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OZET

Calsmada, nohuttaAscochyta blighthastalgina kagi direng ile ilgili
molekiler markirlarin  (RAPD, STMS, ISSR) kullanilsnave test edilmesi
amaclandi. Genetik ve fizyolojik ceafnalarda biyoteknolojik ydtemlerin
uygulanmasi ve 6nemli bir triin olmasindan dolayhutayi bir model oldgu icin
tercin edildi. Ayni zamanda nohutta islah metodl@nimlandi. Bunun igin
antraknoza direncli ve hassas olan nohut genotipieerinde testler yapildi. 20
antraknoza hassas ve 27 antraknoza direncli ol&itrngenotipi C. arietinum L)
genomik DNA kayngi olarak kullanildi. Ve kontrol i¢in 1 hassas ebgvéatti Pl
599072 ve 1 direncli ebeveyn hatti FLIP 84-92C K@lJanilarak toplam 49 6rnek
Uzerinde, nohut genom haritasinda yerleri belirlgnstan antraknoza direng geni ile
iliskili RAPD, STMS, ve ISSR markirlarindan ean 10 molekuler markir en az
ikiser defa olmak Uzere go6zlemler yapilarak test edidillanilan markirlardan
UBC733 RAPD markiri ile TA2 STMS markiAscochyta bligha direnclilige 6zgu
markir olarak 1slah c¢amalarinda markir yardimhi secim maksadiyla
kullanilabilecgi sonucuna varildi. RAPD ve STMS teknolojiler, spamanlarda
markir yardimli secim amaciyla islah pramlarinda faydali olmaktadir. Bu
markirlar, dzellikle de UBC733 adli RAPD markir &2 STMS markirn islah
programlarinda istenilen karakterleristgan genotipleri secmek icin kullanilacaktir.
Molekuler markirlar, nohutt®scochyta blighti direnci tanimlayan gen ile direkt
ili skilidir. Calismada, biyoteknolojik yontemler kullanilarak Turkiyeée varolan
Ozellikle de nohut dretimini sinirlayan biyotik etr faktorlerinderAscochyta blight
hastalgina kasl tarla ortamina ekim yapilmasina gerek kalmaksiaboratuvar
sartlarinda hassas ve direncli olan nohut genotipléest etmek amaclandi. Turkiye
nohut genotiplerinde bu markirlarin v@rhin gosterilmesi ve direngli genin
izolasyonunun g#@anmasi bundan sonraki islah e¢alalarinda dayaniklilik
genlerinin takibini ve istenen genotiplere aktaabmi kolaylatiracaktir. Antraknoza
dayaniklilgl kontrol eden genlerin nohut genom haritasinddeyiaeimn belirlenerek
genlerin izolasyonu igin gerekli ilksamanin almasi ve hastata direncin tayin
edilmesi sglanacaktir.






SUMMARY

Just as efficient marker-assisted selection stiegagsed in world-wide plant
improvement programs have been developing, so tas molecular marker
technology, especially during the last decade. Hrmigle is, therefore, aimed at
testing the reliability of molecular markers in shiog whether a certain kind of
pulse is resistant to Ascochyta blight, one of liaic stress factors. In this article,
chickpea has been chosen as the kind of pulse anddgzed not only because it is an
important crop species, but also because it seases good model for genetic and
physiological studies designed to devise more ieffic breeding methods. This
research deals with two divergent chickpea line® of which is resistant and the
other is susceptible to Ascochyta blight. Thesediwere used in the isolation of the
genomic DNA’s of each of the 47 chickpe@&s @rietinumL.). 20 of these specimens
included in the susceptible line and 27 in thestesit one. There was also one
control of the susceptible parental line (Pl 5990&i2d one of the resistant parental
line (FLIP 84-92(3]). Each of the 49 specimens was tested twice bynseaten
molecular markers of RAPD, STMS and ISSR, which lacated in the chickpea
genome map and related to the anthracnose resasgame. Of these 10 markers,
UBC733 RAPD and TA2 STMS were found to be linked Ascochyta blight-
resistant chickpea lines. It was, therefore, catetlthat these two markers may play
a significant role in the development of currenickpea breeding programs, and that
marker-assisted selection is a reliable and efficraethod of finding out resistant

genes in this kind of pulse.
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1. GIRIS

Nohut, Cicer arietinum L.) kendi kendine dollenen 16 kromozoma (2n=16)
sahip diploid bir Grinddr. Nohut, fasuly®haseolus vulgaris L.) ve bezelyeden
(Pisum sativum L.) sonra diinya da tuketilen baklagillgreguminosae) familyasina
ait 3. onemli Grindur (FAO,1996)cerdii protein miktari agisindan da insanlar

tarafindan en ¢ok tuketilen tGrin olmaktadir.

Leguminosae familyasina giren nohutQjcer) yemeklik dane baklagil olarak
adlandiriimaktadir. Yemeklik dane baklagiller, denede ve dier tim bitki
kisimlarinda yuksek oranda protein icermeleri ngderblytk dneme sahiptirler.
Yemeklik baklagillerden nohut danelerinde %18 - %86 yluksek orandaki protein
miktari ve bu proteinlerin vicutta sentezlenmeyefiedi aminoasitleri icermesi
nedeniyle de beslenmede buyik dnesmtaktadir. Ayni zamanda 6zellikle A, B ve
D vitaminlerince de zengindir. Nohudun utlkemizdeB®D0 hektar ekim alani ve
683.000 ton uretimi yapiimaktadir. Nohut, 6nemli besin olmasina gamen Urin
miktari oldukca azdir. Bunun nedeni iseisarium wilt, Ascochyta blight gibi biyotik
zararlilara ve kuraklik, tuzluluk,sar nem gibi abiyotik stres faktorlerine kar
urinin son derece hassas olmasidir. Fakat bu izatkenlerin en tehlikelisi ise
nohut antraknozu denilefscochyta blight hastalgidir. Bu hastalik, nemli havalarda
etkili oldugu gibi infekte olmg tohumlarla veya hastalikli olan ilk Grdndn
hasadindan sonra araziye yapilan yeni ekimlerdeeddini gostermektedir. Hastalik
iri taneli olan ve en cok pet gorenkabuli denilen nohut genotiplerinde daha
yaygin olarak gorulmektedir. Cunkd kabuli tipin imesylzdesi daha fazla
oldugundan mantar icin uygun ortami giurmaktadir. Oysa klcuk tanetles
tipinde ise hastalik etkili g@dir.

Direngli tdrtn islahi igin; sulama veya patojenighndun muamele edilmesi
yani hastafiin bulgmasi ile ortaya cikan hastalik epidemileri, hakthlhcelerine
nohut ekimi yapilarak goézlenir. Bu yaklenla, Ascochyta blight’a diren¢ geltirmek

icin fazla zaman ve sabir isteyen, ulusal ve utussasi islah pgramlari



gelistirilmi stir. Bu nedenle daha etkili 1slah stratejileri wxisn metodlari gejtirmek
gerekmektedir.

Nohut antraknozunun etmeAscochyta rabiei denilen bir mantardir. Hastalik
etmeni, bitkinin toprakalti organlarini infekte ed&d6vde, yaprak, cicek ve baklalar
(kapsuller) Uzerinde kahverengiden siyaha kadagisde renklerde lezyonlar
meydana getirerek %10’dan %100’e varan oranlarda kaybina neden olmaktadir
(Nene, 1988 and Dolar, 1994).

WANA (Ulkelerinde, drtin geleneksel olarak ilkbahaylasinda yettirilir.
Fakat, ksin ekimi yapildginda %100’e ulgan miktarda Grin agii olmaktadir.
Ciftciler, bu durumu cok nadir olarak dikkate alrteekrlar. Cunkt, nemli ve ygasli
olan kg sartlari hastafiin yayllmasinda c¢ok etkili olmaktadir
(Saxena and Varma 1990). Bgiahava sartlarinin tstesinden gelebilmek igin,
sogguga dayanikli ve antraknoza direncli kilttrler elddilmelidir. Geleneksel
yollarla béyle hat ve gdleri 1slah etmek icin ¢cok sayida uluslararasi aab

olmasina rgmen kulttrler mantara kgruzun sire direng gostermemektedirler.

Bitki yetistiricili ginde kagilasilan buyik zorluklardan biri hastaliklara kar
direncin sg@lanmasidir. Hastaliklara kardiren¢ kantitatif bir 6zelliktir. Kantitatif
Ozellikler, kalitatif 6zelliklerden bireylerin kesi bir sekilde siniflandirilamamasi
sebebiyle farkhlik goOstermektedirler. Kantitatifzéilikler sirekli bir varyasyon
gosterdginden Mendel kurallari direkt olarak kullaniimamadir. Molekiler
markirlarin kullaniimasiyla tim bu zorluklarin (stelen gelinmtir. CUnkd,
molekiler markirlar direncli  kdlttrlerin - gefnesini  s@lamaktadirlar. Markir
yardimh secim vasitasiyla mantarin farkli turlerikagi diren¢ gosteren birden ¢ok
genin biraraya getiriimesi amaclanmaktadir. Falzatyaklgim direng geni ile yakin
iliskili olan veya ayni lokusta bulunan markirlarla esic geninin etiketlenmesi

esasina dayanmaktadir.

Nohutta Ascochyta blight direnci komplekstir. Yapilan c¢amalara gore,
nohutta Ascochyta blight'a direncin birden c¢cok genin kontroli altinda gidu
isbatlanmgtir (Singh and Reddy, 1993; Tewari and Pandey, 1BR@&hlbauer et. al.,
1990).



Son zamanlarda ise Tek#o ve arkadglari (2000) yilinda yaptiklari ¢amayla
tamamlayici iki resesif genin kontrolu altinda dgeolwtugunu goésternsierdir.
Fakat, direnci tanimlayan genlerin lokasyonlarinibiemektedir. Clnki ¢coklu genler
diren¢c durumunu géstermektedir. Bu genlerin gendaliasyonlarinin ve molekuler
markirlarla bg&lantisinin bilinmesi gen transferini ve direnclinggrin biraraya
getirilmesiyle olgturulan gen piramidinin okturulmasini ve markir yardimli se¢im

vasitasiyla direncli kalttrlerin islahini kolayiemaktadir.

Molekuler markirlar, ¢cok sayida Urinin genom hanta olgturmak igin
kullaniimaktadir. Markirlar, 6zellikleri tanimlayagen sayisini veya etiketlenecek
gen miktarini tanimlamak icin de kullaniimaktadfok dnemli olan hastalik direng
genleri, ceitli dUrtinlerde etiketlenerek genom haritalari siwulmustur. Cuankd
genetik haritalar tarimsal 6nemi olan Urlnler ision derece Onem stanaktadir.
Bitki genetikcileri ve 1slahgilar 1slah etkigini gelistirmek icin bu haritalari
kullanmaktadirlar. Genetik haritalarin pratik olateullaniimasinin dier 6nemi ise,
genetik markirlarla birlikte harita sayesinde, teada olan mevcut 6zet 6zgu tek

genin etiketlenmesini geamaktir.

Bitki 1slahinda kullanilan ve cok geniuygulama alani olan molekuler
markirlarin bircok tipi vardir. Bunlar, turler arada genetik farkhifin tahmin
edilmesi ve haritaya gh olan yani harita da bulunan ve tarimsal olarakrii olan
Ascochyta blight'a direng geni gibi genlerin klonlanmasinda ve diégnanalizlerinin

yapilmasinda kullaniimaktadir.

Genetik harita; STMS, DAF, AFLP, ISSR, RAPD, SCAR vzoenzim
markirlarini icermektedir. Son zamanlarda nohuftscochyta blight'a direnci
tanimlayan genler RAPD ve STMS markirlariyla efiéemnektedir (Mayer et. al.,
1997; Ratnaparkhe et. al., 1998). Bu nedenle busngatla STMS ve RAPD
markirlarini  kullanmak amaclanstr. RAPD markirlar, basit ve hizli sonuc
vermesinin  yanisira direng geninin etiketlenmesi \@enom haritasinin
olusturulmasinda yaygin olarak kullaniimaktadir. Milatedlitler (STMS) nohut
genom haritasinda (TAA)n, (GA)n ve (CA)n tekrarlgeklinde olup yaklstk 60 kb.
civarinda 12.000 bdlgeden daha ¢ok bulunmaktaditt@Het. al., 1999). Bir markir
sistemi olarak mikrosatellitler, lgday gibi kendi kendine déllenen Urilinlerin genom



ve genetik analizinde kullanilabilmesi igin yuksp&tansiyele sahiptir. Clinkt bu

drtnler yiksek polimorfizm derecelerine sahiptirler

Bu calsmada, nohuttaAscochyta blight'a diren¢ genefiini tanimlamak ve
molekuler markirlar kullanarak direncfiln test edilip antraknoza diren¢ geninin
izolasyonu igin molekuler markirlarin gercektenedililikle ilgili olup olmadginin
test edilmesi amaclanmaktadir. Ayrica molekiler kmmbar kullanarak uygun
kromozomal bolgeleri etiketlemek, direncli gen dpgundan olgan gen piramidini
gostererek harita ofumunu sglamaktir. Yaygin olarak kullanilan molekuler
markirlar nohutta sinirli polimorfizm géstegtii (Simon and Muehlbauer, 1997).

Nohut genom haritasinda yeralan 5 RAPD (UBC733, W&C UBCS836,
UBC681, UBC858) markir ¢allacaktir. Son yillarda mikrosatellit diye adlantan
ve yuksek polimorfik yapi gosteren yeni bir siniblekiler markir ¢gdi ortaya
ctkmistir. Bu ba&lamda proje; 1999 yilinda Huttel et.al.,, STMS mdakina dayall
tire 6zgl nohut haritasinin eturulmasina dgru ilk basamak olarak.arietinum da
polimorfik mikrosatellit dizilerinin ve 2000 yihrad Dipak et.al. ise, nohutta
Ascochyta blight'a direngten sorumlu olan RAPD markirlarinin belmmesiyle bu
markirlar uygulamaya sokularak genin yerinin taywei izolasyonu acisindan son

basamal Turkiyesartlarinda gercekitirmeyi amaclamaktadir.

Bu calgmanin konusu, mikrosatellit ve RAPD markirlar yandila direng
genlerinin (antraknoza diren¢ geni) genetik hagtaddurumunu tanimlamaktir.
Ayrica Ascochyta blight'a direnci tanimlayan genlerin cevresinde bulunaged
genlerin haritadaki ygunlugunu tesbit etmek, genetik haritaggmlugunu artirmak,
direncli gen ile direkt ikkili veya yakin ilskide olan markirlar tanimlamak igin
yuksek y@unlukta genetik harita kullanabilmektir. Bazi maldn, direng geni ile
ayni lokusta veya yakin lokusta bulunabilmektedirl@yrica ilerde Ascochyta
blighta direnc genini izole etmek, nohut antraknozu bgmive bir ¢egit nohut
hastalgl olan bu hastadla direncli kilttrlerin elde edilmesi icin markir rgamiyla
secim etkinlgini tanimlamak; Nohut genomu, yuksek gymluga sahip haritanin
gelistiriimesi icin temel olarak kullaniimaktadir. Boge haritaya bgli olarak direng

genlerinin klonlanmasi ganacaktir.



Agronomik Ozelliklerin nohut genom haritasinda tatif 6zelliklerin
bulundi@gu bdlgede bulunmasi ve markir yardimiyla secimddélakumasi ve
haritalanmasi son derece 6nemlidir. Ayni zamandaetk harita da bulunan STMS
markirlarinin  dizisi de teyit edilmektedir, nohuttggenom analizi igin
mikrosatellitlerin etkili olarak kullanimini tesbiedip kanitlamak, genotipler
arasindaki farkhfii gostermek, kultir ve yabani formlari da icerenhuto
germplazmindaki genetik farkigi tahmin etmek son derece 6nemlidir. Ayrica
genetik harita olgturmak icin DNA markirlarinin kullanimi, direnc dennin
haritaya bgl olarak klonlanmasi ve 6zellikle de mantaraskatireng genleri igin
kullaniimaktadir. Bu c¢ajma nohut, fasulye ve bezelye gidieguminosae
familyasina ait Urinlerde bulunan direncli gen agkrinin izolasyonuna kar

direkt gelitirilen bir yaklggimdir.

Baklagillerin genomlarinin haritalanmasindaki Hiedef, agronomik olarak
onemli olan genlerin izolasyonunu g&amaktir. Boyle onemli genlerin tanimi,
izolasyonu ve karakterize edilmesinden sonra toansdsyon teknikleri ile
transgenik urtnler elde edilecektir. Nohut islalargratik kullanim igin, ozellikle
markir yardiml secimAscochyta blight’a diren¢ geni ile yakin ikili birkag STMS
markir 6nem tamaktadir. Geni bir germplazmda antraknoza diren¢ geninin
ayrilmasinin analizi icin yuksek polimorfik 6zelligosteren markirlardan en az

birinin kullanilmasi gerekmektedir.

Calismada,C. arietinum da, daha 6nceden nohut genom haritasindagvarl
isbatlanmg polimorfik mikrosatellit dizilerinin karakterizeddmesi ve test edilip
seleksiyon etkinfiinin artiriimasindaki 6nemi rapor edilmektedir. [Eiarasi genetik
haritanin olgturulmasina ilk basamak olarak STMS markirlarinulaniimasi
uzerinde ilk cakma olacaktir. Ayrica, nohut irklarini, hasgalkagl hassas mi veya
dayanikli mi oldgunu karakterize etmek icin V€. arietinum ile taksonomik ve
filogenetik acidan ikili olan C. reticulatum denilen yabani formun akrabalik
derecesini olgturdusu bant profili ile test etme amaclanmaktadir. Buksadla,

antraknoza hassas ol@xreticulatum formu kullaniimaktadir.



