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OZET

Bu ¢alisma, nohut yetistiriciliginde biiyiik bir paya sahip olan Konya'daki farkli lokalitelerden toplanan nohut
popiilasyonlarmmin sahip oldugu genetik ¢esitliligin tespit edilmesi icin yapilmistir. Ulkemiz agisindan ekonomik degeri olan,
bélgeye uygun nohut ¢esitleri gelistirmeye yonelik islah programlarina katkida bulunmak hedeflenmistir.

Calismada, Konya Bolgesi’nden toplanmis olan 23 nohut popiilasyonu ve 2 nohut ¢esidi (Gokge, Er 99) kullanilmis ve
basit dizi tekrarlar arast (ISSR) molekiiler markér teknigi ile popiilasyonlarin aralarindaki genetik uzakliklar belirlenmigtir.
Farkl yerlerden temin edilen tohumlarin ekimi saksilarda kontrollii sera sartlarinda gergeklestirilmis, yetistirilen fidelerden
alinan geng yaprak orneklerinden 2x CTAB metoduna gére DNA 'lart izole edilmis ve se¢ilmis ISSR primerleri ile yapilan
PCR islemleri sonucunda olusan bantlardan popiilasyonlarin ortalama polimorfizm oran %88.23 olarak belirlenmistir. Elde
edilen veriler NTSYS-pc 2.1 programi ile analiz edilmis ve genetik iliski dendogrami olusturulmustur. Calisma sonucunda
Konya Bolgesine ait nohut gen kaynaklarinin sahip oldugu genetik cesitlilik molekiiler markorler ile ortaya konmugtur.
Anahtar Kelimeler: Nohut, Genetik ¢esitlilik, ISSR, PCR

DETERMINATION OF GENETIC DIVERSITY AMONG CHICKPEA (Cicer arietinum L. ) POPULATIONS
COLLECTED FROM THE KONYA REGION USING ISSR MARKERS
ABSTRACT

This study was conducted to determine the genetic diversity of the chickpea populations collected from different localities
in Konya, an important region in chickpea production of Turkey. Support of breeding programs that target the development
of chickpea varieties with economic value that are also appropriate to the region were also aimed.

In the present study, 23 chickpea populations collected from the Konya region were used together with two commercial
varieties (Gokge, Er 99) and genetic distance of the populations were determined via inter simple sequence repeats (ISSR)
molecular markers system. Seeds that were collected from different localities were planted in a controlled glasshouse within
pots, DNAs were isolated from young leaf samples of the seedlings using 2 x CTAB procedure and genotyping was conducted
by selected ISSR primers. Data were analyzed with NTSYS-pc 2.1 package program and polymorphisms of the populations
were determined as 88.23%. In the study, genetic diversity of the chickpea gene resources belonging to Konya region was
determined.

Key Words: Chickpea, Genetic diversity, ISSR, PCR
GIRIS ekolojik isteklerine uygun, kaliteli, yiiksek verimli,

Gen merkezi Giineydogu Anadolu olan nohut; hastalik ve zararlilara dgyanabilen Fescilli cesitler ile
Tiirkiye’de ozellikle kurak alanlarda olmak iizere ~POptilasyonlar arasindaki farklar belirlenerek bolgede-
yaklagik 557.800 ha alanda yetistirilen Snemli bir ~Ki nohut tarimma katkida bulunulmast gerekliligi
yemeklik tane baklagil bitkisidir. Konya ili 47.699  ortadadir. Bu amagla, Onder ve Bayrak (2005) tarafin-
ha’lik ekim alani ile biiyiik bir paya sahiptir (Anonim, dan Yiritilen “Konya Ekolopsmdo.? Tarimi Yapilan
2006). insan beslenmesindeki éneminin yaninda mii- Y erel Nghut P opﬁlgsyonlarl ve Ce$1.ﬂ‘?“nm Tarlmsalj
navebedeki Snemi de dikkate alindiginda bu yemeklik ~ Teknolojik ve Besinsel Karakterlerinin Belirlenmesi
tane baklagil bitkisinin degerini artirmaktadir. Ulke- ~ Uzerine Bir Arastirma” isimli proje kapsaminda bol-
miz nohut ekim alanlarinda nohut ziraatinin en biyiik ~ gede yetistirilen popiilasyonlar toplanmis ve tarla
sorunlarindan biri ¢ift¢i elindeki tohumluklarin isteni- denemelerine almmugtir. Son yillarda 1slah galismala-
len kalitede olmamasi ve mevcut tescilli gesitlerin ~ nda kullanilmaya bas'lanll.an molekﬁlgr .selek'siyonun
yeteri kadar yayginlasmamis olmasidir. Cift¢inin elin- yaygmlastl.rll'mam yen ge$1tler1r'1 gelmtmlmem agisin-
de yoresel isimlerle adlandirilan gesit ozelliginde — dan éinemlldlr. Bu anlamda verimi yiiksek, stres fal'o
olmayan ¢ok sayida popiilasyon meveut olup, bunlarm  torlerine ve hastaliklara dayanikli nohut gesitlerinin

