin

olusan bant sayis1 7 olup, bantlarin timii polimorfiktir.

CRAPDI10 primeri: 5’-CCTGGGCCTA-3’ dizisine sahip olan CRAPD1( primerinin

bant say1s1 8 olup, bantlarin hepsi polimorfiktir.

CRAPDI5 primeri: 5°-TTACCCCGGC-3’ dizisine sahip olan CRAPD15 primerinin
olusturdugu bant sayisi 2 olup, bantlar polimorfiktir. CRAPDI15 primeri en az bant

iireten primer olmustur.

CRAPDI16 primeri: 5’-AAGCCTCGTC-3’ dizisine sahip olan CRAPD16 primerinin

iirettigi bant sayisi 8 olup, bantlardan biri monomorfik kalan 7’si ise polimorfiktir.

CRAPDI17 primeri: 5’-GAAACGGGTG-3’ dizisine sahip olan CRAPD17 primerinin
olusturdugu bant sayisi 17 olup, tim bantlar polimorfiktir. CRAPDI7 primeri en
fazla bant {ireten primer olmustur. En fazla bant iireten aksesyonlar C. pinnatifidum’a

ait olmustur. Urettikleri polimorfik bant sayis1 7°dir,

CRAPDI18 primeri: 5 -CAGGCCCTTC-3" dizisine sahip olan CRAPDIS

primerinden olusan bant sayis1 10 olup, bantlar polimorfiktir.

CRAPDI19 primeri: 5’-TCGGCGATAG-3’ dizisine sahip olan CRAPD19 primerinin

iirettigi bant sayisi 6 olup, bantlarin tiimii polimorfiktir.

CRAPD20 primeri: 5°-TTCCGAACCC-3’ dizisine sahip olan CRAPDZ2( primerinin

iirettigi bant sayisi1 10 olup, bantlarin hepsi polimorfiktir.

RAPDL?2 primeri: 5°’-GTTTCGCTCC-3" dizisine sahip olan RAPDL2 primerinin
tirettigi bant sayis1 14 olup, 14 bant da polimorfiktir.

CRAPDL3 primeri: 5’-GTAGACCCGT-3’ dizisine sahip olan RAPDL3 primerinin
bant sayis1 6 olup, bantlar polimorfiktir. Bu primerde C. yamashitae, C. bijugum ve

C. judaicum aksesyonlarinda bant liretimi ger¢eklesmemistir.
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RAPDLS primeri: 5’-AACGCGCAAC-3’ dizisine sahip olan RAPDLS5 primeriden

olusan bant sayis1 14 olup, bantlar polimorfiktir.

Asagida kullanilan RAPD primerlerden bant goriintiileriyle ilgili baz1 érnekler

verilmistir.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 2122 23 24 2526 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37

Sekil 4.2. CRAPD15 primerinin Cicer aksesyonlarinda olusturdugu bantlar

M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 1617 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37

Sekil 4.3. CRAPD17 primerinin Cicer aksesyonlarinda olusturdugu bantlar

5 6 7 8 910 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

Sekil 4.4. RAPDL? primerinin Cicer aksesyonlarinda olusturdugu bantlar

M1 2 3 4 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

Sekil 4.5. CRAPDLS5 primerinin Cicer aksesyonlarinda olusturdugu bantlar
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Calismada skorlanan bantlar NTYSC-pc 2.0 istatistik programi ile genetik
benzerlik ve uzaklik matrisi olusturularak dendogram elde edilmistir (Sekil 4.6).
Jaccard benzerlik katsayisi ile olusturulan dendograma gore 7 tiir arasinda benzerlik
0.10 ile 0.92 arasinda gergeklesmistir. Dendograma gore Cicer tiirlerinde genel
olarak iki ana kol olugsmustur. Birinci kol kendi arasinda iki kiimeye ayrilmis ve C.
bijugum, C. pinnatifidum, C. judaicum birinci kiimede yer almislardir. C.
reticulatum, C. echinospermum ve kiiltiri yapilan C. arietinum ile birlikte ikinci
kiimeyi olusturmuslardir. C. yamashitae ise tek basina kalarak diger kollardan uzak
bir kolda yer almustir. C. reticulatum kiltiirii yapilan C. arietinum’a en yakin yabani
tek yilik Cicer tiirii olarak tespit edilmistir. Yalnizca Afganistan’da yetisen ve
endemik bir tiir olan C. yamashitae diger tiirlerden ¢ok uzakta kalarak uzak bir
akrabalik sergilemistir. C. judaicum, C. bijugum ve C. pinnatifidum’a yakin olmakla
beraber ILWC17 ve ILWC54 aksesyonlarinin C. pinnatifidum’a C. bijugum’a gore
evrimsel agidan daha yakinda yer aldigir goriilmiistiir. C. echinospermum ise C.
reticulatum’a daha yakin fakat C. arietinum’un bulundugu kiime i¢inde yer almistir.