Nohut genom haritasinda, 6nemli bir hedefte, Uriaybkna sebep olan
hastaliklara kar 0Ozellikle de fungal patojenlereA¢cochyta rabiei, Fusarium
oxysporium vb.) kasgl direncli geni etiketleyip izolasyonunu gamaktir. Nohut
genomunda mevcut irka 6zgl diren¢ genlerinin kalitve genlerin lokasyonlari,
nohutta Ascochyta blight'a direncin genetik ve molekiler temelini anlamaaniz
yardimci olmaktadir. @er trdnlerde bitki direng genleri ¢coklu allelik Ber olarak
lokalize olmy sekilde goriinmektedirler. Diren¢ genlerinin bulugdubélgenin
tanimlanmasi ve haritalanmasi ¢cok sayida Uriinge; @iordeum vulgareL.) (Meyer
et. al.,, 1996), misirZga mays L.), yonca Linum ustitatissmum L.), ve marul
(Lactuca sativa L.) (Sharma and Mohapatra, 1996) gostegitmi

Bu calsmanin konulari RAPD markirlar ve mikrosatellitlargimiyla direng
genlerinin genetik haritadaki durumlarini taniml&na Bu ilgili genlerin genetik
yapisi Uzerinde yapilan ¢ghalar, nohutta antraknoza direncli olan gen kimesin
anlamamiza yardim etmektedir. Hagialdirencli olan gen kiimeleri ¢ok sayida bitki
turinde, diren¢ genlerinin veya bu genlerlgkili olan molekiler markirlarin
segregasyon analizi i¢cin tanimlagtm (Michelmore and Meyers, 1998). Diren¢ geni
ile iligkili olan genlerin iyi yapilanngi genetik haritalanmadlight’a kari direng
genlerinin haritaya kg olarak klonlanmasi icin bir vasitadir. Direncnégi icin
kalitim bilgisi, yabani turlerden kultir formlaringirenc genlerinin transfer

edilmesini hedef alan islah gmamlarina gik tutmaktadir.

Proje, son zamanlarda bezelye, mercimek ve notwitatarinda ¢ok sayida
markirin yeraldiini ve bunlarin genom analizinde c¢ok faydali oled@kini
Isbatlamaktadir. Molekiler markirlar sayesinde mowetistiricileri ve 1slahcilar
hastalga direncli olan bolgenin se¢imini guven altina glwiacaklardir. Bu nedenle
mevcut markirlar, tohum germinasyonu oOncelikli alarfoliar enfeksiyona direnci
ortaya c¢ikarmak icin potansiyel gturacaktir. Bu da direncli genin izolasyonu icin
ilk basamak olup gelecekte biyoteknolojik olarakk itutan bir cakma olacaktir.
Yani islah prgramlarinda markir yardimiyla sec¢im sayesinde dlreng
germplazmlarin ayrimi, direng geninin klonlanmagn haritasinin ¢ikarilmasinda

esasli bir basamakstal edecektir.






2. KONU 1ILE ILGILI YAYINLAR VE
CALI SMALAR

2.1. NOHUTUN KOKENI, TARIHCESI VE COGRAFi
DAGILI SI

2.1.1. KOKENI

DE CANDOLE (1959), nohutun kokeninin @aoda Yunanistan ile
Himalayalar, Kuzey vyarikiresinde Kirim ile Etiyopyarasinda bulungunu
belirtmektedir. Ayrica, nohutun birka¢ kdkeni ofduna dginmekte Glneybati Asya
ile Akdeniz bolgesini birinci derecede gen merk&iyopya’yl da ikinci derece gen
merkezi olarak kabul etmektedir. Nohutun, Afrikafrdosusuna dyaridan geldiini
ve yuksek yorelerde yaygin olglunu belirtmektedir (Singh et.al., 1990). Kiguk
taneli nohutlar icin Dgu Akdeniz Bolgesi ve Etiyopya'yl, buyik taneli nalaw icin
de Bati Akdeniz yoresini gen merkezi olarak belektedir (Acikgdz, 1994).

Nohut, Orta Dgu ve Uzak Dgu’da gens dlciide kullanilan en eski yemeklik
dane baklagil turadur. Ozellikle Tlrkiye ve Surigle kiltir nohutlarina benzeyen
yabani nohut tirleri vardir. Ancak bunlar yaygirgitlerdir. Iran ve Afganistan’da
yetisen yabani turler, kudltur turlerinden birgcok karaktee yetsme Ozellikleri
yoninden farkliliklar gostermektedirler (Van derédan, 1972).

Anadolu kdkenliC. pinnatifidumJaub. et Spach.’in kiltir nohutlarinin atasi
olarak kabul edilebilegg aciklanmgtir. Ancak son yillard&. echinospermurR.H.
Davis ve C. bijugum K.H. Rech tirlerinin nohutun yabani formu olabdgic
aciklanmgtir. Son olarakta Guiney @a Anadolu’da bulunal€. reticulatumtiriinin

nohutun yabani formu olgw belirtiimektedir (Singh and Ocampo, 1997).



2.1.2. TARIHCESI

Nohutun kulttrd insanlik tarihi ile yakindanskKilidir. Arkeolojik kazilarda
sik sik zarar gormiinohut taneleri bulunngtur. Filistin’de bulunan ve M.0.4000
yillarina ait olduklar saptanan nohut tanelerinem eski Ornekler oldiu
belirtiimektedir (Singh, 1990). Bunagmen nohutun kiltire aligina iliskin bilgiler
guinimuze kadar aciklik kazanmatm Nohutun dger yemeklik baklagil tirlerinden
mercimek ve bezelye ile birlikte kiltire aligdianlagiimaktadir. Nohutun kaltart
batida Filistin-Yunanistan ile Akdeniz bdlgesine mguda Hindistan'a kadar
yaylimistir. Kuzey Afrika’nin bati kisimlarinda yalniz biyianeli nohut formlari
taninmaktadir. Bu géler, Yunanlilar ve Romalilar tarafindan tum Akdegoresine
tasinmistir (Singh, 1998).

2.1.3. COGRAFi DAGILI SI

Nohut tarimi dinya Uzerinde batida Etiyopya, Yusim, Girit; klcuk
Asya’'da Turkiye, Iran, Irak, Suriye,israil ve Kafkaslar; Dgu'da Orta Asya,
Himalayalar ve Afganistan’a kadar yayigmr. Kuiltirt yapilmakta olan nohut
cesitleri bu bdlgelerden dinyanin bir¢cok bdlgeleriraginmistir. Nohutun orijinal
yetisme alanlari, 22-85dogu boylamlari ile 30-52 kuzey enlemlerinin arasinda

kalan alanlardir.

2.1.4. TURKIYE DE NOHUT POPULASYONU

Nohut populasyonu, Turkiye'nin ekilen alaninin  yakt %40'ni
icermektedir. Nohutun %601 Orta Anadolu , Akdenzineydgu Anadolu Bolgesi
ile kuzey ve bati kesimleringgal etmektedir. Fakat 1970 yillarinin ortalarinada
geleneksel tarim uygulamalari bu bdélgelerde oldukgayindir. Cinkd bu alanlarda
yetisen tahillar toprain nemini korumaya yardim etmektedir. Tahillardanra ilk
sirayr yemeklik dane baklagillerden nohut vesilyenercimek almakta o6zellikle
Cankin ve Corum da yaygin olarak gétilmektedir (Singh, 1990).



2.2. NOHUTUN FILOGENISI, SISTEMAT iGi, SITOLOJiSi

Nohut, Papillionaideae alt familyasina ve Leguminosae (baklagiller)
familyasina ait bir ttrdur. Bu cins 43 tirden iliare Bu turlerin 34’4 yabani ¢ok
yillik form, 8'i yabani tek yillik form ve tek yilk kiltir formu olanC. arietinum L.
den ibarettir (Malhotra et.al., 1994). Nohut, diudgalketilen en 6énemli yemeklik
dane baklagillerdendir. 8 yillik ttrlerin genetikrabaliklari ve gedimi Monocicer
bolimunde gruplandiriirgtir. C. chorassanicuntek yillik tirlerin en sonuncusudur.
Bu tlr Chamaecicer bolumi igerisinde siniflandirilgtir.  Tek yilhk tarler

melezlemeye dayali olarak 4 grup altindgedtendiriimektedir.

Nohut, karyotip, izozim polimorfizmi ve protein igg bakimindan da
onemlidir. Ik gruptaki turler kiltar formlarini icermektediCok yillik C. anatolicum
ise Policicer grubunda yeralmaktadir. Fakat, izozlmnzerlikleri acisindan
C.anatolicum, C. echinospermuwe C. reticulatum gibi yabani formlarla da
filogenetik acidan akrabalik dereceleri yuksektuéhlbauer and Singh, 1997).
Diger bir grup iseC. bijugum, Cpinnatifidum, C. judaicunve C. yamashita@en
ibarettir. Geride kalan iki tur is€. cuneatunve C. chorassanicuidur. Bunlar hem

birbirleriyle hem de bgka turlerle caprazlanabilirler.

Nohut genomu yakkak olarak 740 Mb.’dir. Kultir nohutu ola@. arietinum
karyotipi uzun ve satellit kromozoma sahip olmasiWarakterize edilmektedir.
Ayrica bu tir 4 metasentrik ve 3 tane dgedierine gore kisa olan kromozoma
sahiptir (Weeden et.al., 2000 and 1997). Nohut,aAd# ilk olarak yeftirilmi stir
yani o bolgeden orjin almaktaditk olarak yetjtirilen yabani form ise
C. arietinumdur. C. arietinum ve C. reticulatum melezlemesi sonucu alan
hibritlerin  sitolojik calsmalari bitin kromozom ciftlerinin  mayoz bélinme

gecirdigini gostermektedir. Hibritler ve ger doller tamamiyla fertildir.
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Nohutun desi ve kabuli olmak tzere iki tipi tanimastir. Desi tip; kuguk
taneli olup cicek, kok, yaprak ve tohumsitle pigmentler icermektedir. Desi tip,
pirtzli yuzeye sahip olup kuru alanlarda iyi ytesine rgmen iri taneli kabuli tip
ise; Meksika, Kanada, Avustralya, Amerika ve Akdehblgesi gibi verimli tarim
alanlarinda iyi yetimektedir. Ayrica kabuli tip, beyaz cicekli ve du@dzgyli olup
genellikle krem renginde iri taneli halk arasinda gk tiketilen ve 6zellikle de

Tarkiye icin en populer tarddr.

Nohut, kuraklga kag! tolerans gosteren bir triindir. Urlirgsga kagi da iyi
adapte olmgtur (Sehirali, 1996). 4 ay ve daha uzun zaman dayetktedir. Ayrica
nohut baklagillerden oldiw icin Rhizobium bakterileriyle ortak ygayarak
atmosferdeki azot fiksasyonunda 6énemli rol oynamdikt Nohut, ortalama olarak
Turkiye de 800 hektarlik alanda wgiilmektedir (FAO, 1998). Turkiye de nohut
dretimi diinya ortalamasinin Uzerindedir. Fakagday, arpa, bezelye ve mercimek

gibi alternatif olarak ttiketilen trinlere nisbetealiyeti yuksek bir Grandar.

Islah Gzerine olan ilk asarmalar 1900 yillarinda Hindistan daskamistir.
Fakat son yillara kadar nohut gegietizerine az ¢cagmalar yapilmgtir
(Tanksley et.al., 1989). Nohut islah gaialari 1991'de Van Rheenen tarafindan
g6zden gecirilmitir, ayni zamanda 200’den fazla site Gzerinde cakmalar
yapilmstir. Bu ¢sitler daha az genetik farkliliklar gostermektedirl€lrler 6zellikle
belli cevrelere adapte olmuve birden cok hast@a kagl hassasiyet gosteren
formlardir. Ayrica nohut genomunun genetik analiziaparak genetik dgsimini
gozlemek mumkindiur. RFLP, izozim ve RAPD gibi maiek markir teknikleri ile
C. arietinumgibi kulttr formlarinda minimal polimorfizm g6zlemstir
(Simon and Muehlbauer, 1997(C. arietinum ile C. reticulatumun tur ici
melezlemeleri yapilarak hibrit irklarin kullaniimgs bazi problemlerin tstesinden

gelinmistir. Bu melezler tamamiyla polimorfik olup fertikdi
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Nohutun verimi Ascochyta blight Fusarium wilt Botrytis grey mold
Heliocoverpa,pod borer kuraklik, sguk ve tuzluluk gibi biyotik ve abiyotik stres
faktorlerinin etkisi ile sinirli olmaktadir (Michalore et.al., 1991). Fakat molekuler
markirlarla diren¢ genlerinin tayin edilmesi etkiir 1slah sisteminin gelmesine
yardimci olacaktir. Ekonomik olarak 6nemli olan lbkkerin genetik yapisinin
bilinmesi 1slah materyalinin gstiriimesini ve dayanikli tir eldesini mumkin
kilmaktadir (Weeden et.al., 2001).

2.3. NOHUT PATOLOJiSI

Hastaliklar, WANA bdlgesinde nohut Uretimini siamtliran ¢cok 6nemli
biyotik stres faktorleridir. Nohut patolojisi ileapi nohut hastaliklariyla guasan
patologlar ve islahgilar hastaliklara direncli hslenateryallerinin Grtin veriminin
artirilmasi igin zenginkgiriimesinin gerekli oldgunu belirtmglerdir. Nohuda zarar
veren yaklaik 50 hastalik mevcuttur. Ama en etkili olan haitanin tamamen yok
olmasina neden olan tehlikeli biyotik stres i&scochyta blightdenilen nohut

antraknozudur§ekil 2.1).

Ascochyta blight,Ascochyta rabiei(Pass.) Labr. denilen mantarin neden
oldugu ciddi bir hastaliktir. Nohudu direkt olarak e&yien ve drtnin kok, gévde,
yaprak ve kapstllerinde kahverengi lezyonlar megdgetiren tGriiniin yok olmasini
saslayan ve Ozellikle kin 15-25°C gibi disik sicakliklarda daha etkili olan bir
hastaliktir. Ayrica, toprak ve tohum kaynakl petder, koklerin ¢uriimesine ve
kapsullerdeki tohumun dokilmesine neden olmakiadizellikle iri taneli kabuli
tiplerde kicuk taneli desi tiplerine oranla hagtalaha etkili olmaktadir. CUnkui iri
taneli nohut lif yizdesinin fazla olmasindan dolmantar icin uygun besin ortamini
olusturmaktadir. Tim diinya da hem desi ve hem de kapubimak tzere Suriye de
ICARDA tarafindan yapilan agarmalara goére 15000’in Uzerinde nohut irki
bulunmaktadir (Reddy and Singh, 1984). Cok sayigdtiknohudu hatlari vejetatif
safhalarinda birka¢ enfeksiyona ardiren¢c goOstermektedir, fakat hatlarin
enfeksiyonlara kar direnci bélgeye gore @gesmektedir.
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Kapsiiller iizerinde ig ice
dairesel lekeler meydana
getirir.

Yaprakgiklarda da
i¢ ice dairesel
lekeler meydana
getirir ve bu
lekelerin ¢evresi
sar1 renktedir.

Hastaligin tarladaki
zararil, ocaklar halinde
@ gorulir. Tarlada yer yer
@ kurumalar nedeni ile
bosluklar meydana gelir.

Sekil 2.1 Nohut Cicer arietinumL.) Antraknozu
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Genellikle bu hatlar Hindistan, Pakistan, Bati Asyaizey Afrika (WANA) ve
Avrupa’'nin guneyindekisehirlere gére hastga daha fazla maruz kalmaktadir.
Hatlarin farkli reaksiyon gostermesi blight patopeleki fizyolojik 6zelliklere de
baghdir (Singh and Reddy, 1983). ILC72, ILC182, ILA20ILC202, ILC2380,
ILC2956, ILC3279, ILC3868, ILC3870 ve I1LC4421 bolge gore direng
mekanizmasi gefiirmislerdir (Singh and Reddy,1989). Bunlaringgohem kabuli
hem de ara formlarda bulunmaktadir. Onlar uzun ge glgunlama dénemine
sahiptirler. Birkac 1slah hatti; FLIP82-191C, FLB?86C, FLIP83-49C, FLIP83-
72C, FLIP83-97C, FLIP84-83C, FLIP84-93C son zanraaadiren¢ gostergi
Isbatlanarak ICARDA tarafindan Uzerinde galalar yapiimaktadir

(Burow and Blake, 1998).

2.4. NOHUTTA HASTALI GA DIRENC GELISMESI

Ascochyta blight icin nohuttaki genetik direng fagin kontroli agisindan
son derece 6nemlidir. Fakat hagtalkagi direncli olan hatlar cok azdir. Sadece desi
ve kabuli formlarinin %29 ile %0.06’sI diren¢ gdstektedir. Bir inanga gbre, hem
direng seviyesi hem de diren¢ glin mekanizmasi, kabuli tiplerde desi tiplerden
daha yuksektir. 1LC194, ILC2548, ILC2160, ICC512ibigkabuli ve desi tipleri
vejetatif safhalarinda direnclidir ama daha sonrapskillerde enfeksiyon
gelismektedir. ILC195 gibi birka¢ hat, kapsul ¢lun evresinde hastaliklara kar
vejetatif evreden daha hassasiyet gdstermektedider iki safhada da hastgh
direncli olan hatlarin kullanimi genetik i1slah igiareklidir (Malhotra, 2000).

Diren¢ gosteren kabuli formlar ghrlerine nisbeten daha kicuk taneli olup,
gec¢ olgunlamaktadirlar. Bunlar ulusal nohut i1slah gramlarinda ICARDA ve
ICRISAT tarafindan direncli kaynaklar olarak belipt Hindistan, Pakistan, Suriye
ve Turkiye de vyettiriimektedir (Acikg6z, 1997). Hastalik etkeni olanantarda
kendiliginden diren¢ gedebilir bu nedenle ya konakgi bitkide veya parazitigan
direng coklu direncin galmesini sglamaktadir. Mantarda bulunan hastalik geni ile
bitkide bulunan hastaa kagl direng mekanizmasinigigan direng geni arasindaki

“gen icin gen”ilgkisinin gelsmesiyle etkili olmy ve direncli nohut genotiplerinin
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gelismesine hiz kazandirgtir (Heath, 1987). Gen icin genskHisi, patojene kar
konakg! bitkinin direncini veya hassasiyetini ifademektedir (Kaiser and Crute,
1994) Ayrica bu igki patojenik genotiplerin hastalik alwrma etkilerinin farkli
oldugunu gostermektedir (Dey and Singh, 1993).

2.5. NOHUTUN GENETIK GEL iSiMi

Uygun 1slah programlarinin izlenebilmesi icin nohlidkkinda genetik
bilginin gelismesine ihtiya¢ vardir. Son zamanlarda nohut iciarfalojik, izoenzim
ve DNA markirlari denilen uygun Beanti gruplari meydana gelgtir. Direng genini
etiketlemek ve 6nemli olan genlerin yerlerini belmek icin nohut genom haritasi
gelistiriimi stir. Baklagillerde gorilen hastaliklara kar genetik muhendigdi
sayesinde uygulanan biyoteknolojik galalar tam bir prosedir icermemesine
ragmen gelecek igin 6nemli olan kronik problemlerinzgthlenmesine olanak
tanimaktadir. Sguk havasartlarina toleransin g@nmasi ve lgin ekimin yapilmasi
gibi geleneksel metodlar artik trtn articin sinirli kalmaktadir. Tim Grinler de
cevresel stres faktorleri dnemli rol oynamaktadlakat biyoteknolojik metodlarla
bunlarin Ustesinden gelinebilmektedir (Porta-Puefial., 1998).