verim durumlar1 hakkinda saghikli bilgi mevcut degil- gelistirilmesinde uygun markor tekniklerinin erken
dir. test ve seleksiyonda kullanilmasi, ele alinmasi gereken

konulardandir.  Konuyla  ilgili  arastirmalarda;

Ciftginin elindeki tohumlugun tarimsal ve kalite Chowdhury ve ark. (2002), Kuzey Amerika’da nohut

Ozelliklerinin belirlenmesi ve bu dogrultuda bdlgenin

2Sorumlu Yazar: myorg@selcuk.edu.tr
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cesitleri ve 1slah hatlarinda genetik iligkinin belirlen-
mesi ve bunlarin 1slahta kullanimi1 amaciyla 22 rastge-
le ¢ogaltilmis polimorfik DNA (RAPD) ve 22 basit
dizi tekrarlar arasi (ISSR) markorleriyle ¢aligmuslardir.
Calismada ISSR primerlerinin RAPD primerlerine
gore daha az bant olusturmasina ragmen bantlarin
daha polimorfik oldugu goriilmiistiir. Kiiltiir ¢esitleri-
nin kendi i¢inde biiyiik 6l¢iide homojen oldugu, ayni
genetik tabandan gelen kiiltiir ¢esitleri/islah hatlarimin
da c¢ok yakin benzerlik gosterdigi belirlenmistir.
Banerjee ve ark. (2001), ana bitki olarak Cicer
arietinum (ICC 4918) ve baba bitki olarak da yabani
nohut tiirleri (C. reticulatum-JM 2100, IM 2106 ve C.
echinospermum-ICCW 44) kullanilarak melezleme
yapmuslar, Cicer arietinum (ICC 4918) x C.
reticulatum (JM 2100) melezlemesiyle F, bitkilerin-
den ¢ok sayida iiretip RAPD primerleri kullanarak
baglanti haritalarini ¢ikarmiglardir.

Nguyen ve ark. (2004), ¢ogaltilmis parca uzunlugu
polimorfizmi (AFLP) teknigini kullanarak yabani
nohutlar ile kiiltiir cesitleri arasindaki genetik
cesitliligi tespit etmek i¢in yiiriittiikkleri ¢alismada 17
nohut tiiriiniin temsil edildigi 95 aksesyon iginde
toplamda 214 lokasyondan 211’inde polimorfizm
(%98.6) belirlemislerdir.

Bu c¢alisma, nohut yetistiriciliginde biiytlik bir paya
sahip olan Konya ve civarinda yetistirilen nohut
popiilasyonlarimin sahip oldugu cesitliligin molekiiler
markor tekniklerinden ISSR ile tespiti ve iilkemiz
acisindan ekonomik degeri olan, bdlgeye uygun nohut
cesitleri gelistirmeye yonelik 1slah programlarina
katkida bulunmak amaciyla yapilmustir.