RAPD analizi sonucu iiretilen dendogramda aksesyonlar arasindaki genetik
akrabaligin goériintimii Principle Co-ordinate Analysis (PCoA) yontemiyle de tutarli
sonu¢ vermistir (Sekil. 4.7). PCoA analizi ile 6zellikle tiirler arasindaki genetik
mesafe net olarak goriilmektedir. C. arietinum ve C. reticulatum agik bir sekilde

diger tiirlerden uzakta kendi aralarinda bir akrabalik iligkisi sergilemislerdir.
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Calismamizda elde edilen dendogram sonuglari daha once Cicer cinsi
filogenetigi lizerine yapilan ¢aprazlama ve izozim (Ladizinsky ve Adler, 1976;
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) tabanli ¢aligmalarla uyumlu sonug¢ vermistir. Fakat Ahmad (1999),
Rajesh ve ark. (2002)’'nin c¢alismalariyla uyusmazliklar gostermistir. Bizim
calismamizda C. reticulatum, C. echinospermum’a gore kiiltiir nohutu C. arietinum’a
en yakin tiir olmustur. Bu sonu¢ daha 6nce RAPD (Sudupak ve ark., 2002; Iruela ve
ark., 2002; Javadi ve Yamaguchi, 2004), AFLP (Sudupak ve ark., 2004; Nguyen,
2004; Shan ve ark., 2005) ile yapilan caligmalarin sonuglariyla uyumlu olmustur.
Ayrica Sethy ve ark.,, (2006)’nin mikrosatelitlerle yaptiklar1 calisma da C.
reticulatum’un C. arietinum’a en yakin tlir oldugunu desteklemistir. Singh ve
Ocampo (1997) yaptiklar: calismalarda C. echinospermum’dan C. arietinum’a bazi
hatlarda ¢aprazlama ile kimi 6zelliklerinin gectigini ifade etmislerdir.

Calismamizda PCoA analizinde PCol’e gore C. echinospermum C. arietinum’a
yakin yer almasiyla Tayyar ve Waines (1996)’in belirttigi gibi kiiltiir nohutunun
evriminde rol oynamis olabilir. Dolayisiyla ayni ¢aprazlama grubunda yer alan bu
tiirden Singh ve Ocampo (1997)’nin ¢alismalarinda yer verdikleri baz1 karakterlerin
C. arietinum’a kazandirilmasi miimkiin goriilmektedir. Bununla birlikte PCo2’ye
gore bu iki tiir birbirinden belirgin bir sekilde ayrilmaktadir. Her iki koordinatin da
degerlendirilmesi ile C. reticulatum’un C. arietinum’a en yakin akraba tiir oldugu bu
calismamizla teyit edilmistir. Dolayisiyla, bir¢ok agronomik 6zellik bakimindan
daralmis bir gen havuzuna sahip olan C. arietinum’a aktarilmasi istenen karakterlerin
birinci derecede aranmasi gereken yabani nohut tiirli sliphesiz Cicer reticulatum
olacaktir. Nitekim bu iki tiir arasinda melezleme konusunda ve de fertil melezlerin
olusturulmasinda herhangi bir sorun yasanmamaktadir. Bu tlirde bulunmayan bazi
genetik ozelliklerin ise ilk bakilacagi yer C. echinospermum olmalidir. Bu sekilde
kiiltiir nohutunun gen havuzunun zenginlestirilme potansiyeli mevcuttur.

C. arietinum tiirtinde tretilen RAPD bantlarinin 39 (%29.1) adedi polimorfik
olurken, bu say1 yabani atas1 olarak kabul edilen C. reticulatum’da 75 (%55.9)’tir.

Yaklasik 2 kat1 kadar polimorfik bant iireten C. reticulatum tiiriiniin gen havuzunun
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C. arietinum’a gore daha genis ve zengin oldugu buradan da anlagilmaktadir. Berger
ve ark. (2003)’nin da belirttigi gibi C. arietinum kiiltiire alindiktan sonra bir¢ok
biyotik ve abiyotik stres kosuluna dayaniklilik genlerini yitirmistir. Bu nedenle C.
arietinum ile ayn kiime icerisinde yer alan C. reticulatum basta olmak tlizere C.
echinospermum’dan ¢aprazlama metotlariyla gen aktarimi miimkiin gériinmektedir.
Calismamizda TR40242 numarali C. arietinum aksesyonu diger C. arietinum
aksesyonlarindan daha uzak bir akrabalik ortaya koymustur. Bu da tiir igindeki
varyasyonda TR40242 aksesyonunun genomunun digerlerinden bazi farkliliklara
sahip oldugunu gostermektedir. Sudupak ve ark. (2002) ¢alismalarinda kullandiklar
ILWC247 numarali C. reticulatum aksesyonu, caligmada kullanilan C. arietinum
aksesyonlarina yakin bir akrabalik gdsterirken, bizim g¢alismamizda bu aksesyon
kiiltiir nohutuna daha uzak bir akrabalik sergilemistir. Bu da kullandigimiz C.
arietinum aksesyonlarina ait bireylerin Sudupak ve ark. (2002)’nin kullandiklarindan
(tir ici genetik varyasyon sebebiyle) farkli oldugunu gostermektedir. RAPD
analizleri sonucu kiiltiir nohutu olan C. arietinum’a en yakin aksesyon TR39221
numarali C. reticulatum aksesyonudur. Bu aksesyon Tiirkiye’nin Giliney Dogu
Anadolu Bolgesi ili olan Mardin kdkenlidir. Bizim elde ettigimiz bu sonug da dnceki
caligmalarda belirtilen C. reticulatum’un C. arietinum’un yabani atas1 ve Tiirkiye’nin
giiney dogusunun nohutun anavatani oldugu goriisiinii desteklemektedir.
Dendogramda (Sekil 4.7) olusan birinci koldaki ikinci kiimede C. bijugum, C.
judaicum ve C. pinnatifidum yer almaktadir. Caligmamizin sonucuna gore C.
judaicum, C. pinnatifidum’a daha yakin bulunmugtur. Bununla birlikte kullanmig
oldugumuz bazi C. judaicum aksesyonlarinin (ILWC31 ve ILWC93) C. bijugum ile
C. pinnatifidum’a esit mesafede olduklar1 gézlenmistir. Bu sonuglar Sudupak ve ark.
(2002), Nguyen ve ark., (2004), Sethy ve ark., (2006)’nin bulduklar1 sonuglarla
tamamen uyumlu degildir. Buna karsin, Iruela ve ark.,(2002), Sudupak (2004),
Javadi ve Yamaguchi (2004) C. pinnatifidum ile C. judaicum aksesyonlarmin daha
yakin olduklarini bildirmislerdir. Bu uyum bu tiirlerin ¢alisildigi en son literatiir
ornegi olan Sethy ve ark. (2006)’nin yer verdigi mikrosatelit analiz sonuglari ile de
stirmiistiir. Bu grupta yer alan tiirlerin kendi aralarindaki filogenetik akrabalik
celiskilerinin ¢dziimlenmesi biiyiik bir gen ¢esitliligine sahip bu tiirler i¢in gereklidir