Bitki genetikgilerinin camalarinda, tGrun icin gerekli olan yukseksymluga
sahip gen haritalarinin aftwrulmasinda molekiler markirlar kullaniimaktadir
(Faris et.al.,1999).1lgili molekuler markirlar, o o¢zelie 6zgi olan genin
etiketlenmesi, hast@a kagl direngc gosteren hastalik geni gibi kantitatif
karakterlerin bulundgu bdlgelerin (QTL) tanimlanmasi ve uygun 6zellikleyabani
formlardan kalttr formlarina transfer edilmesindgdali olmaktadir
(Foolad et. al.,1995).

Nohutta gozlenen kantitatif 6zelliklerin o kahtsaldir. Iyi tanimlanmg
genom icin veya genom haritasinin goluulmasi icin ilgili genin bulundgu
bélgenin  belirlenmesi  gerekmektedir. Uriin 1slah gpamlarinda, genetik
muhendislgi ve klonlama teknolojisi gibi daha genel kullanatanlari mevcuttur.
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Hastaliklara kan direncin geltirilmesi i¢cin QTL'nin biyolojik ac¢idan 6nemi
genellikle sinirlidir.

Son yillarda bitki-mikrop ikileri; genom haritalama, kantitatif hastalik
direnci ve bitki savunmasini iceren genleri befirf@mize ve anlamamiza 6nculik
etmektedir. Nohuttaki kantitatif genetik mekanizmaghut genegiine balidir.
Bunlar; yaprak yuzeyi, yapraklaringhami, bitkinin yssadigi yer, cicek rengi, tohum
sekli, kotiledon rengi, cicek ve kapsullerin durume en dnemlisi hastaliklara kar
diren¢ olgumu gibi Ozellikler kantitatif 6zelliklerdir. Bunten ¢asu kalitsal olmakla
birlikte turler arasinda o karaktere 6zgu genlaamsferi mimkun olmaktadir
(Ford et.al., 1996).

2.6. DIRENC MEKAN iZMASI

Bitkiler, nematodlar ve bdcekler gibi mikrobiyalaajarla strekli micadele
etmektedirler. Bitkiler, binyelerinde bulunan dicegenleri sayesinde (R gen)
mikrobiyal ajanlara kar savunma mekanizmasi gglimislerdir. Fakat patojende
bulunan avirtilans yani hastalik yapma etkisi fartéan virtlans genleri (Avr) vardir.
Bu genler patojenin protein yapisindan kaynaklariethk Virulans genleri
patojende hastalandirici glici olan proteinin samteaslamaktadir. Bitkinin direng
mekanizmasini galirmesi diren¢ geni sayesinde olmaktadir. R gersitasiyla
direng olgumu yaygindir. Bitki hicrelerinde nekroz gefiesine neden olan
patojenler bitkiyi savunmasiz hale getirir ve hkstdinlirlar. Bitki ile patojenin
uyumu cok onemlidir. Bazi bitkilerde simbiyoz sgyan azot bakterileri gibi
patojenler bitki icin fayda $#amaktadirlar oysaki,Ascochyta rabieidenilen

mantarin olgturdusu nohut antraknozu ciddi bir hastaliktir (Ford let999).

Bitkiler Uzerinde yapilan son genetik gatalarla mutant karakterli yeni
bitkiler olusur boylece bitkide hastg@a kagi direng geltiriimis olur (Feys, 2000).
Mikrodalga teknolojisi, hastala kagl direncin olgmasinda ve genetik analizlerin
yapilmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Bitkiler,gahik organizmalara kgirdireng

mekanizmasi gefiirmek icin farkli mekanizmalar kullanmaktadirlar.
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Etkili direng mekanizmasi, ¢ok farkli gen tarafindéazellgtiriimis birden cok
karakteri icermektedir (Pryor, 1987).

Direng, bitki hastaliklarini  kontrol etmek icin @le yoldur. Bitki
hastaliklarina kar direng; genetik direng, fizyolojik direng, anatbmveya
mekaniksel diren¢ ile dayaniklihk mekanizmalariigeren biyolojik olaylar
kapsamaktadir.  Bitkiler, hastaliklara kar farkli derecede hassasiyet
gostermektedirler. Bu nedenle ciftciler, hastah&lkag! daha toleransli olan trunleri
secerek bunlarin ekimini yapmaktadirlar. Boyleceleti daha sonraki déllerde
varyasyon veya mutasyonla direncli hale gelebilirl8ecimle direncli tarlerin
gelistiriimesi gunimizde de aynsekilde uygulanmaktadir. Hastgh direncli
bitkilerin Uretilmesi icin en etkili yol hibridiza®ndur. Yani hibrit tirlerin elde
edilmesidir. Bunun icin 1900’lerde ggiriimis olan Mendel kanunlar etkili
olmaktadir. Hastaga direncli irklarin islah edilmesinde yine bu kalammg6zoninde

tutulmaktadir.

Klasik bitki 1slahi, hastaga kagl direncli olan Urlnlerin gediirilip 1slah
edilmesi esasina dayanmaktadir. Bu yontemle sudidncg geltirilen ¢ok sayida
ornek vardir. Fakat surekli diren¢c elumu icin tek genetik model veya direncin

tanimlanmasini ggayan tipik bir fenotip bulunmamaktadir (Johnso®0@).

Baklagillerden olan nohutQ, arietinum L), glvercin bezelyesiGajanus
cajan L), borulce Vigna unguiculata L), bakla Yicia faba L), mercimek I(ens
culinaris L.) gibi trinlerde cok sayida hasgai kagl direng geltirilmi stir. Fakat
bunlar mantar, nematod, viris ve bakteri gibi bkyaitres faktorleri ytzinden
surekli olarak hastaliklara maruz kalmaktadirlaattel bitkide renk solgunfiu, kok
curimesi, kullenme, pas glumu, yapraklarin ¢gurimesi, kok glimlenmesi ve kist
nematodlari gibi hastaliklar meydana getirmektedifNevo, 1998).

Bitkilerde patojenlere kar tabii korunma, bitki de varolan savunma
mekanizmasina [gadir. Bu kombine etki mekanizmasi, strekli olakaadiliginden
gelisen direng olarak tanimlanmaktadir. Ayrica, bitkiber patojenlerle ifkili olan

koruyucu mekanizmalari aktive etmektedirler (Strobie al., 1997).
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Gen icin gen direncini tanimlayan bitki, herhangi fpatojene kan hem hassasiyet
hem de direng gosterebilmektedir. Oysa, kazasgildireng, mikroorganizmalara
karsi kantitatif koruyucu etki gostermektedir. Bitkitkr hastalik direnci tek ve
genellikle de dominant olan genlerle tanimlagtmi Bu nedenle diren¢ genlerinin
klonlanmasi gerekmektedir. Bitkilerde savunma smsteya kalitsaldir ya da
bagisiklik sisteminin gekimine baldir. Bitkilerdeki diren¢ (R) genlerine benzer
genlere memelilerde de rastlanmaktadir (Michelmarel Meyers, 1998). Tum
dinyadaki nohut Gretimini sinirlandiran en 6nendistalik Ascochyta blightir.
Hastalgl yok etmek igin ¢cok gayret gosterilgge de bgarili olunamanytir

(Singh and Reddy, 1990 and 1993). Hastalik nohateiir tlkelerde daima ciddi
kayiplara neden olmaktadir. Nohutun 8 yillik yab&wimlari Ascochyta bligh&
karsl hassasdir. Yabani irklara benzegidien kultir formlarinda da gézlenmektedir
(Singh and Kaur, 1988). Yabani nohut formlari saddoenc genleri icin faydal
olmaktadirlar. Fakagu anda yabani formlarla melezlegnkillttr formlarinda ayni
kromozoma sahip olmalarina graen direnc ge$memitir. Bitkilerde hastalik
kantitatif bir 6zellik oldgu icin karakteri kontrol eden genlerin karakteriezmilip
tanimlanmasi oldukga zordur. Bitki patologlariarsfilar, genetikciler ve molekuler
biyologlar coklu direng goOsteren fenotiplerin eldsilmesi igin argtirmalar
yapmslardir. Genlerin  analiz edilmesi kantitatif karakerin bulundgu (QTL)
bdlgenin haritalanmasindan 6énce hagtalkagi kompleks direncin nasil meydana

geldiginin anlglimasi gerekmektedir.

DNA markirlari ve QTL haritalama ile, hasga kagl diren¢ olgumu ve
onlari yéneten genlerin bulunmasi cok kolay olmdktaGulnimiizde kantitatif ve
kalitatif karakterlere kar gelistirilen direng mekanizmasinin farkini ayirmak
oldukga guctur. Cunku her iki 6zedlide ta1yan gen ayni lokusta bulunabilmektedir
(Young, 1996).

2.6.1. MARKIR YARDIMLI SEC IM VE BITKi HASTALIK D IRENCI

Direnci tanimlayan genler, tekrarli geri melezletaknikleri ile geleneksel
olarak secilebilmektedir. Fakat genle yakingkili olan markirlar da markir
yardimiyla se¢cim amaciyla kullanilabilir. Bu yontegelimekte olan ve ticari olarak

kullanilan Grtnlerde jenerasyonlarin sayisini veytasyon hacmini artirmaktadir.
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Bu amagcla bulk segregasyon tekrkullaniimaktadir (Zhao et. al., 1996). ILL5588
nohut genotipindeAscochyta blighé direnci tanimlayan direncli bdlge ile yakin
iliskili 7 RAPD markir tanimlanngtir. Bu markirlarin uzunlgu 5<30 cM arasinda
olup MAS’de kullaniimaktadir (Yee et. al., 1999).

Islah programlarinda istenilen 06zelliklere sahipinim secilebilmesi
genotipik durumuna dayali olarak QTL haritalama W3NA markirlarinin
kullaniimasiyla mimkin olmaktadir. Genom haritaaibdlunan genomik bolgedeki
DNA markirlar bitkinin fenotipik karakterinden cokKmorfolojik 6zellikleri)
genotipik yapisi hakkinda bilgi vermektedir. Moléi markirlar sayesinde tarla
denemelerine gerek kalmaksizin laboratuvar ortamwvel daha kisa strede kesin
olan sonugclar elde etmek mumkindir. Kromozomlagrinde karakterlere 6zgu
olarak bulunan genler, markirlar sayesinde geriemiemeye gerek kalmaksizin
istenilen bireyin secilmesinde kullanilabilirler6dece markir yardimiyla secimle

kaltur formlari tamamen gsstirilebilmektedir.

2.6.2. DRENC iCIN ISLAH

Direngli turlerin islah edilmesi i¢in kullanilan teellar molekuler tekniklere
dayanmaktadir. Bulk segregasyon analizi ve Pediggéection yontemleri ICARDA
tarafindan hem nohutta hem de mercimek islahing@ribaolarak kullaniimaktadir.
Islah calgsmalarindakontrol amaciyla kullanilaryabani formlarAscochyta bligha
direng genlerini tamaktadir. Yabani nohut genotiplerinde gen havuauguk sayida
gen bulunmaktadir. Bu nedenle yabani genotipleré@hir formlarina direng
genlerinin transfer edilmesi, direncli genotipinlals edilmesi icin 6nemli bir
metoddur. Kiltlr ve yabani formlarin hibritleri (fee irklari) arasinda da geleneksel
Islah metodlarinin uygulanmasindanskaa geri melezleme gibi biyoteknolojik
yontemlerle direncli olan genin transferi yapilnedkt. Bu teknikdireng genlerini de
iceren dger genlerin ve bu genlerin kodl&di6zelliklerin, yani faydali genlerin
yabani formlardan kulttr formlarina aktarilmasirddlanilan énemli bir metoddur
(Young et al., 1996).
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2.7. MOLEKULER MARKIR (GENET iK MARKIR)

Bitki 1slahi, hem ilim dali ve hem bilimsel ¢ghalari gerektiren bir alandir.
Yani hem kantitatif hem de kalitatif 6zellikleri psayan biyoteknolojik 6zelliklerin
tumudar. Bitkideki fenotipik d@siklikler morfolojik olarak goérulebilen kalitatif
Ozelliklerdir. Fakat genotipik 6zellikler yani gemtle meydana gelen ggikliklerle
kendini gosteren oOzellikler ise kantitatiftir. Feipik degisiklikler cevreden
kaynaklanan varyasyonlardir. Tarihsel olarak katifigenetikte ilk sorulardan biri
hem sirekli tekrar eden 6zelliklerin kalitsal olmlaasm de Mendel kurallarinin etkili
sekilde uygulanmasidir. Bitki islahi icin, en 6neraktér ise molekiler markirlarin

etkili bir bicimde kullaniimasidir.

1980'li yillarda bitki ve hayvan gengti ile ugrasan bilim adamlari,
kromozomlarda lokalize olmgugenlerle ilgili olarak ¢oklu faktor hipotezini savan
genel bir modelinsekillenmesinde 6nemli katkilari olrstwr. Bu nedenle bazan
direkt olarak ilgili veya cevrenin etkisiyle meydargelen ve kalitsal olmayan
fenotipik desisiklikler sozkonusudur. Kantitatif karakterlerin ksl olmasi
konusunda cok agarmalar yapilmasina gmen, bitki i1slahc¢ilari daha az bilgiye
sahiptirler. Bu genlerin kromozomlardaki yeri, dzgh ifade edilmesi icin son
derece 6nemlidir. Markir yardimli seleksiyonda, kna dayanan prosedur kantitatif
karakterlerin islah edilmesinde ve uygulanmasirikidi elmaktadir.

Markira dayanan teknikler, bilim adamlarinin dapiaainlssilmasina yardim
etmektedir. Boylece islahgilar ve genetikciler ganmaritasinin olgturulmasi ve bu
Ozelliklerin ifade edilmesi icin yapilan tim uygaolalar icine almaktadir.
Haritalanmg genetik markirlarin etkili bicimde kullaniimasthiiislahinda ve secim
stratejilerinde 6nemli galinelere izin vermektedir. Morfolojik 6zelliklerin déade
edilmesini sglayan markirlardir. Fakat bu markirlarin bu amag kgllanim alanlar
sinirhdir (Tanksley and McCouch, 1997). Birbiridei yakin iliskide olan akraba
tirler ve genotipler arasindaki benzerliklerin tayve analizi icinde molekuler
markirlar kullaniimaktadir. Ayrica, bu markirlaarimsal verimi artirmak igin ¢ok

onemli katkilari bulunmaktadir.
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Son yillarda molekiler biyoloji alaninda tarimsétleri de iceren yuksek yapili
organizmalarin detayli olarak genetik analizlerinimcelenmesi de molektler
markirlarla yapilmaktadir. DNA markirlarl, ¢ok sdg organizmada genetik

hastaliklardan sorumlu olan genleri tanimlayan miletrda da kullaniimaktadir.

Genetik haritanin yapilmasi ve kullaniimasinda DNwarkirlari dnemlidir.
Cunkt DNA markirlari ile tam bir genetik harita gturulabilmektedir. Bu harita, bir
organizmadaki tim kromozomlari ve kromozomlarinubdisu bélgeler hakkinda
bilgi vermektedir §ekil 2.2).
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Sekil 2.2 Nohut Genom Haritasi (Santra et.al., 1999)
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Tarimda, DNA markirlari tohumdan domates gtetne, domates tohumu ve ¢am
fidaninin gelecge katkilarini tahmin etmek i¢in de kullaniimaktadhyrica, DNA
markirlari ayni konulara yeni boyutlar getigtn. Klasik teknikleri uygulamanin giic
oldugunu kanitlayan bazi konulara yeni yakhalar s&layabilir. Ornegin, boylece
evcil kaltar rklari igcerisine yabani germplazmlard deisik ozelliklerin secilerek
transfer edilmesi $anabilmektedir

(Paterson et. al., 1991).

Genomik cakmalarda, molekuler markirlarla analiz yapmak, iséahimis
yeni trtnlerin gelitiriimesinde etkilidir. Bu metodun en 6nemli avgntantitatif ve
kalitatif karakterlerin tanimlanmasi icin DNA izo&mektir (Kaufman et. al., 1999).
Genetik harita yapmak, bir organizmanin genetikiglape bilgisi icin avantaj
sglamaktadir. Cunkld kromozom denilen yapilar getti irklara (dodllere)
gecebilmektedir. Genetik markirlar, bireyde veyanagte bulunan kromozom
segmentinin kayra olan ebeveyni tanimlamak icinde faydahdir
(Paterson et. al., 1991).

Yapay seleksiyonla bir tlrin genetik 1slahi; gdoetikilerden faydalanma
yetengine balidir. Genetik etkiler cevresel etkilerden farktidi Fenotipik
seleksiyon allelik etkilere dayanmaktadir. Bunlalah populasyonlarinda ekonomik
olarak onemli d@siklikler saglayabilmektedir. Genetik markirlar, segim tekni
olarak bitki 1slahc¢ilari tarafindan kullaniimaktddr. Markir yardimli segim
etkinligini ve kalitesini artirmada bir potansiyelgiamaktadir. Fenotipik dgsimin
belirleyicisi olarak markirlarin kullanilmasi vergerin markirlarla etiketlenmesi ¢ok
faktore bghdir. MAS’'de kullanilan genetik markirlarin tahmimlegeri onlarin
kalitsal olmasina, tekrarli diziler glurma yetengine ve genomik haritanin
durumuna bghdir (Wu and Han,2000). Genetik gigkkli gi dlgmek igin ¢ok citli
molekdiler teknikler gegtirilmistir (Yee, 1999).

DNA markirlar bitki genefiinde zorunlu bir teknik olarak kullaniimaktadir.
Markir yardimiyla se¢im ve gen haritalamada Ondmnlidezere sahiptir. Kalitsal
Ozelliklerin haritalanmasi ve istenilen karakteglé&zgi genlerin biraraya getirilerek

gen piramitlerinin olsturulmasinda etkili olarak kullaniimaktadir
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(Michelmore et.al.,1991). DNA havuzu kullanilara&rékterlerin haritalanmasinda
RFLP veya dier markirlar sorumludur. Fakat bu gatalar, RAPD markirlarin
kullaniimasiyla daha elvati hale getirilmitir (Williams et. al.,1990). Haritalama da
yani genotipin genom haritasinin c¢ikarilmasinda RHRestriksiyon Fragment
Lenght Polymorphism) tekgi basarili olarak kullaniimgtir. Haritalamada kantitatif
karakterler veya bireyin genetik faktorleri dikkalenmaktadir

(Wang and Paterson,1994).