MATERYAL VE METOT
Materyal

Arastirmada materyal olarak Konya Bolgesinden
23 farkli yerden toplanan nohut (Cicer arietinum L.)
(2n=16) popiilasyonlarina ait tohumlar ve 2 adet
tescilli nohut ¢esidi (Gokge ve Er 99) kullanilmustir.
Tohumlar S.U. BAP 061201032 nolu proje (Onder ve
Bayrak 2005) kapsaminda Konya Ilge Tarim
Midiirliikleri araciligr ile temin edilmistir. Materyalin
temin edildigi bolgeler Tablo 1°de verilmistir.

Tablo 1. DNA izolasyonunda kullanilan nohut
popiilasyonlarinin temin edildikleri bolgeler

No Bilge No Bilge No  Bolge

1 Ilgin 10 Seydisehir 19 Bozkir

2  Sugla 11 Beysehir 20 Hadim

3 Doganhisar 12 Aksehir2 21 Gokge

4  Ahirh 13 Derebucak 22 Hiiyiik

5 Aksehirl 14 Sarayonii 23 Hatunsaray
6 Eregli 15 Derbent 24 Yunak

7  Akoren 16 Giineysiir 25 FEr 99

8 Kadmhant 17 Karapinar

9 Altinekin 18 Cumra

Metot
DNA izolasyonu

Nohut tohumlar1 bilgisayar kontrollii otomatik
serada saksilara ekilmis, ¢ikistan 20 giin sonra her
popiilasyonu temsilen 10 adet bitkinin geng yapraklari
esit miktarda alinarak karigtirilmis ve popiilasyondaki
bireylerin DNA’s1 bulk olarak izole edilmistir.

DNA izolasyonu 2x CTAB metoduna gore
yapilmistir (Saragoglu, 2007). RNA uzaklastirma
islemi 4 pL. RNase A (Qiagen 1 ng/uL) kullanilarak
izolasyon sirasinda  gergeklestirilmistir. Izolasyon
sonrasinda DNA’lar 200 pL steril saf suda ¢6ziilmiis,
biyofotometrede (Eppendorf) Ay¢ nm dalga boyunda
okumalar1 yapilarak konsantrasyonlar1 belirlenmis ve
PCR’da kullanilmak iizere 25 ng/uL’ lik diliisyonlar
hazirlanmistir. Diliisyonlara ait 6rnekler %1°lik agaroz

jelde yiriitiilerek goriintiileme cihazinda
goriintiilenmis ve PCR’da  kullanilacak DNA
miktarlart esitlenmigtir.  DNA stok c¢ozeltileri -

80°C’de, diliisyon ¢ozeltileri ise -20°C’de muhafaza
edilmistir.

ISSR Molekiiler Markér Teknigi ile PCR
Amplifikasyonlar:

PCR amplifikasyonlar1 se¢ilmis ISSR primerleri
ile gergeklestirilmistir (Tablo 2).

PCR uygulamalar1 Eppendorf Mastercycler
Gradient cihazi ile yapilmigtir. Reaksiyonlarda 2 pL
DNA (25 ng/uL) ve 23 pL reaksiyon karigmmi [2.5 pL
10X PCR tampon ¢ozeltisi (Bioron), 2.5 pL 25 mM
Mg (Bioron), 0.4 pL dNTP (her bir niikleotidten 25
mM, Larova), 0.3 uL Taq DNA Polimeraz (5 tinite/uL
Bioron), 0.5 puL (50 ng/uL) primer ve 16.8 pL. PCR
suyu] ile 40 dongii touchdown PCR yapilarak
amplifikasyon gerceklestirilmistir. Kullanilan PCR
programlari referans makaleler temel alinarak
caligmalarda kullanilan primerlerin Tm degerlerine
uygun olarak her bir primer i¢in ayr1 ayr
olusturulmustur. PCR {iriinleri %2’lik agaroz (Prona
Agaroz) jel elektroforez ile yiiriitiilmiis, goriintiileme
sistemiyle (Vilber Lourmat, Fransa) goriintiilenmis ve
skorlamalar manuel olarak gergeklestirilmistir.

ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

Caligmada, giivenilirligi yiiksek, uygulamasi kolay
ve maliyeti diisik olmasi1 dolayisiyla dominant
molekiiler belirleyicilerden ISSR  kullanilmistir.
Kullanilan tiim primerlere ait elde edilen skorlanabilir
bantlar ve bunlarin polimorfizm yiizdeleri (Tablo 2)
incelendiginde en fazla bant iiretimi 16 bant ile M2
primerinde olmustur. Polimorfizm orami en yiiksek
olan primerler (%100) F2, F3, M2 ve MS8
primerleridir. En diisiikk bant sayist (4), en diisiik
polimorfik bant sayist (2) ve polimorfizm yiizdesi
(%50) de M11 primerinden elde edilmistir. Calismada
tekrarli olarak toplam iretilen skorlanabilir 85 adet
banttan  75’inin  (%88.23) polimorfik oldugu
gozlenmistir. Uretilen bantlarm tekrarlanabilir olmas1
(glivenilirlik) ve de yiiksek polimorfizme sahip olmasi
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(skorlanabilirlik) daha fazla farkli lokuslarin
taranmasint gereksiz kilmigtir Chowdhury ve ark.
(2002)  nohutta  yaptiklar1  ¢aligmada  ISSR
primerlerinin  RAPD  primerlerine gore daha
polimorfik oldugunu ifade etmistir.

Secilen primerlerin biiyiikk cogunlugu daha once
fasulye (Galvan ve ark. 2003) ve misir (Domenyuk ve

ark. 2002; Osipova ve ark. 2003; Barcaccia ve ark.
2003) gen havuzunun genetik  ¢esitliliginin
belirlenmesinde bagarili bir sekilde kullanilmagtir.
Benzer laboratuvar imkanlar ile gerceklestirilebilen
RAPD yontemi, tekrarlanabilirligi genelde daha zayif
olmasi1 dolayisiyla bu ¢aligmada tercih edilmemistir.

Tablo 2. PCR amplifikasyonlarinda kullanilan ISSR primerleri ile elde edilen skorlanabilir bantlar ve bunlarin

polimorfizm yiizdeleri

gl;lllmer DNA Dizisi Tm (°C) 32)(; BantSISayl- ]l;;)::;nso:;g Polu(t;:;ﬁzm
F2 CTC(GT)g 56.7 52.6 4 4 100
F3 (AG)sCG 56.0 55.6 8 8 100
F5 (AG)s 49.2 50.0 6 4 66.7
M1 (AGC)s G 63.1 68.4 12 9 75
M2 (ACC)s G 63.1 68.4 16 16 100
M4 (CA), C 59.8 52.4 5 4 80
M7 (AG), C 56.7 52.6 7 6 85.7
M8 (AC)y G 56.7 52.6 9 9 100
M11 (CAC); 53.3 66.7 4 2 50
M15 (CA)s AG 53.7 50.0 14 13 92.9
Toplam 85 75 88.23

F2, F3, F5 (Galvan ve ark. 2003); M1, M2, M4, M7, M8 (Domenyuk ve ark. 2002); M11 (Osipova ve ark. 2003);

M15 (Barcaccia ve ark. 2003)

7 8

910 1112131415 16

1718 1920 21222324 25 K

Sekil 1. M1 primeri kullanilarak yapilan PCR iiriinlerinin agaroz jel goriintiisii, K: Kontrol

Arastirma sonucunda, skorlanabilen bantlardan
NTSYS-pc 2.1 ile genotipik varyasyonun sergilendigi
genetik benzerlik dendogrami UPGMA yo6ntemine
gore olusturulmugtur (Sekil 2). Dendogramin
coefficient araligl 0.61 ile 0.89 arasinda degisiklik
gostermistir. Caligilan Srneklerden Eregli Ispanyol
popiilasyonu diger tiim oOrneklerden belirgin bir
sekilde ayrilmistir ve kendi basma bir kolda yer
almistir. Hiiyiik Ispanyol érnegi de en dis kolda yer
almig diger Ornekler ise ayr1 bir dallanma grubu
olusturmustur. Bu grupta gesit niteligi tagiyan Gokge
ise Yunak yerel popiilasyonuna genetik agidan en
yakin 6rnek olmustur. Ahirli sira nohut popiilasyonu