(Sethy ve ark., 2006). Singh ve Ocampo (1997), C. bijugum, C. judaicum ve C.
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pinnatifidum™un bazi stres kosullarina dayanikli birgok geni barindirdigin1 ve bu
genlerin kiiltiir formuna aktarilmas1 amaciyla ¢aprazlama programlarina alinmasinin
onemini vurgulamaktadir. Yaptiklari ¢alismada C. echinospermum ve C. reticulatum
kullanilarak C. bijugum, C. judaicum ve C. pinnatifidum’dan kiiltiir nohutu arasinda
koprii ¢aprazlamayla gen aktariminin miimkiin olabilecegini ifade etmisleridir.
Caligmamiz neticesinde elde edilen bilgiler de bu tiirler arasindaki genetik iliskilerin
belirlenmesinde yarar saglayacaktir.

Genetik iligkilerin gozlendigi iki kol disinda kalan {ist kolda ise tek basina C.
yamashitae yer almis ve analizlerimizde dis grup gorevi gormiistiir. C. yamashitae
tirii Afganistan’a sanki hapsolmus izole bir sekilde yetismektedir (Berger ve ark,
2003). Calismamiz neticesinde C. yamashitae’nin bizim ¢alistigimiz tek yillik Cicer
tiirleri icinden ayrilarak uzak bir akrabalik ortaya koymasi daha once yapilan Iruela
ve ark., (2002)’nin  RAPD calismalar1 ile uyumlu olurken, Ahmad (1999)’in
calismasinda C. yamashitae’nin C. arietinum’un bulundugu kola yakin oldugunu
ifade etmesi agisindan farklidir. Ahmad (1999)’da bizim ¢aligmamizdaki gibi C.
yamashitae’den bir aksesyon kullanmasina ragmen daha sonraki ¢alismalarla ¢elisen
sonuglar elde etmistir. Dolayisiyla ¢alismamizin diger literatiir bilgileriyle uyumlu
oldugu asikardir. C. yamashitae, C. arietinum’a ¢ok uzak bir filogenetige sahiptir.
Glinlimiizde bu iki tiir arasinda ¢aprazlama neredeyse imkansizdir. Bu ¢alismamizda
Tiirkiye disinda yetisen bu tiir kullanilarak bu tlirtin kiiltiir nohutuna uzak
akrabaligin1 gézlemlemeyi amacladik.

PCoA ¢oziimlemesi (Sekil 4.6) Cicer cinsi siniflandirilmasinda yasanan bazi
aksakliklarin ¢oziimiinde daha ileri bilgiler sunmaktadir. PCoA sonucunda C.
reticulatum ve C. arietinum olusan dendogramla (Sekil 4.5) uyumlu olarak diger
gruplardan ayrilmiglardir. PCoA, dendogram sonuglariin gilivenirligini destekleyen
bir teknik olarak 6ne ¢ikmistir. Boylelikle, RAPD markdrlerinin kiiltiir nohutu olan
C. arietinum’a en yakin tlir ve gen kaynagi olmaya aday olan C. reticulatum’un
filogenetik akrabaliginin giivenirliliginin ortaya konulmasinda ve Cicer cinsinin tek
yillik tiirlerinin smiflandirilmasinda uygulamasi kolay, ucuz ve hizli sonu¢ veren

faydali araclar olduklar1 belirlenmistir.
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Scatterplot of PCo2_J vs PCol_J
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Sekil 4.7. RAPD analizi sonucu olusan Jaccard PCoA. C. yamashitae (1), C.
judaicum (2), C. bijugum (3), C. pinnatifidum (4), C. echinospermum
(%), C. reticulatum (6), C. arietinum (7)

4.1.4. ISSR amplifikasyonlar:

Calismada denenen bir¢cok ISSR primerinden 16 adedi Cicer tiirlerinde bant
tiretimini saglamistir. Calismada 252 ISSR fragmani elde edilmis ve bunlarin hemen
hepsinin polimorfik oldugu goézlenmistir (Cizelge 4.3). M6 primeri irettigi 31
poliformik fragmanla en fazla bant amplifikasyonunu yapan primer olurken, MI

primeri 9 bantla en az bant liretmistir.
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Cizelge 4.3. ISSR amplifikasyonlar1 sonucu olusan bantlar ve polimorfizm

oranlari

Primer adi Toplam bant Polimorfik bant Polimorfizm orani

say1s1 sayis1 (%)
M1 9 9 100
M2 29 29 100
M3 13 13 100
M4 10 10 100
M5 18 18 100
Mé 31 31 100
M7 11 11 100
M8 11 11 100
MI0 23 23 100
MI11 15 13 87
Mi2 17 17 100
MIi4 17 17 100
MI5 11 11 100
M6 13 13 100
M17 13 13 100
N2 11 11 100
Toplam 252 250 99

Calismada kullanilan primerler ve polimorfik bant olusumu:

M1 primeri: 5’-AGCAGCAGCAGCAGCAGCG-3’ dizisine sahip olan M/ primeri

bant sayis1 9 olup, bantlar polimorfiktir.