2.7.1. MARKIR TiPLERI

2.7.1.1. Morfolojik Markirlar

Morfolojik karakterler tek bir lokusun kontrolU aida olup genetik markirlar
olarak kullaniimaktadir. Kodominant morfolojik marar secimde genetik durumun
habercisi olarak faydalidirlar. Orgie, salatallk Cucumis sativus ). belirli
karakterlerin ifade edilmesinde cevresel etkileribegismesiyle farkliliklar
gosterebilirler, ciinkd bir genin tanimlanmasindargsgartlari da fenotipik yapidaki
farkhliklar kadar etkili olmaktadir (Garvin and \&@en, 1994).

2.7.1.2.0zoenzim

Izoenzimler, elektroforetik yontemler kullanilarakyrriégmis olan protein
molekdllerinin jelde (njastali jel) farkh olarak kgmasi yani yirutilmesi esasina
dayanmaktadir. Cunkd enzimler 6zel biyokimyasal ksgenlari katalize
ettiklerinden uygun substrat ve kofaktorle jeldeelobir enzimin lokasyonunu
gostermeyi s@arlar. Renk olgumunu gdsteren bir reaksiyonda enzimatik reaksiyon
arina jelde birikinti yapar ve gb6zle gorulebilennbdar meydana getirir, 6zel
enzimden olgan bantlar protein trtnlerini belirtir ve izoenzenigenetik bir temele
sahip olan ve kodominant markirlar olarak genetlgiys tanimlayan markirlardir
(Kazan et.al., 1993).

2.7.1.3. Restriksiyon Fragment Lenght Polymorphisn{RFLP)

RFLP, restriksiyon enzimlerinin kullaniimasiyla gekletirilen ve PCR’a
dayali bir molekuler biyoloji tekgidir. Restriksiyon enzimleri, 6zel nikleotid
dizilerinde genomik DNA molekdlinin kesilmesini gia. Genomik DNA

fragmentlerinin tanimlanmasi Southern blotting tgktkullanilarak yapilmaktadir.
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Bu teknikte, elektroforezle ayrilmiolan DNA fragmentleri jelden alinarak
nitroselliloz veya naylon filtreye aktarihr (Soeth, 1979). Radyoaktif olarak
isaretlenmg DNA probu radyoaktif olmayan nikleotid analogurélizerinde tutulan
fragmentler ile uygunartlar sglanarak hibridize edilir. Daha sonra filtre Uzerine
rontgen filmi konularak otoradyeoafi islemi gercgeklsgtirilir. Prob, yalnizca kendisini
tamamlayici bazlar iceren DNA fragmenti ile hibzeiolacak ve otoradyogram
sonucu bu bandin vagh go6zlenebilecekti. PCR reaksiyonu, DNA markir
sistemlerinin gelitiriimesinde yaygin olarak kullaniimaktadir. PCRlayali markir
sistemlerinin gefttiriimesinde 3 strateji uygulanmaktadir (Banerjeale 1999).

- PCR’da, tek bir primer kullanilarak galtilan markirlar vardir. Bu

markirlarda primerin uzunfiundaki dgisikliklerden bile farkli sonuclar elde

edilmektedir (RAPD, SPAR, DAF, AP-PCR, SSR).

- PCR'da, iki primer kullanilarak galtilmis markirlar vardir. Bu markirlar

iki primerle ¢agaltilir fakat 6zel primerlerin dizilimi ve klonlanasi farkli

olmaktadir.

- PCR’da ikiden ¢ok primerle @galtilmis markirlar da vardir.

2.7.1.4. Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD)

RAPD tekngi, genom haritalama ve genomagheaolan markirlarin analizi
icin yaygin olarak kullaniimaktadir. RAPD markirldrO nikleotid dizisinden
meydana gelen dominant markirlardir (Williams ¢t1890). Bu markir tiplerinin
analizi bant vardir veya yoktugeklinde olmaktadir. Ayrica bu teknik gdrlerine
gore daha hizl olup daha az miktarda DNA gereidiigin cok tercih edilmektedir
(Michelmore et. al., 1991).

RAPD markirlar, kiltir nohutlari ile yabani nohutldirbirinden ayirmak
icin de kullaniimaktadir. Cinkt, meydana gelen rpolifizm veya DNA
parmakizi'ndeki farkliliklar genomik DNA’nin farklibant olgturmasina neden
olmaktadir. Ayrica bu markirlar, genotipler araskidfilogenetik iliskinin tayin
edilmesinde de kullaniimaktadir. RAPD teknRFLP’den daha kolay bir metoddur
(Johns et.al., 1997).
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Son zamanlarda bilim adamlari germplazmlari veyaogpleri tayin etmek
icin bir metod olarak RAPD markirlari kullanmayaslaanislardir. Guntumizde bu
teknoloji, Mendel’in kalitim teorisine de dayanarg&netik olarak ikkili baglanti
haritalarinin olgturulmasinda butin drtnlerde kullanitm. RAPD tekngi veya
onun modifikasyonlari genetik haritalama, gen eldme ve tur cgtlili ginin
tanimlanmasi igin ¢ok faydalidir (Weeden et. QD).

RAPD, fasulye populasyonundaki genetik gdami arastirmak icin de
kullaniimaktadir (Lee, 1995). RAPD tekni DNA problari veya primer dizisinin
bilinmesine gerek olmadan basit olarak gerggkiten tekniktir (Yee et. al., 1999).
Hastalik direnci ve kantitatif karakterlerin farldiirler tGzerinde markir yardimli
secim vasitasiyla tanimlanmasinin faydali gldkanitlanmgtir. izoenzim, RFLP ve
RAPD gibi molekuler markirlar gen haritalama dagsyolarak kullaniimaktadir
(Torres et. al, 1993).

Bizim calsmamizdaC. arietinumve C. reticulatumizerinde 5 RAPD ve 5
STMS markirinin nohut antraknozuna sadirenclilige 6zgu olup olmagdinin test
edilmesi ve bdylece nohut i¢cin tam ve kapsamlgemom haritasinin getiriimesine
yonelik ilk adimin atilarak direncli genin izolasymun s@lanmasi ve transgenik
turlerin elde edilmesi amaclanmaktadir. MeséMl|t hastalginin direnc geni ile
yakin iliskili olan molekiler markirlar, germplazmin gghesini, 1slah
materyallerinin ve yeni kulttrlerin getirilmesini olduk¢a kolaylgtirmaktadir
(Mayer et. al., 1997; Simon and Muehlbauer, 1997).

Molekuler genetik haritalar, genotiplerigey hicrelerinin ¢caprazlanmasi ve
RFLP segregasyon analizi ile elurulmustur. Yeni bir DNA polimorfizm
uygulamasi nukleotid dizisinin tek bir primerle adsifi olarak DNA segmentlerinin
cogaltiimasi esasina dayanmaktadir. Bu polimorfiznr, dbheveynden altilan
DNA segmentleri olarak belirtilgiir.  Birbirleriyle yakin iligkili DNA
markirlarindan ibaret olan genetik haritalar genamalizi icin faydali olmaktadir.
DNA markirlari, genetik olarak ilgili karakterlerldiskili genleri belirlemek ,gen
klonlanlama, tibbi tghis ve tani, bitki ve hayvan islah programlarindairk
karakterlerin secilmesi icin kullaniimaktadir. Buirperler 6zel nukleotid dizisinin

yoklugunda polimorfizm meydana getirmektedirler (Williaets al., 1990).
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RAPD markirlar, dominant olduklari icin kendi-kesgle melezlenngi olan
homozigot ebeveynlerde kullanilan genetik haritaagn uygundur. Ayrica RAPD

markirlar homozigot bireylerden heterozigotlarirenak icin de kullaniimaktadirlar.

RAPD markirlar, bitki 1slah c¢almalarinda ve DNA parmakizi’nin
gozlenmesinde, populasyon gepeti calismalarinda, genetik haritalarin
cikariimasinda ¢ok yaygin olarak tercih edilmekteblimorfizmin gézlenmesi igin
en etkili yontem olmasinin yaninda kromozoma ©6zgMAD fragmentlerinin
izolasyonu ve tayininde ¢ok kullaniimaktadir. RAR&arkirlar, evrensel bir primer
seti kullanarak farkl fenotiplerin genomik anafimi yapiimasinda onemlidir.
Bunlarla yapilan c¢ajmalarda klonlanngi DNA problarinin  izolasyonu,
hibridizasyon icin filtre hazirlanmasi veya nikidodizisinin hazirlanmasina gerek
yoktur (Karp et. al.,1997)llgili karakterle ilikili olan molekiler markirlarin
Ascochyta bligha direnc geni ile ilgili olan markirlar gibi tanianmasi
sgilanmaktadir. Monogenic (tek bir gene gha 6zelliklerin haritalanmasi)
karakterlerin haritalanmasi givenli offlukadar da basittir. Agronomik énemi olan
karakterler haritalanir ve bitki i1slahcilari tarafan islah programlarinda bu bilgi

kullantlir.

Ihman bdlgelerde ekimi yapilan baklagillerin gakedrastirmalarda yaygin
olarak kullaniimasi, genlerin etiketlenmesi komglgenetik temele dayanmaktadir.
Bezelye de hastga diren¢ genlerinin gou DNA markirlari ile etiketlenngtir
(Qiang et. al.,2000).

2.7.1.5. SCAR

Genellikle dominant markirlardir ve bazan teorikarak 4 b¢ olan
restriksiyon endonikleaz enzimi ile kesilerek kodwnt markirlara
donisturalebilmektedirler. Jel elektroforez tekniile polimorfizm tanimlamasi

yontemi uygulanmaktadir.

2.7.1.6. ASAP
DNA’nin alkalen ekstraksiyonunu icerir. Bu da adlebzgl tek bir DNA

fragmentinin ortaya cikariimasinda etkili olan perm kullaniimasiyla olmaktadir.
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2.7.1.7. SPAR
Tek primer ¢galtma reaksiyonudur.

2.7.1.8. AFLP

Ozel restriksiyon enzimleriyle kesilmi olan DNA fragmentlerinin
cogaltilmasi esasina dayanmaktadir. Bu yontem dahakgottatif karakterler igin
kullaniimaktadir. Heterozigot ve homozigot genaipi cgaltilmis bantlarla

tanimlanmasini gdamaktadir.

2.7.1.9. Mikrosatellit (STMS)

Mikrosatellitler nisbeten verimlidir ve bitkilerdgiksek polimorfik etkiye
sahiptirler. Bunlar kodominant markirlardir (Akkayet.al., 1995). Mikrosatellit
molekiler markir teknikleri, yabani nohut turlerraaindaki genetik farklg
belirlemek ve direng genini etiketlemek icin kullemaktadirlar
(Choumane et.al., 2000). Mikrosatellitler 1 veyddr iceren ¢cok kisa tekrarll baz
dizileri olarak karakterize edilmektedirler. Tum ailgotik canhlarin genomlarinda
dagilmis olarak bulunan kisa dalga boyuna sahip markidaBiu markirlar, basit
dizi tekrarlari (SSR) veya basit tekrarll DNA deil ya da ardik olarak dizilmg
DNA tekrarlari (STR) olarak adlandiriimaktadir. Mokatellitter son zamanlarda
parmak izinin cikarilmasi ve genetik haritanin stlwulmasinda cok
kullaniimaktadirlar. Mikrosatellitlerin genetik hedlamada DNA markirlari olarak
kullanilabilmesi igin lokus spesifik mikrosateltitarkirlar izole edilmtir.

Mikrosatellit markirlar lokus spesifik olduklariiig multiallelik ve y@un
bilgi icerigine sahip olmalarindan dolayi sinirli dizigteémi gosterdiklerinden tim
organizmalar icin faydahdirlar. Mikrosatellitte€A / GT tekrarlari ile hayvanlarda
da cok dnemli yerleri vardir. AT / TA tekrarlart GACT tekrarlari ile birbirini takip

eden 3 veya 4 tekrarli diziden ibarettir.

Bitkilerde yeralan mikrosatellitlerin @o diger markir sistemlerinden gok
daha ylUksek derecede polimorfizm gosterirler. Agribu markirlar, genetik
haritalama icin mikemmel molekuler markirlar olugpplasyon genedi calismalari,

cssitlili gin tanimlanmasi, korunma, tohum yapisinin ve hkaiitesinin gézlenmesi,
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onemli genlerin etiketlenmesi, germplazm geati ve filogenetik ¢cagmalar icinde
yaygin olarak kullaniimaktadir.

Mikrosatellit markirlarin analizinde, Grinler PC&’tgaltildiklari icin ¢ok
az miktarlarda DNA gerekmektedir. Bu yontemde herbasamakta ayri bir
reaksiyon gercekimektedir. Bitkilerde, mikrosatellitlerle ilgili sonliteratir
argtirmalari, genomik kitiphanenin sadece %21'nin nsktellit dizilerinden ibaret

oldugunu gosterngiir (Tahir et. al., 1993).

2.7.1.10. Cleaved Amplified Polymorphic Sequence APS)
PCR Urdnlerinin restriksiyon enzimleri ile kesilmgs ortaya cikan uzun

DNA fragmentlerindeki genetik gesim seklidir. Bunlar kodominant markirlardir.

2.8. RAPD TEKNOLOJiSi

RAPD teknolojisi, domates, bezelye, fasulye, nokat diger bitkilerde
gozlenen hastaliklara kar direng gosteren (R) genlerin etiketlenmesinde
kullaniimaktadir (Foolad et. al., 1995). Projedecéden belirlenngi olan RAPD
markirlar, Ascochyta blighd karsi nohutta bulunan ve dirence 6zgiu olan geni
etiketlemek icin kullanilacaktir. Bdylece genotipimassas veya direncli olup

olmadgini tayin etmek mimkun olacaktir

2.9. ISSR-PCR

ilk olarak bakla germplazmlari arasindaki genetigiglili gi aciklamak igin
kullaniimistir.  Bitki  materyalindeki bant profilleri ebeveymtieki DNA
fragmentlerinden kaynaklanmaktadir. ISSR-PCR hasthiizl bir tekniktir
(Gilbert et. al., 1999). Mikrosatellitller, 1 veyabaz cifti uzunlgunda kisa nukleotid
dizi tekrarlarindan meydana gekteirdir. Bu basit dizi tekrarlari bitki genomlarinda
oldugu gibi memelilerde ve bdceklerde de bulunmaktau.dizi tekrarlari tirler
arasinda yuksek polimorfik yapi gostermektedir (Raret. al., 2000). Bunlar tekrarli
dizilerindeki deisim nedeniyle yiksek derecede polimorfizm gosteredikier.
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Polimorfizm, genetik analizlerde kullanmak igin ¢akygundur. Mikrosatellitler,
yuksek c¢ozunume sahip genetik haritalarinstoltulmasinda da kullanilan ideal
markirlardir. Ayrica, yaygin genetik hastaliklagelien hassas boélgeyi tanimlamak
icinde o6nemlidir. Bu markirlar, Mendel kurallarin@enzer kalitim o6zellikleri
gosterirler. PCR ile ggalan trtnler 18-30 b¢ uzurgunda olup bitki genomlarinin
molekiler markirlar olarak guvenikekilde kullaniimaktadirlar

(Senior and Heun, 1993). Mikrosatellitler, genadipl arasindaki ayrimin

yapilmasinda da kullanilan gtclt bir metoddur (Ghane et.al., 2000).

Bitki 1slahinda kullanilan ve genuygulama alani olan birkag tip molekuler
markir vardir. Bunlar genetik farkigh, genotipler arasindaki gkiyi, tarimsal 6nemi
olan genlerin haritaya ha olarak klonlanmasini geamaktadirlar
(Weising et.al., 1998).

2.10. MIKROSATELL iT (STMS) MARKIRLARI 1iLE
MOLEKULER ISLAH

Bitkilerde lokus spesifik mikrosatellit analizi Uroge ilk calgmalar, (1992)
yilinda Akkaya ve ark. tarafindan yapiktm. Arastirmacilar ilk olarak, AT ve ATT
tekrarlarindan yoksun olan Gen bankalarini soyallyasinden analiz ettiler ve
lokusa 6zgl 6 ve 8 allel arasinda bu tekrarlarddesyn diziler bulunmgtur. STMS
analizi, bitki 1slah alanlarinda, populasyon getiegalismalarinda ve genotip
tayininde kullaniimaktadir (Mhearne, 1992).

Genom boyunca mikrosatellitlerle eturulmus cok sayidaki polimorfik
bdlge STMS analizini genetik haritalama igin etkili yontem yapmaktadir. Genom
haritasinda istenilen karakteri tanimlayan geneloalan markirlar gibi b#anti
gruplari Gzerine ilk ¢caymalar piring, soya fasulyesi ve domateste yagtimi
Ornezin, direncten sorumlu olan diren¢g markirlari, islprogramlarinda markir
yardimh secim icin vazgecilmez tekniktir (Weisieg al., 1998). Cok detayli olan
nohut haritasinda 96 markir oglu Simon and Muehlbauer tarafindan 1997 yilinda
kanitlanmgtir. Harita, 550 cM dgerinde 9 morfolojik, 27 izoenzim, 10 RFLP ve
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45 RAPD markirdan ibarettir. Genom haritalaf@aarietinumx C. reticulatumgibi
kaltr ve vyabani nohut formlarinin melezlenmesindle kullaniimaktadir.

Caprazlama sonucu ghn hibrit irklarin hepsi fertildir.

Molekuler markirlar, morfolojik markirlardan dahaok; avantajlar
sglamaktadir. Markirlar 1slah materyali olarak taranmhg olabilir ve bu markirlar
fenotipte etkilerini genellikle cok yayagtstermektedirler. Molekuler markirlarin
genotipleri ¢cok erken gsline safhasinda g6zlenebilen metodlarin uygulannaasiyl
tanimlanabilir. Markirlar sayesinde c¢ok sayida getkontrolinde olan direng
karakterleri icin 1slah ¢aimalarinda molekiler markirlarin kullanimi ¢ok yayayr
(Melchinger, 1990).