geri kalan oOrneklerden ayrilarak Cumra yerel
popiilasyonuna yaklasmistir. Calisilan 6rneklerden
gesit ozelliginde olan Er 99 ise Derbent ve Hadim
yerel popiilasyonlar1 ile ayni grupta yer almistir.
Hadim yerel popiilasyonuna yakmligi daha fazladir.
Saray6nii Ispanyol popiilasyonu ise Giineysmir yerel
popiilasyonu ile iliskili bulunmustur. Geri kalan, daha
yakin genetik iligki i¢inde bulunan orneklerin yer
aldigi, grupta ise Karapinar Ispanyol popiilasyonu
diger orneklere oldugu kadar bu 6rneklerden ayrilan
Ilgin yerel popiilasyonu ile de esit mesafede yer
almistir. Ilgin yerel popiilasyonu ile en yakin iligki
icinde olan Aksehir-1 ve onu takip eden Aksehir-2
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nohut popiilasyonlarin1 bu gruplardan ayrilan ve iki
ayr1 seksiyona ayrilan alt gruplar takip etmistir.
Buradaki ornekler, Bozkir yerel popiilasyonu ile
iligkili bulunan Akoéren, Kadmhant ve Altinekin ile

Derebucak popiilasyonlarinin olusturdugu homojen bir
dallanma ile Sugla, Hatunsaray ve Doganhisar
popiilasyonlarmin ~ olusturdugu  ikinci  dallanma
grubundan olugmaktadir.

Ilgin
Sugla

Hatunsaray
Dioganhisar

Aldiren
Beydigehir

Kadmham
e
Derebucak

Bozkr
Akgehir 1
Akgehir 2
Earapinat
Sarayonii
CGriness st
Beygehir
Derbent
Hadim

Er 99
Ahurh

uthra

Gokge™®

Tunak

I T T T . T T . . T T
0.5 o658 0.77

* Calismada kullanilan tescilli nohut ¢esitleri

Eregli
1

B3 083

Sekil 2. Skorlanabilen bantlardan NTSYS-pc 2.1 ile genotipik varyasyonun sergilendigi genetik benzerlik
dendogrami

Konya ili

Sekil 3. Konya il haritast

Konya il haritasina bakildiginda (Sekil 3), yakin
bolgeler arasindaki Orneklerde genetik bir yakinhk
oldugu dikkat ¢ekicidir. Bunlardan birbirine sinir olan
Seydisehir ile Akoren bdlgelerine ait orneklerin

birbirinden ayirt edilemedigi goriilmektedir. Bu
konuda yapilan benzer galismalara bakildiginda Iruela
ve ark. (2002), RAPD ve ISSR molekiiler markorlerini
kullanarak nohut genusunun 14 tiri ve 75
aksesyonunda filogenetik analiz ¢aligmalar1 yapmuslar
ve filogenetik iliskilerin Cicer sp’nin cografi
dagilimini belirlenmesinde iyi bir yontem oldugunu
ifade etmiglerdir. Bu nedenle gift¢ilerimizin genellikle
ellerindeki mevcut nohut tohumlarini tohumluk olarak