M2primeri:5’-ACCACCACCACCACCACCG-3’ dizisine sahip olan M2 primerinin

irettigi bant sayist 29 olup, bantlarin tiimii polimorfiktir.
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M3  primeri: 5’-AGCAGCAGCAGCAGCAGCC-3’ dizisine sahip olan M3

primerinden en fazla olusan bant sayis1 13 olup, bantlarin tiimii polimorfiktir.

M4 primeri: 5’-CACACACACACACACACACA-3’ dizisine sahip olan M4 primeri

10 bant {liretmis ve bantlarin tiimii poliformiktir.

M5  primeri: 5’-GAGAGAGAGAGAGAGAGAC-3’ dizisine sahip olan M5

primerinin {irettigi bant sayis1 18 olup, bantlarin tiimii polimorfiktir.

M6 primeri: 5’~-GTCACCACCACCACCACCACCAC-3’ dizisine sahip M6 primeri

31 bant iiretmis olup bantlarin tiimii polimorfiktir.

M7 primeri: 5’-AGAGAGAGAGAGAGAGAGC-3’ oligoniikleotid dizisine sahip

olan M7 primeri 11 bant iiretmis, bantlarin tiimii polimorfiktir.

M8 primeri: 5’-ACACACACACACACACACG-3’ dizisine sahip olan M8 primeri

11 bant liretmis ve tiimii polimorfiktir.

M10 primeri: 5’-ACACACACACACACACCCT-3’ dizisine sahip olan M0 primeri

23 bant tiretmis ve bantlarin tiimii polimorfiktir.

M11 primeri: 5’-CACCACCACCACCAC-3’ dizisine sahip olan M7/ primeri 15
bant liretmis ve bantlarin 2’si monomorfik kalan bantlar polimorfiktir.

M12 primeri: 5’-GACACGACACGACACGACAC-3’ dizisine sahip M2 primeri

17 bant tiretmis ve Uretilen bantlarin tiimii polimorfiktir.

M14 primeri: 5’-CACACACACACA-3’ dizisine sahip M4 primerinin en fazla

tirettigi bant sayist 17 olup bantlarin timii polimorfiktir.

M15 primeri: 5’-GTGGTGGTGGTGGTG-3" dizisine sahip olan M15 primeri 11

bant iiretmis ve bantlarin tiimii polimorfiktir.
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M16 primeri: 5’-CACACACACACACACAGC-3’ dizisine sahip olan M6 primeri

13 bant {iretmis ve bantlarin tiimii polimorfiktir.

M17 primeri: 5’-CAGCACACACACACACACA-3’ dizisine sahip olan MI17

primeri 13 bant {iretmis, bantlarin timii polimorfiktir.

N2 primeri: 5’-GTGGTGGTGGTGGTG-3’ dizisine sahip olan N2 primeri 11 bant

iiretmis ve bantlar polimorfiktir.

Asagida ISSR primerlerine ait olusan bant goriintiilerine ait Ornekler

verilmistir.

M 1 2 3 4 5 6 7 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

-— — -
—

Sekil 4.8. Cicer tiirlerinde kullanilan M2 primerinin ISSR bant goriintiisii

M 1 2 34 56 7 8 910 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

- - - -

Sekil 4.9. Cicer tiirlerinde kullanilan M6 primerinin ISSR bant goriintiisii
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Sekil 4.10. Cicer tiirlerinde kullanilan M0 primerinin ISSR bant goriintiisti

M 1 2 3 4 5 6 7 8 910 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

- - e 1 L F 1 F R 2 F T R R Y

el T 0 FE - - "

Sekil 4.11. Cicer tiirlerinde kullanilan M74 primerinin ISSR bant goriintiisii

Calismamiz neticesinde ISSR markorlerinin Cicer cinsine ait tiirlerde tiir i¢i ve
tirler aras1 genetik akrabaligin tespit edilmesinde faydali araclar oldugu ortaya
konulmustur. ISSR markoérleri uygulanmasi kolay ve sonuglari giivenilir bir teknik
olarak one ¢ikmaktadir. Benzer sekilde ISSR markorleri kullanarak Cicer cinsine ait
8 tlirdeki genetik iligkiyi inceleyen Sudupak (2004)’ta ISSR markoérlerinin tiir i¢i ve
tiirler arasinda parmakizi analizlerinde kullaniminin kolay oldugunu bildirmistir.

Calismada NTSYS-pc 2.0 paket programi ile lretilen genetik benzerlik ve
uzaklik matrisinden yararlanarak dendogram elde edilmistir (Sekil 4.12). Olusan
dendogram sonucunda 7 tiir arasindaki genetik iligski Jaccard benzerlik katsayisina
gore 0.07 ve 0.73 arasinda gozlenmistir. ISSR tabanli gruplandirma sonuglar1 Cicer