Markir yardimiyla secim, kuralda veya boceklere kardireng geljtirmek,
direncli ilk dollerin olyumunu sglamak icin son derece faydaldir. RAPD, ISSR
gibi PCR’a dayali markirlar dominant markirlar @lrtanimlanmaktadir. RFLP ve
STS markirlari kodominant markirlardir. Kodominanarkirlar, ebeveynden gelen
genleri izleme yetergne sahiptir (Ribaut et.al., 1997). RAPD polimonfiz hem
primer bolgesindeki baz dsikliklerinden (nokta mutasyonu gibi) hem de
cogaltiimis bolgedeki kromozomal dgesikliklerden kaynaklanmaktadir. Polimorfizm
genelikle tek bir lokusta @altilmis bir Grandn varkg veya yoklgu ile tayin

edilmektedir.

2.11. GENOM HARITALAMA

Mendel kurallarina b#i olarak ayrilan RAPD markirlar molekiler haritani
olusturulmasinda genetik markir olarak kullanilmaktaWilliams et. el., 1990).
RAPD markirlar genetik haritalama icin kullangchda, populasyonun belli tipleri
geri melezleme ve Recombinant Inbred Lines’lar F8pytasyonuna tercih
edilmektedir. Tek bir RAPD bant, lokusun homozigaya heterozigot oldiunu
gostermez. Uygun molekuler teknikler ve kurallarelpe 6zgi genlerin c¢alimasi
icin i1slahgilara ¢ok firsatlar tanimaktadir.
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Bu da markir yardimli se¢cim sayesinde olmaktatyili genlerle iliskili markirlarin
kullaniimasi ve manuplasyonlarin yapilmasi gerekeaik Boylece 6nemli genlerin

izolasyonu sglanabilmektedir (Santra et.al., 1998).

Ayrica RAPD teknolojisi, patojenik g#lili gi calismak icin de ¢ok faydalidir.
Ilk olarak genotip ve patojen arasindakiskinin tanimlanarak patojenin izole
edilmesinde de kullanilrstir ICARDA, 1997).

2.12. GEN ETIKETLEME

RAPD teknolojisi, domateste benek hagi@a (Martin et. el.,1991), marulda
downy mildewhastaligina kar diren¢ olgumu (Michelmore et. al., 1991) gibi
birkagc onemli karakterin ofmasini sglayan genleri ve bu genler icerisinden de
direnc genlerini etiketlemek icin kullanilgtir. Onemli genlerin etiketlenmesi, genle
iliskili olan molekiler markirin tanimlanmasiyla olmadtr (Stuber, 1997).
Molekuler markirlar ve gen allelleri arasindakiskii patojene direnci tayin
edebilmek icirsarttir.

2.13. GEN HRAM iDiNiN OLUSMASI

NohuttaAscochyta blighicin ¢ok sayida direng geni biraraya geitini Bu
genler (Singh and Reddy, 1989) yilinda rapor ediMeiAscochyta blighpatojenine
kargi diren¢ tanimlanmgtir. Fakat bu ©Onemli genler nohut genomunda
bulunmamaktadir. Hastalik gibigsir Snemli karakterlerde ¢ok sayida genin kontroli
altindadir. Bitki i1slah programlarinda DNA markrrtan rolleri cok bayuktir. DNA
teknolojisi hizla gelirken i1slah cakmalari da ivme kazansiir. Bitki patentleme ve
bitki cesidinin artinlarak yeni kadlttrlerin tretimi 6énemkurallara dayanmaktadir
(Rheenen et.al., 1988).
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Nohutta Ascochyta blighthastalgina kagl olusan direncin kalitsal olmasi,
onemli genlerin etiketlenmesi ve kantitatif bolgentayin edilmesi, markir
yardimiyla secim etkinginin artirilmasi, desi ve kabuli tipler arasindalkgkinin
belirlenmesi, yabani formlardan kalttr formlarireeydall karakterlerin aktariimasi ve
haritalama cajmalari molekuller tekniklerin uygulanmasi acisindson derece

onemlidir.

Urintin 1slah edilmesinde genetik markirlarin etkisi bazi faktorlere

baghdir.

- Belirli ¢esitler arasindaki d&simin genetik temeli,

- Kaltar germplazmlarinda polimorfik olan genetik rkatari tanimlama
yetengi,

- Buyidk genomlarin analiz edilmesinde yiksek ayrimclUgié sahip
tekniklerin ve kurallarin gejmesi,

- DNA markir teknolojisinin kolay uygulanabilmesi wrevitro sartlarda DNA
markirlarinin kullanilarak genetik haritalarin quikaasi

(Paterson et. al., 1991).

2.14. HYOTEKNOLOJ iK CALI SMALAR

Bitki biyoteknolojisi tarim, gida ve ila¢ endistnde ©6nemli rol
oynamaktadir. Genlerin vyerlerini ve 0zellikleriniegistirerek yeni transgenik
¢ssitlerin elde edilmesine yardimci olmaktadir. Boydaitkiyi etkileyen ve verimin
dismesine neden olan c¢evresel faktorlerin azalmasglamaktadir. Bitki
biyoteknolojisi, biyotik ve abiyotik stres faktorlee direncli transgenik bitkilerin
Uretilmesi, Uran kalitesinin artirlimasi, biyoredktolarak transgenik bitkilerin
kullaniimasi ve bitki genomunun genetik 1slah va gonlama amach kullaniimasi

calismalarini hedef olarak almaktadir.
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Nohutta tarladan uzak laboratuvaartlarinda transformasyon ve bitki
rejenerasyonunun ganmasi icin uygun metodlar gglrilmistir. Nohudun birden
cok genotipinde, kok rejenerasyonuglsmarak transgenik nohudun dretilmesinde
rutin ve basit bir ydntemin uygulanmasi i¢in Uzdercalgsmalar yapilmaktadir
(Kar et. al., 1996). Hastaliklara kardirencli olan drtnlerin elde edilmesi igin
bitkinin genomunda bulunan direng genlerinin (Ripeole edilmesi gerekir.

Bu calgmalarda biyoteknolojik ydntemleri kapsamaktadir. tkBi i1slahinda
biyoteknolojinin kullanilmasi uzun zaman, persong donanimli laboratuar

ortaminin sglanmasina bzidir.

Rekombinant DNA teknolojisi ile transgenik bitkiletde edilmgtir. Bunun
icin 6rnezin herbisit (bdcek oldurtci ilaglara kgrdayanikli bitki elde etmek icin
Bacillus thurigiensisbakterisinde bulunan plazmid kullanilir. Mantaistaduklarina
karsi koruyucu (direncli) geni aktarmak icind&grobacterium tumafaciengTi)
plazmidi ile inkiibasyonla transformasyorgisair. Orngin, transgenik domates elde
edilerek raf 6mri uzun domates yapgtm Domates, 2 seneden daha uzun sire
Amerika da marketlerde satilgnve uzun sire dayanikilini muhafaza etngiir.
Bunun igin polygalacturonase geni domatese aktaklaransformasyonslemi
gerceklgtirilmistir. Ve rejenerasyon gnarak yeni bir transgenik tir elde
edilmigtir. Buna “Flavor Savor” domates denilgtit. Bu Urlin; rekombinant DNA

teknolojisi uygulanarak dretilen ilk ticari Grandar

Gecen birkag yil boyunca gen transfer metodlarkatung gelsmeler goze
carpmaktadir. Bizsimdi molekdler ve hiicre biyolojisi numunelerinddlknilan ¢cok
sayida turin galime ve iyilgtirme prggramlari Uzerinde odaklandik. Ozel
durumlarda (soya fasulyesi, piring, misir ve ketgen transfer metodlari genotipi ve
bitki cesitlili gini gelistirmek ve sinirlamalari kaldirmak igin ggilrildi. Onemli
urtnler, gen transfer metodlari ile daha iyi veensien hale getirildi. Ozellikle
gelismekte olan Ulkelerde yemeklik dane baklagillerirrimeé ve ekim alanlarini

artirmak icin camalar yapilmgtir.
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Rekombinant DNA teknolojisinden esinlenerek yeninlerin olgumu
sglanms, endustri ve tiketici icin yeni kaynaklar elde ledg ve bodylece hem
endustrilemis hem de gefimekte olan ulkelerde ekonomik durum ilerlgnae ivme

kazanmgtir.

Rekombinant DNA teknolojisinin ¢#@li yontemleri tarim alaninda da
basariyla kullanilmaktadir. Topraktaki gkr mikroorganizmalar gibi bakterilerde
bitkilerin koklerine yapik olarak ortak ygam (simbiosis) surdirmekte ve havadan
tutulan azottan bitki bu yolla direkt olarak faydaabilmektedir.Rhizobiumile
legtim’ler arasindaki gki bu tur bir iliskidir. Gerek Rhizobiurtun islah edilerek
daha iyi duruma getiriimesi gerekse @&hizobiundaki azotu tutma genlerinin
klonlanarak simbiyotik ikki icinde olan bgka bakterilere aktarimi bitki gengiti
calismalar arasindadir. Yine, bazi bakteriyel genlditkilere aktarilabilmesi de
mimkin gorilmektedir. Ozellikle Ti plazmidleri ¥@pilan cakmalar buna 6rnektir.
Ti plazmidleri d@adaA. tumefaciens;inde bulunmakta ve bu bakterinin kék veya
govdelerinde olgturdusu timorlerde bazi bakteri genleri bitki hicreleritmansfer
edilebilmektedir. Son vyillarda Ti plazmidleri ileagilan cakmalar artarak ve
bunlarin bitkiler igin klonlama vektoru olarak kaiilmasina bganmstir.

Degisik turlerden elde edilen genlerin yalnizca bakierida virtslere dgl
yuksek canlilarin hiicrelerine de sokulabilmesi uegbnlerin sokulduklari hicrelerin
genleriyle birlgerek eksprese olabilmeleri, bitki ve hayvanlarinhitkainda
degisiklik yapma imkanini glindeme getirgtir. Bu yontemle tarim alaninda verimi
yuksek, fungus ve bakteri gibi parazitlere dayarbkki ve tahillarin elde edilmesine
calisiimaktadir. Ayrica, gen yap! ve haritalama gamlarinda da biyoteknolojik
yontemlerden yararlaniimaktadir. DNA haritasinikaciimasi, DNA'nin izole edilip
isaretlenebilecek parcgalara ayrilabilmesi, bu pargalayrintili olarak tanimlanmasi
ve balangictaki maddenin niteliklerini yansitan butin terilerin birlesmesiyle
haritalarin ortaya cikarilmasglémlerinden olgur. Bu slemler sirasinda DNA'yi

cogaltmak igin “klonlama” ve “PCR” yontemi kullanil(WVilliams et.al., 1993).

Baglanti ya da linkage haritalari olarak da bilinemejgk haritalar, belirli bir
DNA aralginda genetik markirlarin gdrece konumlarini yansiiviarkirlarin

araliklari fiziksel uzakliklarindan cok kalitsal ediklere dayandiindan c¢ok
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onemlidir. Genetik haritalama da kullanilan madarinesilden nesile dsen DNA
baz dizilerinden kaynaklanir. Bu markirlar, iki holmg kromozom pargasinin
birbirinden ayirtedilmesini ve ddlden ddle aktaalsmi izlemeye yarar

(Hung et.al., 1999).

Genetik haritalarin okurulma streci, mayoz bolinme sonucu nesiller boyu
aktarilan degisik markirlar arasindaki gkiyi saglamayl kapsar. ger farkh
kromozomlarda iki takim markir varsa bunlar mayo#iiome de rastgele gerlar.
Ancak, markirlar ayni kromozom (zerinde bulunur vekombinasyon da
gerceklemezse o zaman birlikte katilirlar (yanighadurumdadirlar). Herhangi bir
kromozom Uzerinde vyer alan iki markirin birbirineakynligl, aralarinda
rekombinasyon olma siig ile ters orantilidir. Rekombinasyon olaylarinuiklig
izlenerek, markirlar arasindaki genetik uzaklik stealanmalar dgerlendirilerek
genetik haritalar yapiimaktadir. Genetik haritaldayakullangh bir kalitsal markirin
temel Ozellgi, bireyler arasindaki polimorfizmdir. Bu geneliklbasit bir baz
dizisinin DNA'nin belirli bir kesiminde tekrarlamaayisinin genotipler arasinda
farklilik gostermesidir. Yani, kalitsal markirinrké tarlerinin populasyonda yaygin
bicimde bulunmasidir (Tullu et.al., 1999).

Son zamanlarda doubled- haploid, markir yardimiginseve genetik
transformasyon gibi biyoteknolojik metodlar geilmistir. Markirlar sayesinde
onemli olan genlerin etiketlenmesi (mantaraskalireng geni gibi) ve hastalik gibi

kantitatif karakterlerin bulundiu bélgenin tanimlanmasi @anmaktadir.

2.14.1. POUMERAZ Z INCIR REAKSIYONU (PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonu 0.5 ml'lik mikrotliplerdoplam reaksiyon hacmi
RAPD ve ISSR icin 25 pl, STMS icin 15 pl olacakkilde gerceklgtirildi.
Hazirlanan bilgenler tiplere eklendikten sonra PCR reaksiyonlarind
gerceklgtirilen yiksek sicakliklarda bi¢enlerin buharlgmasini engellemek igin her
bir tipe 1000’lik otomatik pipetle 1 damla mineyak damlatildi. Daha sonra tupler
RAPD ve ISSR i¢in 3 saat, STMS icin 2 saat thernedMJ Researching,

PTC 100) de PCR programina maruz birakgek{l 2.3.).
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Cift Zincirli Kalip DNA
Cift zincirli DNA (@
— e —— Zincirler aynhr
Yflksek 151 ile SEEEN EEDe WS ve primerler baglamr
v
zincirlerin ayrnlmasi ve () Primer?2 \5 —_— .
] ) ) 3 - s Primer 1
soguma ile primerlerin N
hedef bolgelere l Primerler uzatilir
baglanmasi, M
Prmer 2'nin AN, — Primer 1in
Kalip DNA (¢) tamamlayicist ——— tamamlayicisi
[ Ve Ve Ve Ve Ve Ve Ve Ve Ve Ve Ve
zincirlerinden TagDNA .
. Zincirler aynihr
polimerazin ve primerler baglanir
tamamlayici, yeni DNA 3 s
' AANANAANAAANAANANN e S
zincirleri sentezlemesi @ ™= Yeni primerler —_
, 5" w— 3
Reaksiyon kangiminin
yeniden 1sitilmasi ile l Primerler uzatihr
yeni sentezlenen
NANNANANANANANANNNN IS
zincirlerin ay1111na51 ve Degisken _— NN
. . (6) uzunluktaki ™ Birim uzunluktaki zincirle
primerlerin hedef Zincirler \ ~
ANNANNNNANNN
Zmcirler aynlr
Tag DNA polimeraz ve primerler baglanu
yeni tamamlayic diziler ) , ne .
. Primer 2'nin 5 [ VaNaVa L VeV eV e VeV Vil 3 Primer 1'in
sentezler fakat bu yeni ® tamamlayicist ——— " tamamlayicisi
. ' ANNANNANNNNAN — 5
diziler hedef bolgeler ile s—
smurlandinimg
Primerler uzatihr
parcalardur, v
3' AN NN - 5
Proses tekrarlanir, 5 wmat AAAANANANAN 3
®
3, ANNNANANNANNN 5‘
5 —_— AN 3

Cogaltilmak istenen pargalar
(degisken uzunluktaki zincirler gosterilmemistir)

v
Bu sekilde devam eder

Sekil 2.3. PCR Metodunuigematik Anlatimi (Santra et.al., 1998)
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2000-2001 yillarinda DNA markir teknolojisindekieilemeler ile bazi
drinlerin genetik bganti haritalari yapilngtir. Markirlar, kantitatif karakterlerin
tayin edilmesinde molekuler islah icin son derecenilidir. Gen teknolojisi ile
bitkilere gen aktarimi arzulanan geniiy@n DNA'nin izole edilmesi, PCR ile
istenen saflikta ve miktarda galtilmasi, rekombinant DNA'nin klonlanmasi ve
klonlanan rekombinant DNA'nin aktariimasisaanalarindan okmaktadir. Bu
yoniyle genetik manipulasyon tekniklerinin en oneikil adimini gen klonlanmasi

ve genin bitkiye transfer edilmeslemi olusturmaktadir.

Bilim adamlar bitki i1slah ¢ajmalarinda nohut, fasulye ve mercimek vb.
baklagillerde g6zlenen antraknoz gibi ciddi mankestaliklarina kar direncin
sgilanmasinin otesinde genetik bir mekanizmanin aredifmesi icin uluslararasi
argtirma & olusturdular. Farkli direng genlerinin tayin edilmesinanolekiler
markirlari teknik olarak kullandilar.

Bitki gen teknolojisi, tanimlanmidzel bir bélgedeki genin etiketlenmesini,
izolasyonunu ve klonlanmasini hedef olarak almaktaBitkilerde direncli olan
genin transfer edilerek hassas olan bireyin dirdmgle getiriimesi ile transgenik ve
patojenlere kar coklu diren¢g gosteren rekombinant genotipin eledimesi
sgilanmaktadir (antraknoz hasfaha kagl diren¢ gosteren kultir nohudunun elde
edilmesi ¢cakmalari gibi) (Kahl et. al., 1994). DNA markirlarim RAPD ve ISSR,
STMS markirlarina goére birbiriyle yakingkili olan genotipleri ayirmak ve genom
analizlerinin tayin edilmesinde coklu lokuslarda lunduklari icin daha c¢ok
kullaniimaktadir. RAPD markirlar, ekonomik olarakeinli olan genlerin mevcut
gene 0zgu markirlarla etiketlenerek tanimlanmasailarlar. Caitli patojenlerin
neden oldgu hastaliklara kar direnci tanimlayan tim genler icin o gene 0zgu
markirlara ihtiya¢ vardir. Markira Bl olarak nohut germplazminda antraknoza
direncin godzlenmesi icin direng geni ileskili molekiler markirlarin test edilmesi
gerekmektedir. Calmada antraknoza direng¢ geni ileskili markirlar bu amacla

kullaniimistir.

Genom argtirmalarina gore elde edilen bulgular, gen bankalarve 6zel
genleri iceren molekiler BEanti haritalarinin olgturulmasi konusunda korkuncg

derecede ilerleyen genetik bir potansiyelin \gnii gostermgtir
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(Tanksley and McCouch, 1997).