kullandig1 ve bu tohumluklarin ayni yérede yayilma
gosterdigi sonucuna varilabilir. Tiirkiye’de nohut ile
ilgili bu konudaki smnirli literatiirlerden birinde
(Sudupak, 2004) ISSR-PCR teknolojisinin nohutta
genetik varyasyonu ve akrabalik iligkilerini tespit
etmede ucuz, hizli ve uygun bir sistem oldugu
bildirilmistir. Bu ¢aligmalarda, nohut yabanilerinden
olusan 43 ornekte genetik iligkilerin RAPD, ISSR ve
AFLP markorleri ile ayr1 ayri incelenmesi ile biiyiik
Olgiide birbirine benzer sonuclar elde edildigi
gorilmiistiir. Ayni ¢alismalarda, Giineydogu Anadolu
Bolgesi’nin nohudun mikro-gen merkezi ve tarima
alindig ilk bolge olmasi dolayistyla kiiltiir formlari ile
birlikte 6zellikle yabani nohut akrabalarindaki zengin
biyogesitlilikten yararlanilarak ekonomik degeri
yiiksek genotiplerin gelistirilmesi i¢in egsiz bir kaynak
sundugu, ancak bunun yapilabilmesi i¢in popiilasyon
yapilarinin incelendigi genis ¢apl genetik gesitlilik ve
koruma c¢aligmalarina ihtiyag duyuldugu ifade
edilmektedir (Sudupak 2004). Banerjee ve ark. (2001)
nohutta RAPD teknigi kullanarak, Nguyen ve ark.
(2004) AFLP teknigi kullanarak baglanti haritalarini
¢ikarmiglardir. Reddy ve ark. (2002), ISSR
markdrlerinin - genetik  ¢esitliligin - belirlenmesinde,
filogenetik  calismalarda, genom  haritalariin
olusturulmasinda ve evrim biyolojisinde bir¢ok tarla
bitkisinde uygulanabilecek yararli bir teknik oldugunu
bildirmiglerdir.

ISSR  markérlerini  kullandigimiz  ¢alismamizda

Konya bolgesinde yetistirilen nohut popiilasyonlari
arasinda genetik bir varyasyon oldugu belirlenmistir.
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Bu varyasyonunda bolgeler arast gen gegisi ile
meydana geldigi sonucuna varilmistir.

SONUC VE ONERILER

Bu c¢aligmada Konya bolgesinden toplanmis olan
23 nohut popiilasyonu ve 2 nohut ¢esidi ISSR
molekiiler markor teknigi ile karakterize edilmis ve bu
popiilasyonlarin  aralarindaki  genetik  ¢esitlilikler
ortaya konmustur.

Kullanilan nohut tohumluklarinin birbirine yakin
olan bolgelerde yayilma gosterdigi ISSR markorleri
kullanilarak molekiiler diizeyde belirlenmistir.

Nohut yetistiriciliginde biiyiik bir paya sahip olan
Konya ve civarinda yetistirilen nohut
popiilasyonlarinin sahip oldugu cesitliligin tespiti,
bolgeye uygun nohut gesitlerinin gelistirilmesi icin
yiiriitiilecek 1slah programlarina katkida bulunacaktir.
Basarili bir 1slah programinin temeli dogru materyalle
ise baslamak olduguna goére bu anlamda yapilan
¢aligmanin 6rnek bir ¢aligma oldugu diistintilmektedir.
Nohut kuru tarim alanlarinda yogun olarak
yetistirilmesi ve nadas alanlarinin degerlendirilmesi
nedeniyle ekonomik potansiyel tagiyan bir bitkidir. Bu
nedenle tarimi yapilan alanlarda antraknoza dayanikli,
iistiin besin kalitesine sahip ¢esit gelistirme gerekliligi
ortadadir. Islah caligmalari igin zengin bir genetik
taban  olusturmasi  agisindan  popiilasyonlarda
polimorfizmin yiiksek diizeyde bulunmasi arzu edilen
bir durumdur. Ozellikle nohut gibi genetik tabani dar
olan bir bitkide mevcut biyogesitlilikten maksimum
diizeyde yararlanabilmek i¢in bu varyasyonun dogru
tespit edilmesi 6nemlidir. Yillardir ¢iftginin kullandigi
tohumlardaki bu genetik cesitlilik degerlendirilerek
iilkemiz kosullarma uygun nohut ¢esidi 1slah etmek
miimkiindiir. Nohut bitkisinin antraknoz gibi fungal
enfeksiyonlara ¢ok hassas olusu sebebiyle tarimi
yapilan bolgelerde ciddi verim kayiplar: olusmaktadir.
Bu yondeki ¢alismalar polimorfik farklilik gosteren
bireylerin belirlenmesi ve buradan hareketle bdlge
sartlarinda en iyi yetisebilen genotiplerin ortaya
konmasi, hastaliklara dayanikli bireylerin tespiti ve
bunlarin ¢ogaltilarak kullanilmasi bakimmdan 6nem
arz etmektedir.
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