cinsi filogenetigi tizerine yaptigimiz RAPD analizlerimizle uyumlu bulunmustur.
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Calismamiz neticesinde ISSR tabanli gruplandirmada C. echinospermum, C.
reticulatum ve C. arietinum ayni kiimede yer almis ve daha once yapilan izozim
(Ladizinsky ve Adler, 1976; Ahmad ve ark., 1992; Tayyar ve Waines, 1996;
Sudupak ve Kence, 2002), 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) caligsmalari ile uyumlu sonug¢ vermistir.
Ladizinsky ve Adler (1976)’in de belirttigi gibi C. reticulatum kiiltiir nohutu C.
arietinum’a en yakin tirdiir ve muhtemel yabani atas1 konumundadir. C.
echinospermum ayni kolda yer almasina ragmen RAPD (Ahmad, 1999; Sudupak ve
ark., 2002, Iruela ve ark., 2002), AFLP (Sudupak ve ark, 2004; Nguyen ve ark.,
2004) ve ISSR (Iruela ve ark., 2002; Sudupak, 2004) sonuclarina gore C. arietinum’a
C. reticulatum’dan daha uzaktadir. Calismamizda kullanmis oldugumuz hem RAPD
hem de ISSR analiz sonuglar1 bu veriyi dogrulamaktadir. RAPD analizlerimiz sonucu
TR39221 numarali C. reticulatum aksesyonu C. arietinum’a en yakin ¢ikmistir. ISSR
calismalarimiz da bununla uyumlu sonug vermistir. Fakat dikkat ¢ekici olan 6zellikle
ISSR calismalarinda C. arietinum aksesyonu olan TR40242 aksesyonu, TR39221
numaralt C. reticulatum aksesyonuna daha yakin bir kolda ayr1 olarak yer
almiglardir. Bu bulgu C. reficulatum’un kiiltiir nohutlariin atasal formu oldugu
savin1 gliclii bir sekilde desteklemektedir. Sudupak (2004), ISSR ile yaptigi
calismada ILWC247 numarali C. reticulatum aksesyonunun C. arietinum’a en yakin
tiir oldugunu belirtmistir. Yaptifimiz hem RAPD hem de ISSR analizleri bizim
kullandigimiz baz1 farkli aksesyonlarin ILWC247 aksesyonuna gore Kkiiltiir

nohutlarina daha yakin olduklarini gostermistir.
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Ikinci kiimede C. pinnatifidum, C. judaicum ve C. bijugum ile birlikte yer
almisgtir. RAPD calismamiz sonucunda olusan kiimede de bu ii¢ tiir ayn1 dallanma
grubunda yer almistir. ISSR sonuclarina gore C. bijugum, C. pinnatifidum tiiriine
daha yakin c¢ikmistir. ISSR analizlerimiz sonucu olusan dendogramda, RAPD
analizlerinden farkli olarak, C. pinnatifidum C. bijugum ve C. judaicum arasinda yer
almistir. C. judaicum’a ait iki aksesyon olan ILWC17 ve ILWC54 C. pinnatifidum’a
daha yakin bulunmustur. Sudupak (2004)’ta ISSR ile yaptig1 c¢alismada C.
Jjudaicum’™un C. pinnatifidum’a daha yakin oldugunu bildirmistir.

Dis grupta ise tipki RAPD ¢alismamizdakine benzer bir sekilde C. yamashitae
tek basina yer alarak diger tiim tiirlerden uzak bir genetik iliski sergilemistir.

Calismamizin hem RAPD hem de ISSR sonuclari daha 6nce belirtildigi gibi
(Ladizinsky ve Adler, 1976; Sethy ve ark., 2006) Tiirkiye’nin Giiney Dogu Anadolu
Bolgesi’nin nohutun anavatani ve yakin yabani tiirlerinin merkezi oldugunu
desteklemektedir. RAPD ve ISSR sonuglart C. reticulatum’un kiltir nohutunun
yabani atast oldugunu ortaya koymaktadir. Tirkiye’nin giiney dogusundan
toplanilacak aksesyon ornekleriyle C. arietinum’un genetik havuzunu genisletmeye
dayali yabani tiirlerden yararlanilmasi ve sistematik ¢aligmalarinda goriilen
aksakliklarin asilmasinda ilerlemeler kaydedilebilecektir.

ISSR analizleri sonucu elde edilen bilgiler kullanilarak tek yillik Cicer tiirlerine
ait PCoA olusturulmustur (Sekil 4.13). PCoA sonuglar1 dendogram sonuglar ile
kiyaslandiginda benzer nitelikte bilgilere ulagilmistir.

PCoA yontemine gore, ISSR sonuglart RAPD analizlerinden biraz farkli bir
tablo ortaya koymustur. ISSR sonucu olusturulan PCol’e gore C. arietinum, C.
reticulatum ve C. echinospermum’un tam olarak birbirinden ayrilmadig
gorlilmiistiir. Buna ragmen bu tiirlerin ayn1 melezleme grubunda yer aldiklar1 agikca
goriilebilmektedir. Grup igindeki tiirlerin ayristirilmasindaki yetersizlik kullanilan
DNA dizilerinin tiim tiirlerde genom iginde rastgele bir dagilim gdstermemis
olabileceginden kaynaklanmig olabilir. ISSR ile ayristirma giicii daha fazla olan
farkli tekrar dizisine ait primerlerin kullanimu ile de arttirilabilir. PCo2 koordinatina
gore bir diger melezleme grubu olan C. bijugum, C. judaicum ve C. pinnatifidum’un
birbirinden rahatlikla ayrildigin1 gdstermistir. Dolayisiyla RAPD analizleri sonucu

ayrilamayan bu grup ISSR sonuglarinda belirgin bir sekilde ayrilmistir.
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Bu sekilde RAPD ve ISSR markoérlerinin birlikte kullanimi ayristirma giictinii

belirgin bir sekilde arttirmistir.

Scatterplot of PCo2_J vs PCol J
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Sekil 4.13. ISSR analizi sonucu olusan Jaccard PCoA. C. yamashitae (1), C.
judaicum (2), C. bijugum (3), C. pinnatifidum (4), C. echinospermum

(5), C. reticulatum (6), C. arietinum (7)

4.1.5. RAPD ve ISSR Sonug¢larinin Ortak Degerlendirilmesi

RAPD ve ISSR analizleri sonuglart beraber kullanilarak NTSYS-pc 2.0

programi ile yeni bir dendogram olusturulmustur (Sekil 4.14). Olusan dendogramda

tipk1 RAPD ve ISSR dendogramlarinda oldugu gibi iki ana kiime meydana gelmistir.