Molekuler markir teknolojisi ¢cok 6nemlidir. Drs. Han Yang ve Penny
Smith, bitki i1slahinda molekuler markirlarin etkiblarak kullaniimasi icin yeni
tekniklerin gelgtiriimesinde ¢ok hamleler yapghardir. Bu teknikler baklagillerde
antraknoza direng geni gibi 6nemli genler i¢in nkaler markirlari tesbit etmeyi de
amaclamaktadir. Boylece molekuler markirlar bu gdgeren genotiplerin
seleksiyonuna yardimci olacaktir. Bizim ygpiiz calsma bu yonlyle de daha

sonraki projelere 6nculik edecektir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. MATERYAL
3.1.1. HTKI MATERYAL i

Bu calsmada bitki materyali olarak kullanilan ve nohuttzlgnenAscochyta
blight (antraknoz) hasta@ina kagl direncli ve hassas olan nohut genotipleri
Eskisehir Anadolu Tarimsal Agairma Enstitisi ve Ankara Merkez Atama
Enstitisi’nden temin ediltir. Ayrica calsmada kontrol icin, nohut harita
populasyonunda bulunan antraknozaskdrassasC. reticulatum Pl 599072 ve
direncli olanC. arietinumFLIP 84-92C(3) gibi ebeveyn hatlari Washinghtoat&t
University’den sglanmstir (Tablo 3.1).

21 hassas ve 28 direncli nohut genotipi (13 tapesgi ve 33 tanesi islah hatti
ve hastafia yuksek derecede hassasiyet gdsteren kirmizi ndeutharita
populasyonunun ebeveyn hatlar) olmak Uzere topl@mohut genotipi Uzerinde
calisma yapilmgtir. Proje icin temin edilen sesartlari iletarlaortamindayetistirilen
nohutlarin hepsi kdltir nohudu ol&h arietinumdur. Bunlar da genotip ve fenotip
olarak homozigot olan F6 (tundzellikleri secilmg ve korunmy olan saf irklar)
bireylerinden secilngtir. Saksida ve tarlada ygtirilen herbir bireyin yapraklarindan
Ozellikle de taze genc surginlerden 1-2 grlik dmughalinde alinarak DNA izole

edilinceye kadar derin dondurucuda (C@le) saklandi.

Tablo 3.1. Turkiye deAntraknozahassas ve direncli nohut genotipleri



Tar Tar Cesit - Hat Antraknoz Reaksiyonu Orjin
No

1 C.arietinum AKN33 Ascochyta bligha direncli AMAE
2 C.arietinum AKN42 Ascochyta bligha direncli AMAE
3 C.arietinum AKN98 Ascochyta bligha direncli AMAE
4 C.arietinum AKN99 Ascochyta bligha direncli AMAE
5 C.arietinum AKN102 Ascochyta bligha direncli AMAE
6 C.arietinum AKN144 Ascochyta bligha direncli AMAE
7 C.arietinum AKN145 Ascochyta bligha direncli AMAE
8 C.arietinum AKN146 Ascochyta bligha direncli AMAE
9 C.arietinum AKN147 Ascochyta bligha direncli AMAE
10 C.arietinum AKN148 Ascochyta bligha direncli AMAE
11 C.arietinum AKN395 Ascochyta bligha direncli AMAE
12 C.arietinum AKN411 Ascochyta bligha direncli AMAE
13 C.arietinum AKN426 Ascochyta bligha direncli AMAE
14 C.arietinum AKN568 Ascochyta bligha direncli AMAE
15 C.arietinum 87AK71114 Ascochyta bligha direncli ATAE
16 C.arietinum ESER87 Ascochyta bligha direncli ATAE
17 C.arietinum | IZMIR92 Ascochyta bligha direncli ATAE
18 C.arietinum MENEMEN Ascochyta bligha direncli ATAE
19 C.arietinum DAMLAB9 Ascochyta bligha direncli ATAE
20 C.arietinum GOKCE Ascochyta bligha direncli ATAE
21 C.arietinum KUSMEN99 Ascochyta bligha direncli ATAE
22 C.arietinum ER99 Ascochyta bligha direncli ATAE
23 C.arietinum UZUNLU99 Ascochyta bligha direncli ATAE
24 C.arietinum AKCIN91 Ascochyta bligha direncli ATAE
25 C.arietinum SARI98 Ascochyta bligha direncli ATAE
26 C.arietinum AYDIN92 Ascochyta bligha direncli ATAE
27 C.arietinum | AZiZIYE94 Ascochyta bligha direncli ATAE
28 C.arietinum AKN26 Ascochyta bligha hassas ATAE
29 C.arietinum AKNG63 Ascochyta bligha hassas ATAE
30 C.arietinum AKN78 Ascochyta bligha hassas AMAE
31 C.arietinum AKN79 Ascochyta bligha hassas AMAE
32 C.arietinum AKN88 Ascochyta bligha hassas AMAE
33 C.arietinum AKN89 Ascochyta bligha hassas AMAE
34 C.arietinum AKN564 Ascochyta bligha hassas AMAE
35 C.arietinum AKN566 Ascochyta bligha hassas AMAE
36 C.arietinum AKN567 Ascochyta bligha hassas AMAE
37 C.arietinum AKN570 Ascochyta bligha hassas AMAE
38 C.arietinum AKN587 Ascochyta bligha hassas AMAE
39 C.arietinum AKN589 Ascochyta bligha hassas AMAE
40 C.arietinum AKN591 Ascochyta bligha hassas AMAE
41 C.arietinum AKN592 Ascochyta bligha hassas AMAE
42 C.arietinum AKN599 Ascochyta bligha hassas AMAE
43 C.arietinum ESKVD17 Ascochyta bligha hassas ATAEI
44 C.arietinum ESKVD18 Ascochyta bligha hassas ATAE
45 C.arietinum ESKVD45 Ascochyta bligha hassas ATAE
46 C.arietinum CANITEZ Ascochyta bligha hassas ATAE
47 C.arietinum KIRMIZI NOHUT | Ascochyta blighé hassas ATAE
48 C.arietinum FLIP 84-92C(3) Ascochyta bligha direncli WSU
49 C.reticulatum | P1 599072 Ascochyta bligha hassas WSU

ESK - ATAE: Eskiehir Anadolu Tarimsal Agairma Enstitlisii ; AMAE Ankara Merkez Afterma Enstitlist

WSU: Washington State University

3.1.2. MOLEKULER MATERYAL (PR IMERLER)

40



41

Calsmada; RAPD (UBC733, UBC181, UBC681), ISSR (UBC83BC858)
ve STMS (TA2, TA72, TS54, GA2, TA146) markirlarillanildi (Tablo 3. 2, 3, 4).
Bu markirlar, nohuttaAscochyta blighé direnci kontrol eden QTL ile yakin gkili
bulunmuytur (Santra et. al., 2000). RAPD, ISSR ve STMS prieri, analizlerin
yapilabilmesi icin Invitrogen firmasina sentezlettirilgtir. Farkli nikleotid
uzunlygunda 10 farkh primer kullanilngtir. Stok primerler dondurucuda (-Z0de)
saklandi ve stok primerlerden rutin gatalarda kullanmak tzere gaha primerleri

hazirlandi.

Tablo 3.2: Nohutta Ascochyta blight'a direncten sorumlu olan genlerle ilgili mikrosatelit
(STMS) markirlar

Markir (STMS) | Primer-Dizisi (5' - 3) Molekil Agirh g1 (bp)
GAA47 CACTCCTCATGCCAACTCCT/ 169
AAAATGGAATAGTCGTATGGGG
GA2 TGCATTGGAAATACAGCATGA/ 144
AATTTTGGTTCGCCACAAAC

TA2 AAATGGAAGAAGAATAAAAACGAAAC/ 175
TTCCATTCTTTATTATCCATATCACTACA

TA72 GAAAGATTTAAAAGATTTTCCACGTTA/ 256
TTAGAAGCATATTGTTGGGATAAGAGT

TA146 CTAAGTTTAATATGTTAGTCCTTAAATTAT/ 161
ACGAACGCAACATTAATTTTATATT

TS54 TACAAGTTAAAAATGAATAAATATTAATA/ 209
GAAATTTAGAGAGTCAAGCTTTAC

Tablo 3.3: Nohutta Ascochyta blight'adirencten sorumlu olan genlerle ilgili RAPD markirlar

Markir (RAPD) Primer Dizisi (5' - 3) Molekdler A girlik (bp)
UBC733 GGGAAGGGAG 925

UBC181 ATGACGACGG 1850

UBC681 CCCCCGGACT 1750

UBC: University of Biritish Colombia

Tablo 3.4: Nohutta Ascochyta blight'adirencten sorumlu olan genlerle ilgili ISSR markidar

Markir (ISSR) Primer Dizisi (5' » 3) Molekdler A girlik (bp)
UBC836 (AGEYA Y=CveyaT 700
UBC858 (TGERT R=Aveya G | 1400

3.2. METOD
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3.2.1. GENOMIK DNA iZOLASYONU

3.2.1.1. Miniprep Teknigi
Nohudun yaprak dokusunun gen¢ surgunlerinden genodNA
izolasyonununda Doyle and Doyle (1987) ve Mayeaalaf1997) tarafindan onerilen

yontemler uygulandi.

DNA izole etmek igin tarladan toplanan nohugitterinden elde edilen nohut
yaprak numuneleri derin dondurucudan (- ) alinir. Sonra, numuneler sivi
nitrojen kutusu icine konur. Yani numunelerin eziglemi sirasinda bir kismgleme
tabii tutulurken bir kismi sivi nitrojen icinde whir. Boylece yapraklarin tarladaki
tazelgini halen korumasi ganir. Ezme gleminde kullanmak Gzere havanda yaprak

eksplantini ezmek icgin sivi nitrojen kullanilir.

-Benmari 65°C'’ye ayarlanir.

-Ependorf tipler hazirlanir ve etiketlenir.

-Havanda yapraklar sivi nitrojen ile ezilerek péaga.

-Herbir yaprak herbir tipe ayri ayri konur.

-Herbir tipe 6ncelikle 7.5 ml gak ekstraksiyon buffer konur, tipler sallanir.

-Bu karsimin Gzerine 7.5 ml nuklei-lizis buffer ve 3 ml kasyl konur, kapaklar

kapatilir.

-65°C’ye ayarlanmy benmariye tipler konur ve 1 saat beklenir.

-TUpler benmariden alinir ve birka¢ dakikazsmaya birakilir. Herbir tipe 18 ml
chloroform ilave edilir.

-Tupler 15 dakika 9500 devirde santriflj edilir.n®#0j edilen tlplerin ylzeyinde
yani Ust kisminda kalan sivi kisim pipetle cekkesteril tiplere aktarilir. 15 ml
chloroform daha ilave edilir.

-Tekrar 10 dakika santriftj edilir. Bu tlplerin ¢akilmis) Gzerine tup igindeki sivinin
2 kati etilalkol konur, yawga sallanir ve -26C’ye konur.

-20°C’den tiipler alinir, tekrar 10 dakika 9500 devisdatrifilj edilir.

-icinde DNA bulunan tiiplere ayri ayri etilalkol soldau dokdlir, 1 saat bekletilir

(Etilalkol, tipun dibine yagan DNA'nin kalkmasi yani dibe yagnamasini gdar).
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-Tupler 37°C’ de 20-30 dakika ters cevrilerek pellet DNA kurdmtadan etilalkoltin
uzaklgtirnimasi sglandi. Etilalkolt uzaklgtirilan pellet DNA bulunan taplerin
herbirine 5’er ml TE buffer konur. DNA iyice suisg@noluncaya kadar beklenir.
-Sonra tipler 66C’de benmariye konur.

-TUp icerisindeki TE'de eriyen DNA’lar kiicuk stedpendorf tplere aktarilir.
-RNA'y1 uzaklastirmak icin her tipe Hil RNase eklenir.

-Benmariye 6(°C’de konur, 20 dakika beklenir.

-+4 °C’de muhafaza edilir.

3.2.1.2. Mikroprep Teknigi

Bu metod; bitkilerde AFLP, RFLP, veya STMS analizleszapmayi
planlamiyorsaniz ve tek bitki de yani yalnizca bitkide RAPD analizi yapmayi
disindigiintz projeler icin idealdir. Bu protokol, taze dokm birkag
miligramindan birka¢ mikrogram DNA izole etmeyigta. Bu, RAPD analizlerinin
yuzlercesi icin yeterli DNA miktaridir. Bu metodRAPD analizi, dger izolasyon

metodlarina gére daha ¢ok Uriin (DNA) meydana getiri

-Ekstraksiyon buffer hazirlanir.

-Su banyosunun ici su ile doldurup sicaklik°6%ye ayarlanir.

-Numune sayisi kadar ependorf tip alinir ve numadala

-Toplanilan numuneleri koymak igin, i¢i buz dolu lkeivemin edilir..

-1.5 ml'lik ependorf tipler icerisine taze doku numeleri (yaprak) toplanir ve herbir
tip buz kivetine g kapali olarak yerlgirilir.

-En verimli ve ¢cok DNA izolasyonu geng surgin ve rnggardan sglandgi igin
seradaki (bitkisartlandirma odasi) en genc yapraklar toplanip tiipigine konur.
Tup icine konulan yapraklar ekstraksiyona kadaripume muhafaza edilir.

-Sonra herbir tipe %0.4 beta-mercaptoetanol konata{imercaptoetanol, distilfit
baglarini kirar).

-Numune tupleri icerisine 5@ buffer konur ve gutuldr.

-Tupe tekrar 45@ daha buffer konur.

-Numuneler, 65C’ye ayarlanmy su banyosuna konur ve 1.5 saat bekletilir.
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-Numuneler benmariden alinir ve birka¢ dakikgusoaya birakilir.

-Herbir tipe 70Qul chloroform-isoamyl-alcohol konur.

-Herbir numune vortexte katirilir.

-12000 devirde 5 dakika santrifij edilir.

-Laminar flow- steril kabin icinde herbir tipe 6QDchloroform ilave edilir.

-Numune tupleri vortekste katirilir.

-3 dakika 12000 devirde santriftij edilir, Gst kisbaska tipe aktarilir, ve tipin
tabaninda kalan kigcik tortu yani DNA offlusanilan materyalin dékilmemesine
dikkat edilir.

-Elimizdeki 400-50Qul’'lik tipe (numune) herbir tip icin 1 ml ok etanol konur ve
15 dakika bekletilir ( %75'lik etilalkolden 804al).

-Tupler kapatilip ileri-geri sallanir ve numunelerkarsmasi sglanir, tipin
tabaninda gegte bir DNA lobu (pellet) gortlebilir.

-Numuneler -20C’ye konur.

-TUpUn tabaninda tortu alnasi sglanir ve numuneleri %75’lik etilalkol ile yikanir
ve kurutulur.

-DNA'y1 etilalkolden uzaklatirip tipler steril kabin icerisindeki kurutma gl
Uzerine ters cevrilerek konur ve 1 gun kurumasildrek DNA kuruduktan sonra
100-200ul steril TE buffer iceren tiipe konuigerisinde pellet DNA bulunan tiipe
sonra 1ul RNase

(20 mg/ml) / 10Qul TE konur.

-Benmarinin sicakpini 60 °C’ye disurip 20 dakika benmaride tutulur. Sonra

numuneler PCR’ dayali analizlerde kullaniimak tize4€C’ye konur.

3.2.2.iZOLE EDILEN DNA KONSANTRASYONLARININ TAY iNi
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Bu DNA solusyonlarindaki DNA miktari tayini ve poleraz zincir
reaksiyonunda kullanilacak DNA miktarina uygun sadiam oranlarinin
belirlenmesi icin U.V. spektrofotometre de spekatometrik olciimler yapildi.
HPLC H,0 ile yapilan 1/5, 1/10, 1/100 ve 1/200’ luk sulamdlarin U.V.
spektrofotometrede 260 nm dalga boyundaki absarbsigezerlerine bakilarak
PCR’a dayali RAPD, ISSR ve STMS analizleri icin l&nllacak olan cift zincirli
DNA molekilinin konsantrasyonlari hesaplandi. DNAondantrasyonlari

heasplanirken ,

ODy6p X 50 X Seyreltme katsayisi (orani)

(Maniatis et. al.,1982) formult kullanildi. Ayrickalite jeli yapilarak DNA
konsantrasyonlari net olarak tayin edildi. Polinzeraincir reaksiyonu icin

sulandirimlari yapilan genomik DNA 6rnekleri -Z0de saklandi.

Sulandirma da tup igerisindeki numune 30%e tamamlanir. Herbir numune igin
yapilan farkli sulandirma konsantrasyonuna 6rnek;
1:5 sulandirma 20 DNA

20pul TE buffer, PH=8

60ul HPLC H,0

3.2.2.1. Agaroz Jel Elektroforez (Kalite Jeli)

Agaroz, bir kirmizi alg tiri olargar agafdan izole edilen dgrusal bir
polisakkarittir. Agaroz sicak suda ¢ozunur vgwtalduzu zaman polimerde kahkl
hidrojen balarinin olsumu ile jel yapisi olgur. Bu olgum geri dongimludir.
Agaroz konsantrasyonu %0.5-1.5 arasindgstidlerek jelin por ¢api ayarlanabilir.
Boylece, kiciik DNA fragmentleri icin yiksek, buyDINA fragmentleri icin dgik
agaroz konsantrasyonu kullanilarak DNA’nin jeldeguy sekilde ydrimesi
sglanabilir. DNA'nin jelde gorundr hale gelebilmestidgum bromurin DNA
baglari arasina hdanarak 300 veya 360 nm’dg@gd absorblamasi sonucu fluoresan
etki gostermesi ile olur.

Bu etki DNA konsantrasyonuna @a olarak kuvvetli veya zayif olabilir.

Uygulamalarda genellikle 0.1-Op§/ml EB konsantrasyonu kullanilizole ettgimiz
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DNA’lar, keskin bir bant ile bu bandirsa@g ve yukari kismina dipu biraz yayilan

bir gbruntt vermektedir.

Polimeraz zincir reaksiyonunu uygulamadan Onceeizetilen genomik
DNA’nin konsantrasyonunun ayarlanmasi gerekmektéglinun icin %21’lik kalite
jeli hazirlanir. %1'lik kalite jeli icin 1 gr agarotartilip 100 ml 1 X TBE tamponu
icinde mikrodalga firinda eritildi. Tamponun siogkhin yaklgik 55-50C’ye
dismesi beklendi. Sonra agaroz elektroforez tankiineyokaldid. 15-20 dakika
sonra donan jelin taraklari ¢ikarilarak herbir keyguna 10ul TBE buffer (1XTBE),
sulandiriimg 5 pl DNA ve 5 pl Blue juice yuklenir.Son kuyucga ise 10ul Lamda
DNA markir EcoRIl Hindlll digest markir yuklenerekgaroz jel elektroforez
uygulanir. Jel kgtuktan sonra dnceden hazirlagrtBr icerisine konur ve orada 10
dakika bekletilir. Sonra steril saf suda 15 dakiekletilip UV.'de gorintilenerek,
fotograflanir §ekil 3.1).