Bu kiimelerden ilkinde C. arietinum, C. reticulatum ve C. echinospermum ile birlikte

yer almustir. Ikinci kiimede ise C. judaicum, C. bijugum ve C. pinnatifidum beraber

bulunmuslardir. C. yamashitae ise bu gruplarin disinda tek basina bir kolda dis grup

olarak yer almig ve diger tiirlere uzak bir akrabalik sergilemistir.
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RAPD ve ISSR analizleri sonucu olusan ortak dendogramda da C. reticulatum
tirii kiltiir nohutu olan C. arietinum’a en yakin yabani tlir olmustur. TR39221
numarali C. reticulatum aksesyonu TR40242 numarali C. arietinum aksesyonuna en
yakin bulunarak ayr1 ayrt RAPD ve ISSR analiz sonug¢larimizla uyumlu olmustur.

C. pinnatifidum, RAPD analizlerimize benzer bir sekilde, C. judaicum ve C.
bijugum arasinda yer almis olmakla birlikte C. judaicum’un bu tiire (C. pinnatifidum)
C. bijugum’a gore daha yakin bazi aksesyonlarinin (ILWC17 ve ILWCS54)
bulundugu gézlenmistir.

PCoA yontemine gore RAPD ve ISSR ortak analiz sonuglar1 ayr1 ayrt RAPD
ve ISSR degerlendirmelerimizle uyumlu cikmistir (Sekil 4.15) PCo2’e gore C.
reticulatum ve C. arietinum belirgin bir sekilde birbirine yakin ¢ikmistir. Ayrica C.
echinospermum iki tlirden biraz uzakta olmasina ragmen PCol’e gore ayni grupta
yer almistir. RAPD ve ISSR ortak sonuclar1 C. reticulatum’un C. arietinum’a en
yakin tiir oldugu goriisiinii net bir sekilde desteklemektedir. ISSR analizleri sonucu
olusan PCoA’ya gore RAPD ve ISSR analizleri sonucu olusan PCoA’da C. bijugum,
C. judaicum ve C. pinnatifidum birbirlerinden net bir sekilde ayrilmamislardir. Bu da
bu ii¢ tiiriin filogenetik iligkisinin incelenmesinde ISSR sonuglarindan daha fazla

yararlanilabilecegine isaret etmektedir.
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Scatterplot of PCo2_J vs PCol_J
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Sekil 4.15. RAPD ve ISSR analiz sonucu olusan ortak Jaccard PCoA. C. yamashitae
(1), C. judaicum (2), C. bijugum (3), C. pinnatifidum (4), C.
echinospermum (5), C. reticulatum (6), C. arietinum (7)

Kiiltiir nohutu olan C. arietinum’un dar olan genetik havuzunun genisletilmesi
ona yakin olan yabani formlariyla ¢aprazlamakla ve gen aktarimlartyla miimkiin
goziikmektedir. Bu anlamda yiiriitillen bir¢cok ¢alismada (Ahmad, 1999; Sudupak,
2004; Shan ve ark., 2005) C. arietinum’un yabani tiirleriyle olan akrabalig1 net olarak
belirlenmeye ve de elde edilen bilgiler neticesinde onlarin ekocografyalar
belirlenmeye ¢alisilmaktadir. Kiiltiir nohutu ile melezlenme imkanina sahip yabani
formlarin genetik iligkilerinin netlesmesi halen ¢ok smirli olan gen bankalarindaki
korunan aksesyonlarin zenginlestirilmesi maksadi ile yeni bitki toplama ve saklama
(ex situ) g¢aligmalarmi giindeme getirecektir. Calismamizda g¢ogunlugu Tirkiye
kokenli tek yillik Cicer tiirleri kullanilmistir. Kullanilan Cicer tiirlerinin toplandigi
yerler sekil 4.16 lizerinde gosterilmistir. Sekildeki haritada da goriildiigii gibi C.

reticulatum tiirii Tlirkiye’nin Giiney Dogu’sunda ve 6zellikle Mardin ilinde yayilis
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gostermektedir. Bunun yaninda diger Cicer tiirleri olan C. bijugum Van ili
dolaylarinda, C. pinnatifidum Elazig ili, C. echinospermum ise Sanlurfa ili
civarlarinda toplanmustir. C. arietinum, Turkiye’nin Orta ve Giineydogu Anadolu

bolgelerinden toplanmastir.

Sekil 4.16. Tirkiye’de yetisen tek yillik yabani Cicer tiirleri ve lokasyonlari. C.
arietinum (W), C. bijugum ¢k), C. reticulatum @), C. pinnatifidum @), C.

echinospermum (@)

Calismamiz neticesinde, Diyarbakir ilinden toplanan TR40242 numarali C.
arietinum aksesyonu, Mardin’den toplanan TR39221 numarali C. reticulatum
aksesyonuna en yakin aksesyon olmustur. Diyarbakir ve Mardin illerinin cografik
olarak birbirine ¢ok yakin oluslart C. arietinum’un bu bolgeden kdken aldigi ve
yabani atalarinin bu bolgede olabilecegi savini giiclendirmektedir. Bu goriis daha
once de bircok calisma ile (Ladizinsky ve Adler, 1976; Sudupak ve ark., 2002; Sethy
ve ark., 2006) desteklenmistir. Tiirkiye’nin mevcut olan Cicer genetik havuzunun
zenginligi dikkat cekicidir. Tirkiye’de yetisen Cicer tiirlerinden ozellikle kiiltiir
nohutunun yabani atasi olan C. reticulatum’un, C. arietinum’un genetik havuzunun