Sekil 3.1. Agaroz Jel Elektroforez (Kalite Jeli)
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3.2.3. POIMERAZ Z iNCIR REAKSIYONU (PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonu (Polymerase Chain ReactPCR) esasli
molekiler markir teknikleri en ¢ok kullanilan teklardir (Sekil 2.3). Bu yontem; bir
organizma veya mutant geneskiin normal ya da parcalangnDNA ya da RNA'nin
in vitro ¢ogaltilmasina imkan veren yontem olup (Mullis et, #B86) te kgfettigi bir
nikleik asit sentez yoludur. In vitro bir metod mlI®PCR, I1siya ayarli DNA
polimerazlarin kullanimi ile yapilan galtimlarin otomasyonunu Samistir
(Saiki et. al., 1985).

PCR yontemi kisaca bir gen ya da DNA boélgesinin,hliedef bélgenin ug
bblgelerine bglanan oligonukleotid primerler ara@iyla bir dizi replikasyon
gecirerek ¢galmasi glemidir. PCR’In gercekkgbilmesi icin ortamda tc¢ nukleik asit
bilesen, amplifike olacak c¢ift DNA fragmenti ve iki adietk sarmalli oligonukleotid
ve bunlara ek olarak bir protein hitmi olan DNA polimeraz enzimi, uygun
deoksiribonikleotid trifosfatlar (dNTPmix) bir tamp ve tuz sollisyonlarinin

bulunmasi gerekir. Reaksiyondaki her dongu 3 evredigmaktadir.

Cogaltilacak DNA parcasi kalip dizi adini alir. gdtim kalip dizinin
tamamlayicisi olan, oligonikleotid primerler arggilile yapilir. Oncelikle kalip
DNA, yiksek 1s1 ile denatlre edilir (¢ift igin aciimasi), ardindan 1siningiitilmesi
ile hedef dizilere uygun primerler glanir ve i1sinin tekrar yukseltiimesi ile isi
donguleri aracifilyla aktive edilen DNA polimeraz, kalip DNA'ya @lanms
primerlere nukleotid eklenmesini @ar. Bu 1s1 dgisikliklerinin tumu bir donguyu
olusturur ve bu dongler bircok defa tekrar edilir. §&in: RAPD igin 40 déngu).
Bu sekilde trin miktari artmaya far. Her dongu sonunda yapay olaraksaluyeni
aranler (diziler) kahp zincirin tamamlayicisi dunundadirlar ve okan bu her yeni
DNA zinciri ayni anda kalip vazifesi de gorirlerogltimin baarisi primerlerin
baglanma kabiliyetine, hassasiyetine ve evvelki donginde bulunan hedef
DNA'nin birden fazla sentezlenme miktaringshér. Sonucta, “n” bgarli ¢gzaltim
dongulerinin sayisi iken yakdik olarak 2, ¢osaltilan parcanin tis rakami cinsinden

artim miktarini gosterir (Saiki, 1990).
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PCR uygulamalarinda standart 1sI1 uygulamasglasaak amaciyla her dongu
icin gerekli 1siyr duzenli olarak ayarlayan thermder denilen otomatik aletler
gelistirilmi stir. PCR uygulamalarinin amaci az miktardaki birtemgalde 6zgul bir
gen veya gen bolgesini galtmak ve daha detayli incelemeler igin yeterli gjén
materyal sglamak oldgundan; PCR yontemiyle yeterli Urin elde edilip
edilmedginin argtirilmasi ve trinin tanimlanmasi restriksiyon ahati ve ntkleik

asit hibridizasyon teknikleri kullanilarak gercegiglir.

PCR ile ¢cgaltilan DNA fragmentlerini inceleyebilmek icin uygwir RE ile
kesim yapilir. Jel elektroforezinde yurutilerek DXrAagmentleri birbirinden ayrilir.
Sonra bu fragmentler Ethidium bromid ile boyananagelenir. U.V. i1g1 altinda
dogrudan yapilan incelemelerde siyah zemin uzerindgadbeolimorfik bandlar

gozlenir.

PCR yonteminin uygulanabilmesi icin oncelikle taroguai bir baz dizisi
bilgisine ihtiya¢ duyulmaktadir. Yontemin son dexesuyarli olmasi nedeniyle ¢ok
kicuk miktarlardaki kontaminasyon bile yandonuclara neden olabilmektedir. PCR
calismalarinda dier bir dezavantaj ise her primer ciftinin kendirmgid annealing ve
uzama keullarinin olmasidir. Bu kallar; 1s1, siklus uzunlgu, primer ygunlugu,

Mg** konsantrasyonu, enzim ve DNA miktari olarak sirakilir.

3.2.3.1. PCR Amplifikasyonu ve RAPD Analizi ile Geam Parmak

izlerinin Cikariimasi

Antraknoza hassas ve direncli olan harita populasydki ebeveyn hatti ve
47 nohut genotiplerinin yapraklarindan izole ediggnomik DNA’lar (Simon and
Muehlbauer, 1997; Ratnaparkhe et. al., 1998) tadah 6nerilen RAPD yontemi ile,
nohut genom haritasinda antraknoza direncli geryalan iliskili olan veya ayni
lokusta oldgu belirtilen 10 nikleotidden ofan primerler kullanilarak genomun
belirli bolgeleri c@altilarak markir yardimh secimde kullanmak Uzeneekt ilgili

olan markin tayin edebilmek i¢cin hassas ve direnthn 49 genotipin genomik
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parmakizleri cikartildi ve analiz edildi. RAPD V@3R analizlerinde yontem aynidir,
fakat kullanilan primerler farklidir.
RAPD PCR’da, Bir Ornek icin Numune Hazirlama

2.5 Ul 10xbuffer (-MgC})

2.5l 10xNukes (Nukleotidler-dNTP- dATP, dCTP, dTTP, T
1.5l MgCl,

0.4l primer (UBC733, UBC181, UBC681)

0.2 Yl Tag DNA polimeraz

12.9l HPLC H;,0

+

5 1l DNA

Tup icgerisinde hazirlanan keamdan 20l mikrotlplere dgitilir. Sonra herbir

mikrotlipe Orneklerden izole ettmiz DNA'lar (5 Ml ) ilave edilir. Sonra 1000’lik
pipetle birer damla PCR tuplerine mineral oil damhia Mikrotuplerin kapaklari
kapatilip PCR icin (numunelerin DNA amplifikasyomum sglanmasi i¢in) PCR
makinasina (PTC-100 thermocyler — MJ Research, U&ur. RAPD-PCR
programi ayarlanarak 40 dongi yaptirihr. PCR maindan alinan PCR drdnleri,
1XTBE kullanilarak hazirlanmiolan %2’lik agaroz jelde elektroforetik olarak idyr
(Sambrook et. al., 1989). Jele yuklegrolan PCR urunlerinin herbirine |3l Blue
juice boya damlatilir. Sonra pipetle kamilir ve tlp icerisindeki mineral oil’i

almamaya cadarak herbir numune pipetle 6nceden hazirlgrjete yuklenir. Birinci

kuyucusa PBR322 DNA BstN1 dige®APD markir (6 W) yuklenir, son kuyucga

kontrol olarak DNA yerine 1l HPLC HO konur. Ayrica, 47 genotipten ¢ka diger
iki kuyuya da FLIP 84-92(3) ve P1 599072 konugeEkullanilan primer direncligie
O0zgu markir ise direncli genotiplerde ve FLIP 84292) olan ebeveynde bant
gozlenirken hassas genotiplerde ve Pl 599072 hasbaseyn hattinda bant
gOzlenmeyecektir. YUklemeslemi tamamlandiktan sonra jel, elektroforeze tabii

tutulur. Bunun icin, 105 volt, 52 amper olan gugrainda jelin 3 saat konasi
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sglanir. Sonra jel dikkatlisekilde alinarak 10 dakika ethidium bromide icemsin

konarak bekletilir.

Jel boyandiktan sonra 15 dakika saf su da bek|dbindlarin varfii veya yoklgu
UV-transilluminator ile bakilarak tayin edilir. JePolaroid 667 siyah-beyaz film
kullanilarak fotgraflanir (Polaroid, Cambridge, USA). Jel'de tek te&rlak bant

dizilimin gorulmesi gerekir.

RAPD-PCR ( 40 cycle)

25 pl /reaksiyon
Denaturasyon
94°C 20 dakika

Primer Baglama

36°C 1 dakika
Uzama

72°C 1 dakika

72°C 8 dakika

Reaksiyon biter

4°C
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3.2.3.2. PCR Amplifikasyonu ve ISSR Analizi ile Genom Parmak

izlerinin Cikariimasi

UBC801 ve UBC900 arasindaki primerler ISSR olarektiir. Baz dizilimi,
10 nikleotidden fazla ise ISSR’dir. ISSR-PCR’da,FRAprgraminda hazirlanan
reaksiyonlar ile slem sirasi aynidir. RAPD’den farki ise, ISSR'da SIMjibi
reaksiyon 35 dongu de biter.
ISSR PCR’da, Bir Ornek icin Numune Hazirlama

2.5 Ul 10xbuffer (-MgC}h)

2.5l 10xNukes (Nukleotidler-dNTP- dATP, dCTP, dTTP, T
1.5l MgCl,

0.4l primer (UBC836, UBC858)

0.2 ul Tag DNA polimeraz

12.9ul HPLC H,O

+

5 ul DNA
ISSR-PCR (35 cycle)

25 pl /reaksiyon

96°C 2 dakika
94°C 1 dakika
50°C 1 dakika
72°C 2 dakika
72°C 8 dakika

Reaksiyon biter

4°C
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3.2.3.3. PCR Amplifikasyonu ve STMS Analizi ile Genom Parmak

izlerinin Cikariimasi

Primerler 22 ile32 nikleotid uzurgdunda olup genomun rastgele bdolgeleri
cogaltilarak bireylerin genomik parmakizleri ¢ikartilee analiz edildi.

STMS-PCR’da, Bir Ornek igcin Numune Hazirlama
10xThermophilic buffer u

10xNukes 4
10xprimer 1 el
10xprimer 2 el
MgCl, 1.2
Taq DNA polimeraz 0.3
HPLC H,0O 3.5l
+
5 1l DNA

Tup icerisinde hazirlanan ksimdan 15pl mikrotiplere dgitihr ve Uzerlerine

herbiri icin ayri olarak 341 DNA konur, kontrole DNA yerine 3ul HPLC H,O
konarak her tipe 1000’lik pipetle mineral oil ekdeek tlplerin gizlar kapatilr.
Mikrotupleri STMS-PCR prgramina ayarlanan PCR makinasina (PTC-100
thermocyler — MJ Research, USA) yatierek, 35 doéngu yaptirihr. PCR
makinasindan alinan STMS-PCR drinlerinin herbirtel blue juice boya
damlatilir ve kagtirilarak herbir tiip hazirlanan jele yuklenilk kuyucusa PBR322
DNA BstN1 digesRAPD markir (6 pl) konur, son kuyucga da kontrol yuklenir.
Ayrica, 47 genotipten bka diger iki kuyuya da FLIP 84-92(3) ve Pl 599072 konur.

Eger kullanilan primer direnglige 6zgu markir ise direngli genotiplerle, FLIP 84-
92C(3) olan ebeveynde ayni hizada bant gozleninemsas genotiplerle, Pl 599072
hassas ebeveyn hattinda ayni hizada bant gozldmwecékni, hassas genotiplerle

direncli genotipler farkli hizalarda bant dizilipostereceklerdir.
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Yukleme klemi tamamlandiktan sonra jel, elektroforeze tabiulur. Bunun icin,
guc kayng 104 volt, 104 amper ve 2 saate ayarlanir. Soaralikkatli sekilde
alinarak 10 dakika ethidium bromide icerisine kakabekletilir. Jel boyandiktan
sonra 15 dakika saf su da bekletilir, bandlarnliciz ve olusan polimorfizm UV-
transilluminatér ile bakilarak tayin edilir. Jel,ol@roid 667 siyah-beyaz film

kullanilarak fotgraflanir (Polaroid, Cambridge, USA). STMS-PCR’'delde tek

bant (kalin ayri lokus) gozlenir.

STMS-PCR (35 cycle)

20 pl /reaksiyon

96°C 2 dakika
96°C 20 saniye
55°C 50 saniye
60°C 50 saniye
60°C 5 dakika

Reaksiyon biter

4°C
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4. BULGULAR

4.1. DNAIZOLASYON METODUNUN BEL IRLENMESI

Nohut yapraklarindan DNA izolasyonu, Mikroprep ntktove Miniprep
metodu uygulanarak yapilgtir. Fakat, Mikroprep metodu gir yonteme gore daha
az materyal kullanarak yiksek kaliteli, temiz veha@acok numune (DNA) elde
edilmesi agisindan son derece 6nemlidir. Bu mddddA izolasyonu igin hangi canli
olursa olsun hepsinde yaygin olarak kullanilakildibi izole edilen DNA -26 C’de
saklandginda en az 2 yil kullanilaniimaktadir. Bu yontenadele edilen DNA’larin
DNA miktar tayini ve polimeraz zincir reaksiyonum#tullanilacak DNA miktarina
uygun farkh sulandirim oranlari denentiii Ayrica, U. V. spektrofotometre’de
spektrofotometrik 6lgtimler yapildi. Fakat tim nurelen icin en etkili sulandirim

oraninin 1/5 oldgu tayin edilmtir.

Mikroprep metodu ile DNA izolasyonu yapildiktan safPCR’da kullanmak
Uzere izole edilen DNA konsantrasyonunu belirlenngk kalite jeli hazirlanarak
elektroforetik yontemle herbir numunenin agaroz ¢ébktroforezde yurutilmesi

sglanmstir.

4.2. PCR KOSULLARININ OPT IMiZASYONU

PCR’In temel bilgenleri, kalip DNA molekull (izole edilen genomik BIN
DNA polimeraz enzimi, primerler, dNTP kami, tampon, MgGl ve HPLC
H,O’dur. Polimeraz zincir reaksiyonu; RAPD, ISSR VEMS icin ayri ayri optimize
edilmistir. Ciinkli RAPD ve ISSR’da kullanilan primer (UBG373eya UBC836 gibi)
konsantrasyonlari ayni ve tek olmasinagman STMS’de primerlerin

konsantrasyonlari farkli olup iki primer (TARe TA2 gibi) kullaniimaktadir.
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Ayrica RAPD reaksiyonu 40 dongide tamamlanmasigamea ISSR ve STMS
reaksiyonlari 35 dongide tamamlagim Bu nedenle PCR aleti (Thermal Cycler)

farkl programlarda optimize edilrgiir.

Kalip DNA Konsantrasyonu

PCR’ a dayali teknikler olan RAPD, ISSR ve STMS wiggnalarinda en
onemli dgiskenlerden biri genomik DNA konsantrasyonudur. Yapibu cakmada
en iyi sonucun elde edilgligenomik DNA konsantrasyonlari, RAPD ve ISSR icgin
20-25 ng, STMS icin 50 ng olarak belirlerytim.

Polimerazlar

DNA polimeraz enzimleri, kalip ipte tamamlayici bir DNA ipfii meydana
getirmek Uzere, orjinal kalp iplikteki baz bilgisi kullanarak dort cet
deoksiribonikleozid trifosfattan uzun polinikleosshcirin sentezini kataliz ederler.
Bu enzimler, sentezi blatmak icin kalip molekuldeki tamamlayici diziyegtenan
kisa DNA parcalarina (primerlere) gerek duyarleent®zin yoni Suctan 3 uca
dogru olup, primerin serbest Bidroksil ucuna ortamdaki dNTP’lerin nikleofilikke
yapmalariyla, fosfodiester plarinin katalizi ve yeni DNA ipfiinin polimerizasyonu
saglanir. PCR reaksiyonlari icin tavsiye edil@hermus aquaticusdan elde edilen
Taq DNA polimeraz enzim konsantrasyonu yapilarnsgeda RAPD ve ISSR igin 1
a/ul; STMS icin 0.4 (4l olarak denenmgi ve bu miktar enzim amplifikasyonu

salamistir.

Primerler

Oligonukleotid primerler, primer sentezi yapan lediavarlardan elde
edilmistir. Gen c¢@altilmasi dahil PCR’In bircok uygulamasi icin kaliNA'ya
tamamen tamamlayici olan primere gereksinim vafaenel olarak kullanilan kalip
ile yuksek oranda Iganma sglamak Uzere primerler 20-30 nukleotid
uzunlyzundadir. Fakat bu caimada nohut genom haritasinda dnceden tesbit gdilmi
olan ve nohut antraknozuna kadiren¢ gosterebilecek yani diren¢ genine yakin

bulunan 6zel primerler, markir olarak kullanigm. Clinki ¢cakmada bu markirlarin
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direnclilige 6zgu olup olmagini tayin etmek amaclangl icin farkli uzunlukta
nikleotidlerden ibaret olan primerler kullanigtm. Primer konsantrasyonlari
yaklasik olarak 0.1 ve 0.241M arasinda optimumdur (Williams et. al., 1990). Bah
yuksek primer konsantrasyonlarl yanlbgslanmayi, 6zgin olmayan Grdndn
yigilmasini destekleyebilir ve primer-dimer yapisi ralka adlandirilan kaliptan
bagimsiz istenmeyen Urlnlerin glma olasilgini arttirabilir. Bu nedenle primer
konsantrasyonlari ¢ok iyi ayarlanmalidir. Yapilanu bgalgsmada primer
konsantrasyonu RAPD ve ISSR icin 02, STMS icin 2uM olarak kullaniimg ve

bu miktar ile amplifikasyon gganmstir.

Deoksiribonikleotid Trifosfat (ANTP) Konsantrasyonu

Deoksiribonukleotid trifosfatlar (dATP, dGTP, dTT&CTP) yuksek saflikta
dortli kagim halinde ticari olarak gganmstir. Tag DNA polimeraz ditik dNTP
konsantrasyonlarinda (10 — 1Q0M) kaliba uygun dgru bazlari segmede daha
basarili olmakla birlikte, normal kaillarda PCR 10QuM dNTP konsantrasyonu ile
gerceklatirilir. Fakat optimal dNTP konsantrasyonu; MgCkonsantrasyonuna,
reaksiyon keullarina, primer konsantrasyonuna,gatiilmis Grinin boyuna, PCR
dongu sayisina adir (Williams et. al., 1990). Yardibgzlanma hatalarini azaltmak
icin 4 dNTP’de it konsantrasyonlarda kullaniimalidir. Nohut gepl&rinin
amplifikasyonunda bu ¢amada herbir dNTP icin, RAPD ve ISSR reaksiyonlaaind
100 uM, STMS’de 250uM olarak denenmgive bu miktarlarin amplifikasyon igin

yeterli oldysu gorilmigtar.