zenginlestirilmesi caligsmalarinda kullanilmasinda énem arzetmektedir. Nitekim, son
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zamanlarda yapilan bir calismada C. reticulatum genomu kullanilarak tiretilen lokus
spesifik mikrosatelit markorlerinin kiiltiir nohutu dahil ¢esitli Cicer tiirlerinde
kullanilabilecek polimorfik belirleyiciler iirettigini gostermistir (Sethy ve ark, 2006).
Gen havuzu dar olan C. arietinum’un kullanildigi benzer calismalarda iiretilen
markdrlerin aksine C. reticulatum kaynakli bu markorlerin kullanim alani daha genis
goziikmektedir. Bu markorlerin iretildigi C. reticulatum’un kiiltiir nohutu ile
melezlenme sorunu olmamasi ve C. reticulatum’un kiltir nohutuna gen
aktarilabilecek Monocicer grubu iginde en yakin genetik iliskide bulunmasi, ayrica
pek cok dnemli biyotik-abiyotik stres kosullarina direnglilik saglayan genlere sahip
olmas1 molekiiler 1slah programlarinda kullanilabilecek yeni olanaklar sunmaktadir.

Singh ve ark. (1998), ates yamigi, kok cliriikliigi, nematod ve soguk gibi
biyotik ve abiyotik stres kosullarina dayaniklilikla ilgili ¢aligmalarinda bu stres
kosullarina dayanikli 6rneklerin tiimiiniin Tiirkiye orijinli olduklarini belirtmislerdir.
Bu acgidan iilkemizin zengin olan stres kosullarina dayanikli genlerini tagiyan tiirlerin
belirlenmesi ve bu genlerin kiiltiir nohutunun dar olan genetik havuzunun
zenginlestirilmesinde kullanilmasi, nohut veriminin arttirilmasi iizerindeki
calismalara destek saglayacaktir.

Tekeoglu ve ark. (2004), nohutta antraknoz hastaligina dayaniklilik ile ilgili
yaptiklart c¢alismada C. arietinum x C. reticulatum ¢aprazlanmasiyla olusan
rekombinant bitkide markor sistemini kullanarak hatlarda dayamiklilik geni
lokuslarinin belirlenmesini amaglamiglardir. Calismalarinda markor sistemlerinin
nohutta bu hastalik ile ilgili seleksiyonda gelecege yonelik timitvar olduklarimi dile
getirmislerdir. Elde ettigimiz sonuglar da nohut verimini 6nemli oranda etkileyen bu
hastalikla miicadelede genitér olabilecek yabani tiirlerin se¢iminde fayda
saglayacaktir.

Tekeoglu ve ark (2000), kiiltiir nohutunda solgunluk hastaligina neden olan
Fusarium oxysporum Schlechtend.: Fr. f. sp. ciceris (Padwick) zararlisina direng
geninin kalitimin1 incelemek amaciyla yaptiklart ¢aligmada RAPD markorleri
kullanarak kalitilan genlerin gen haritasindaki yerini belirlemeye c¢alismislardir. Bu
sonugla aktarimi yapilan genin daha sonra yapilacak ¢aprazlama calismalarinda
dayaniklilik genlerini tasiyan bireylerin se¢iminin kolaylasmasini1 arzulamaktadirlar.

Bizim c¢alismamizin sonuglar1 da genetik akrabaligi yakin olan yabani tiirleri kiiltiir
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nohutuna gen kaynaklig1 yapmasinda segilecek genitor tiiriin belirlenmesinde fayda
saglayacaktir. Ayrica kiiltiir nohutunun kendi arasinda da belirlenecek olan genetik
benzerlik ve uzaklig1 calismalari da melezleme c¢alismalarinda segilecek olan tiirler
arasindaki genetik iligskinin bilinmesi acisindan yarar saglayacaktir.

Abiyotik stres kosullar ile ilgili olarak ta diinya niifusunun yarisin etkileyen
demir noksanlig1r dikkate alinmasi gereken en Onemli beslenme sorunlarindandir.
Dogru ve yeterli beslenme konusunda zengin protein igerigi ile diinyada iiretilen
baklagiller arasinda en oOnemli {liglincli legiim olan nohutun demir igeriginin
zenginlestirilmesi ¢ok 6nemli bu beslenme sorununda kayda deger iyilesmelere yol
acabilecektir. Bu problemin giderilmesi beslenme agisindan demir yoniinden zengin
besinlerin tiiketilmesiyle kismen ¢6ziime kavusabilecektir. Nohut, demiri gen¢ ve
yash yapraklarinda ve de tohumunda biriktirirken demir noksanligi kosullarina
direncli bir bitkidir (Mahmoudi ve ark., 2005). Bu 6zellikleri genomunda bulunduran
kiiltiir nohutu aksesyonlar1 ve yabani akrabalarinin tespiti yeryiiziinde goriilen demir
noksanlig1 problemlerinin ¢6ziimiinde yararlar saglayacaktir.

Saxena ve ark. (2004), nohutta demir noksanligina direnclilikle ile ilgili
yaptiklar ¢alismada, demir noksanligina baglh klorozis’e dayanikliligin dominant bir
gen ile kontrol edildigini ifade etmislerdir. Bir mikro element olan demirin bitkiler
icin ¢ok dnemli gorevleri bulunmaktadir. Demir noksanligina bagli olarak klorozis’e
direng genlerinin kiiltiir nohutunun gen havuzuna katilmasi hem besin kaynagi olan
insanlardaki demir noksanligina karst hemde bitkinin gelisim bozuklarinin 6niine
gegmesi agisindan onemlidir. Neticede C. arietinum genotiplerine, yabani nohutlarda
molekiiler ¢aligsmalardan elde edilen sonuglara gore gen transferi ve 1slah
caligmalarinin  6nemi artmaktadir. Calismamiz sonucunda elde edilen bilgiler
tiniversitemizde ilerde yapilacak nohutta demir alim1 ve biriktirilmesi ¢aligmalarinda

molekiiler bilgiler sunmasi agisindan yardimer olacaktir.
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5.SONUC VE ONERILER

Tiirkiye, nohut iiretimi agisindan diinya iilkeleri arasinda Hindistan’dan sonra
ikinci sirada yer alarak onemli bir yere sahiptir. Bu 6neminden dolay1 her gegen yil
nohut iiretimi artig kaydetmektedir. Gerek besin kaynagi olarak gerekse de topragin
azot miktarinin arttirilmasinda rol oynadigi i¢in nohut agronomik agidan daha 6nemli
hale gelmektedir.

Daha o6nce yabani nohutlarla ilgili yapilan calismalarda Tirkiye’nin nohutun
anavatan1 oldugu ve Ozellikle Tiirkiye’nin giineydogusunun kiiltiir nohutunun
evrimlesme siirecinin bagladig1 yer olarak belirtilmistir. Bu da Tiirkiye topraklarinda
yetisen yabani nohut tiirlerinin var olan zengin gen havuzundan yararlanma fikrini
giindeme getirmektedir.

Calismamizin amaci da buna paralel olarak 6zellikle Tiirkiye’de yetisen yabani
nohut tiirlerinin filogenetiginde yasanan celiskilere cevap bulmak ve kiiltiir nohutu C.
arietinum’un yabani formlariyla olan iligkisini belirlemektir. Cicer cinsine ait C.
arietinum’unda aralarinda bulundugu tek yillik 7 tiirtin filogenetik iliskisini
belirlemek amaciyla 14 RAPD ve 16 ISSR primeri kullanildi. Kullandigimiz
primerler yiiksek oranda polimorfizm gostererek Cicer tiirlerinin birbirinden
ayrilmasini saglamistir. Analizler sonucu olusturulan dendogram ve PCoA’dan Cicer
tiirlerinin birbirleriyle genetik tabanli akrabalig1 incelenmistir.

RAPD, ISSR analizlerimiz sonucu olusan yaklasik 382 polimorfik bant Cicer
tirlerinin genetik tabanli akrabaliginin netlesmesindekatki saglamistir. Analiz
sonuglarina gore olusturulan dendogramlar ve PCoA’lar, C. arietinum’un C.
reticulatum ve C. echinospermum ile ayni grupta yer aldigmi gostermistir. C.
reticulatum tiirli kiiltliri yapilan C. arietinum’a en yakin yabani tiir olmustur. Ayrica
zengin bir gen havuzuna sahip olan C. pinnatifidum, C. bijugum ve C. judaicum aym
grupta yer alarak yakin akrabalik sergilemiglerdir. C. yamashaitae ise dig grup olarak
diger tiirlere uzak bir akrabalik ortaya koymustur.

Calismamizin sonucunda daha Once yapilan morfolojik, karyotipik, izozim ve
genetik markor analizlerinin sonuglariyla uyumlu olarak C. reticulatum tiirliniin
kiiltiir nohutu olan C. arietinum’un yabani atasi oldugu goriisii desteklenmistir.

Hem RAPD hem de ISSR analizleri benzer sonuglar vererek bu goriisii
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dogrulamistir. Ozellikle calismamizda kullandigimiz Mardin ili orijinli TR40242
numaralt C. arietinum aksesyonunun Diyarbakir orijinli TR39221 numarali C.
reticulatum aksesyonuna c¢ok yakin bir genetik akrabalik sergilemesi hem nohutun
yabani atasinin C. reticulatum oldugu hem de Tiirkiye nin glineydogusunun nohutun
anavatani oldugu gortisleriyle paraleldir.

Ulkemiz yabani nohut biyogesitliligi acisindan zengin bir yapiya sahiptir.
Ozellikle biyotik ve abiyotik stres kosullarina kars1, kiiltiire alinma ve kislik bir bitki
iken yazliga donmesi esnasinda ilk ¢iftcilik faaliyetleri ile, bir ¢ok genetik 6zelligini
yitiren kiiltiir nohutunun genetik havuzunun genisletilmesinde stres kosullarina
dayanikli 6zelliklerini koruyan yabani akraba formlarindan faydalanilmasi biiyiik bir
onem kazanmistir. Gerek c¢aprazlama gerekse uzun vadede gen transferi
calismalariyla uygun genlerin Kkiiltiir nohutuna aktarilmasi insan beslenmesi
acisindan 6nemli bir yere sahip olan bir baklagil olan nohutun iiretiminde iilkemizi
s0z sahibi duruma getirecektir.

Nohutun biinyesinde bulundurdugu protein oraninin yiiksek olmasi nedeniyle,
protein ihtiyacim et ve iirlinlerinden karsilayamayan bir ¢ok insan i¢in diyetlerinin
icine nohut girmektedir. Ulkemizde yiiksek bir maliyetle elde edilen et ve iiriinlerinin
ithtiyac1 karsilayamadig1 bir gercektir. Protein zenginligi yaninda biinyesinde demir
bulunduran et ve et iriinleri yeterli miktarda tiiketilmediginden iilkemizde ve
diinyada milyonlarca insan bundan olumsuz etkilenmektedir. Nohut ise hem
biinyesinde bulundurdugu protein hem de tohumunda ve yapraklarinda biriktirdigi
demir agisindan olduk¢a Onemli bir bitkidir. Yapilan c¢aligmalar nohutun demir
noksanligi kosullarina dayanikli oldugu bunun da nohutun demiri depo
edebilmesinden ileri geldigi dile getirilmistir.

Nohut ile yabani formlar1 arasinda yasanan g¢aprazlama sorunlarinin uygun

aksesyonlarin secilmesi ile ¢oziimlenebilecegi kannatindeyiz.
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