Magnezyum Konsantrasyonu ve Tamponlar

Magnezyum konsantrasyonu; primerglammasi, kalip ve PCR UrUnlerinin
her ikisininde dizi ayrilma sicakliklarini, GringamlUgtind, primer-dimer yapilarin
olusumunu, enzim aktivitesini etkileyebilir. Bu nedeMigCl,’'tiin PCR’in 6zgulligu
ve Urun verimi Uzerinde ¢ok onemli bir etkisi vardGenellikle optimum MgGl
konsantrasyonu olarak 1.0-1.5 mM’lik geler tercih edilmektedir. Bu caimada
RAPD, ISSR ve STMS icin amplifikasyonu en iyigkyan MgC} konsantrasyonu
1.5 mM olarak belirtilmgtir. Tampon olarak en ¢ok kullanilan Taq enzimirey®
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olan tampondur. Tamponlar genellikle enzimle bidik10x konsantrasyonda
sglanabilmektedir. RAPD ve ISSR’da 26, STMS’de 20ul tampon kullaniimgtir.

4.3. NOHUT GENOTIPLERINiN GENOMIiK
PARMAK iZI’'NiN CIKARILMASI

43.1. RAPD, ISSR VE STMS MARKIR SONUCLARININ
DEGERLENDIRILMEST|

PCR’a dayali olarak yapilan RAPD, ISSR ve STMS seadnlari sonucunda
elde edilen PCR urunleri % 2’lik agaroz jel hamdeak elektroforeze tabii tutuldu.
RAPD, ISSR ve STMS Agaroz Jel Elektroforez’'de iyiriydt. Olgan bant profilleri

herbir reaksiyon icin ayri ayri gozlenip fgraflari cekilerek rapor edildi.
4.3.1.1. PCR urunlerinin Agaroz Jel Elektroforezi £62’lik jel)

Polimeraz zincir reaksiyonu sonucunda elde edileanlari %2’lik jel
kullanilarak analiz edildi. %2’lik boyama jeli ici@ gr (1 gr Nusieve agaroz+ 1 gr
Seakem agaroz) agaroz tartiip 200 ml 1XTBE icimdikrodalga firinda iyice
eritildi. Tamponun sicakiinin 55-60°C’ye dismesi beklendi. Jelin donmasi igin 15-
20 dakika beklendi. Donan jel icinde 1XTBE tampdnudunan elektroforez tankina
alindi.

PCR makinasindan alinan PCR UrUnlerinin herbiringl Blue juice boya
damlatilarak jelde goruntu elde edilmesglaair. RAPD ve ISSR igin 2fl, STMS
icin de 20ul olan PCR Uridnlerinin tamami ayri ayri (herbir kayga) %2’lik jele
yuklendi. Hazirlanan jele numunelerle birlikte marONA olarak Ladder (1 kb)
DNA yuklendi. Ayrica, RAPD ve ISSR’da 105 volt, 8tnper'de 2.5 saat, STMS’'de
ise, 104 V ve 104 A’de 2 saat yurutuldd. U.Mkialtinda gézlenen, polimeraz zincir
reaksiyonu sonucu aojan bantlarin fotgrafi polaroid 667 siyah-beyaz film
kullanilarak cekildi.
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U. V. siginda gorulebilmesi igin jel ethidium bromur ile su sekilde
boyandi.

- 460 ml distile suya %2 ethidyum bromur stoktan (d@/ml) 20pul bir kaba
eklendi. Jel kabin icine konulup 30 dakika bekdttil

- Icine % ethidyum bromir stoktan @ daha ilave edilip 15 dakika
bekledikten sonra su dokulda.

- Tekrar 460 ml distile suya %2 ethidyum bromur saok15ul eklendi ve jel
10 dakika bu soltisyonda bekletildi.

- Icinde ethidyum bromir bulunan kiivetten alinan jistilé suda iyice
yikandi ve 30 dakika suda bekletildikten sonra Urgnsilliminator ile bant

profilleri gozlendi.

4.3.1.2. RAPD, ISSR VE STMS BANT PROH.LER i

Molektler markirlar, kromozomal bdlgeleri belirlekpe haritalamak ve
nohutta Ascochyta blight'a diren¢ genegiini tanimlamak icin kullaniimaktadir.
Ayrica bu markirlar 1slah pgoamlarinda surekli diren¢ kazangmohut kalttrlerinin
elde edilmesi ve gen (direncli gen toplgly piramidi olgumunu sglamaktadir.
Markirlar, hassas kultirlere bir aragtenti olarak direncli olan gen kianu transfer
etmek icin kullanilir. Uygun olan markir jeldenrah ve vektor olarak belirlenen
plazmide aktarilir. Plazmid ve markir fragment kdekgi bakteriye aktarilir, primer

ile gen izole edilir, transformasyon uygulanir.

RAPD markirlar islah materyallerinde (hagtali direncgli  nohut
germplazminda) indirek sec¢im kolgylisgslar. Direncli genin varfii hassas veya
direncli fenotipi tanimlamak icin inokilasyona detealmaksizin markir vasitasiyla
secilmesini sglamis olur. Islah prgraminda direncli genler, markirlarla gatiimis
bdlgenin varlgl veya yoklgu ile ifade edilmektedir. ger, direng bandin yokfuw ile
ilgili ise yani diren¢ bant olmamasinaghaise, segregasyon populasyonunda bandin
varhgi ile ilgili olarak direnci tayin etmek mumkun okdir. Direncgli gen kiimesinin

bulundgu kromozomal bdlge 1slah piaminda 6nemli avantajlar @amaktadir.
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Bu gen blgu, geri melezleme vasitasiyla uygun bir yere tremsdilebilir ve
belirlenmg 6zellikler (hastalik gibi) markirlar kullanilaraecilebilir.

Calismada 10 primer (markir) 49 6rnek Gzerinde ayri ajarak ve herbir
reaksiyon en az iki kez tekrar edilerek denendi amaplifikasyon sonuclari
degerlendirildi.

Antraknoza dayanikliik genine $a oldugu bilinen UBC733 adli RAPD
markiri kullanarak test egfimiz 49 hat ve ggtten; 29 tanesi dayanikli ebeveyn, 20
tanesi hassas ebeveyn genotipini vetimi(Tablo 4.1, 4.2). Bu hatlardan 29'u
dayanikli, 20’si hassastir. Bu nedenle UBC733 aapibpulasyonunun dayanikli
ebeveyni ile hassas ebeveynini 850 bp’lik bantifaekayirir Sekil 4.1).

UBC181 RAPD markiri kullanarak test gtthiz 49 hat ve ¢gtten; 45 tanesi
dayanikli ebeveyn 4 tanesi hassas ebeveyn geniotgrimistir (Tablo 4.1, 4.2). Bu
hatlardan 45’i dayanikli 4’G hassastir. UBC181 taapopulasyonunun dayanikh
ebeveyni ile hassas ebeveynini 1850 bp’lik barkifde ayiramaz.

UBC681 RAPD markiri kullanarak test gttniz 49 hat ve c¢gtten; 41 tanesi
dayanikli ebeveyn, 8 tanesi hassas ebeveyn gemotgimitir (Tablo 4.1, 4.2). Bu
hatlardan 41'i dayanikli, 8’1 hassastir. Bu nededRC681 harita populasyonunun
dayanikli ebeveyni ile hassas ebeveynini 1750 lopdint farki ile ayirmaz
(Sekil 4.2, 4.3).

UBCB836 adl ISSR markin kullanarak test @thiz 49 hat ve cgtten; 44
tanesi dayanikli ebeveyn, 5 tanesi hassas ebewestigini vermgtir
(Tablo 4.1, 4.2). Bu hatlardan 44’G dayanikli, Bassastir. Bu sebepten dolayi
UBC836 markiri, harita populasyonunun dayaniklivelai ile hassas ebeveynini
700 bp’lik bant farki ile ayirmazgekil 4.4).
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UBC858 adl ISSR markir kullanarak test @&thiz 49 hat ve ggtten; 45
tanesi dayanikli ebeveyn, 4 tanesi hassas ebewestigini vermgtir
(Tablo 4.1, 4.2). Bu hatlardan 45’i dayanikl, 4¥assastir. Bu nedenle UBC858
markiri, harita populasyonunun dayanikli ebevelnhassas ebeveynini 1400 bp’lik

bant farki ile ayirmaz.

Antraknoza dayaniklihk genine #a oldugu bilinen GA2 mikrosatellit
markiri kullanarak test egfiimiz 49 hat ve cgtten; 23 tanesi dayanikli, 26 tanesi
hassas ebeveyn genotipini vegtimi (Tablo 4.1, 4.2). Bu hatlardan 23’'G dayanikli,
26’s1 hassastir. Bu nedenle GA2 adli STMS marlarith populasyonunun dayanikl
ebeveyni ile hassas ebeveynini 144 bp’lik bantifaekayirmaz §ekil 4.5).

TA2 adli STMS markir kullanarak test gtthiz 49 hat ve ggtten; 30 tanesi
dayanikli, 19 tanesi hassas ebeveyn genotipini iggrm(Tablo 4.1, 4.2). Bu
hatlardan 30’u dayanikli, 19’'u hassastir. Bu neglePA2 denilen STMS markiri
harita populasyonunun dayanikli ebeveyni ile hasbaseynini 175 bp’lik bant farki
ile ayirir Sekil 4.6).

TA72 ve TA146 adh STMS markirlarini kullanarak ttestigimiz 49 hat ve
cesitten; her iki markir icinde 22 tanesi dayaniklegbyn, 27 tanesi hassas ebeveyn
genotipini vermgtir (Tablo 4.1, 4.2). Bu hatlardan 22’si dayan®H'si hassastir. Bu
nedenle harita populasyonunun dayanikli ebevegrassas ebeveynini TA72, 256
bp’lik bant farki ile TA146 ise, 161 bp’lik bantria ile ayirmaz.

Antraknoza dayaniklilik genine glaoldugu bilinen TS54 adli STMS markiri
kullanarak test etimiz 49 hat ve ggtten; 20 tanesi dayanikl ebeveyn, 29 tanesi
hassas ebeveyn genotipini vegtini(Tablo 4.1, 4.2 ). Bu hatlardan 20’si dayanikh
29'u hassastir. Bu nedenle harita populasyonunwardili ebeveyni ile hassas
ebeveynini TS54 STMS markiri, 209 bp’lik bant faitkiayiramaz §ekil 4.7, 8, 9).
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Tablo 4.1.Ascochyta blight'a hassas ve direncli olan nohut genotiplerinde maar — genotip iliskisi

Genotipler Hastalik Markir-Genotip
Reaksiyonu

—
>
N

A7

N

Cesitler UBC733 UBC181 UBC681 UBC836 UBC858 GA2 TA146
ESER 87 R R R R R
[ZMIR 92 R
MENEMEN 92 R
DAMLA 89 R
GOKCE R
KUSMEN 99 R
ER 99 R
UZUNLU 99 R
AKCIN 91 R
SARI 98 R
AYDIN 92 R
AZIZIYE 94 R
CANITEZ S
KIRMIZI S
NOHUT
Direngli Islah
Hatlar
AKN 33
AKN 42
AKN 98
AKN 99
AKN 102
AKN 144
AKN 145
AKN 146
AKN 147
AKN 148

O DT gD TonIPDDg
VD DD g VgoIPno
VD 0P g0 poOZpno
A D0 pouDguonulgpgo
A D0V puDgonuXgo
O TODPHOIDVHoDOD Dy,
W VDXV ODgoIPgaog
T OO I0pnnDeypo,
O DTV gH D go,

VDV VOVDOVDOUOIID
VUVOVXUVOVDIUINOIOD
TUVOVVOVDOUIDOOD
DDV OVDONIIWNID
TV OVOVDOVDOUAUIUIOD
TV OVOVDOVDOUAUIUIUD
TOTNOOONHINITD
TV HNOOXD
TOnwOnoHVWnIiD
NN oIINIOA

TS54

D 00NV TITnnnDgo g,

PRI I RO RO R R R 2R
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R
R
R
R

AKN 395

AKN 411

AKN 426

AKN 568

R

87AK71114

Hassas Islah
Hatlari

nenpnerxXouonoenereoen o

roecxeognnNnPerecntnnex Vn

nreoopernfooennwneerxe N

VNP nnom

xnnNnoeoenoeyPoeoeoenoyonn i Xo

roorooeorfnornoecyoexrxxnNe

roerrrecenVornenpr X

rerrroroeoroerororopor o

rorrrrrNrrrroexrnXx

NNNNNEDOLLOLNXENNNDOAOD

VNNV NNNULANNNNANNDONO

AKN 26
AKN 63
AKN 78
AKN 79
AKN 88
AKN 89
AKN 564
AKN 566
AKN 567
AKN 570
AKN 587
AKN 589
AKN 591
AKN 592
AKN 599
ESKVD 17
ESKVD 18
ESKVD 45
Harita

Populasyonu
Ebeveyn
Hatlar

S

P1599072

FLIP 84-92C(3) R
R: Resistant (Direncli)

S: Suscegtififassas)
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Tablo 4.2. Ascochyta blight'a hassas ve direngli olan nohut genotiplerinde direritikle
ilgili olan markirlarin (RAPD, ISSR, ve STMS) testsonuglari

Primer Fragment Buyukligh SNG RNG Ebeveyn Hatlarinin Sayisi and Band Profil
Adi (bc) RP SP  RNG SNG-
UBC733* 850 20 27 1 1 28 19
UBC181 1850 20 27 1 1 44 3
UBC681 1750 20 27 1 1 40 7
UBCB836 700 20 27 1 1 43 4
UBC858 1400 20 27 1 1 44 3
GA2 144 20 27 1 1 22 25
TA2* 175 20 27 1 1 29 18
TA72 256 20 27 1 1 21 26
TA146 161 20 27 1 1 21 26
1TS54 209 20 27 1 1 19 28

RP: Kontrol icin direncli (resistant) ebeveyn (paje
SP: Kontrol i¢in hassas (susceptible)) ebeveyrefgar
RNG: Direncli (resistant) Nohut Genotipi

SNG: Hassas (susceptible) Nohut Genotipi

+ : Cazaltilmig Grdndn varlg

- : Cogaltilmig Uriniin yoklgu

* : Markir yardimli secim icin uygun markir
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M CRP SP S R S R R

be

1857

1058
929

850

383

Sekil 4.1. UBC733 primeri kullanilarak nohut genotiplering BNA'nin ¢ogaltimi
sonucu elde edilen genomik parmak izleri. M. Marlkir Kontrol, R: Antraknoza
direncli nohut genotipi, S: Antraknoza hassas nogenotipi, RP: Antraknoza
direncli ebeveyn hatfFLIP 84-92C (3), SP: Antraknoza hassas ebeveyn hattl
(P1599072).
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MRP SPC S R S R RR SR R R S R M

383

be

1857
1750
1058

929

383

Sekil 4.2. UBC681 primeri kullanilarak nohut genotiplerindetN&nin gogaltimi
sonucu elde edilen genomik parmak izleri. M. Marikir Kontrol, R: Antraknoza
direncli nohut genotipi, S: Antraknoza hassas nogenotipi, RP: Antraknoza
direncli ebeveyn hatfFLIP 84-92C (3), SP: Antraknoza hassas ebeveyn hatti
(P1599072).
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M RPSP S S § S§ § § S S R RR R RR R C R RM
be
1857

1750

1058
929

383

Sekil 4.3. UBC681 primeri kullanilarak nohut genotiplerinde™NAnin ¢ogaltimi sonucu
elde edilen genomik parmak izlerinin %2’lik agarfglde gozlenmesi. M. Markir, C.
Kontrol, R: Antraknoza direngli nohut genotipi, Sntraknoza hassas nohut genotipi, RP:
Antraknoza direncli ebenveyn hatELIP 84-92C (3), SP: Antraknoza hassas ebeveyn hatti
(P1599072).
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be

1857

1058
929

700

383

Sekil 4.4.UBC836 (ISSR) primeri ile ggaltilmis nohut genotiplerinin %2’lik agaroz
jelde gozlenen genomik parmak izleri. M. Markir,Kantrol, R: Antraknoza direncli
nohut genotipi, S: Antraknoza hassas nohut genofRk. Antraknoza direncli

ebeveyn hatfiFLIP84-92C (3), SP. Antraknoza hassas ebeveyn hatti (Pl 599072).
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be

1857 &

1058
929

383

144 [N

Sekil 4.5.GA2 (STMS) primeri kullanilarak nohut genotipiné BNA'nin ¢ogaltimi
sonucu olgan Urdnlerin %2’lik agaroz jelde gézlenen genomaknpak izi profili.
M. Markir, C. Kontrol, R: Antraknoza direncli nohgenotipi, S: Antraknoza hassas

nohut genotipi, RP: Antraknoza direngli ebeveyntihfELIP 84-92C (3), SP:
Antraknoza hassas ebeveyn hatti (P1 599072).



70

be

1857

1058
929

383
175

Sekil 4.6. TA2 (STMS) primeri kullanilarak nohut genotipleginait DNA'nin
¢ogaltimi sonucu elde edilen genomik parmak izleri. Markir, C. Kontrol, R:
Antraknoza direncli nohut genotipi, S: Antraknozassas nohut genotipi, RP:
Antraknoza direncli ebeveyn hatfFLIP 84-92C (3), SP: Antraknoza hassas
ebeveyn hatti (P1 599072).
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b¢

1857

1058
929

383

209

Sekil 4.7. TS54 primeri kullanilarak nohut ailesine ait DNAin¢gzaltimi
sonucu elde edilen STMS bant profili. M. Markir, Kontrol, R: Antraknoza
direncli nohut genotipi, S: Antraknoza hassas ngeuiotipi, RP: Antraknoza
direncli ebeveyn hattjFLIP 84-92C (3), SP: Antraknoza hassas ebeveyn
hatti (Pl 599072).
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be

1857

1058
929

383

209

Sekil 4.8. TS54 primeri kullanilarak nohut bireylerine ait DMWn ¢ogaltimi sonucu elde
edilen ve %2'lik agaroz jelde gézlenen STMS genopdkmak izi (bant profili). M. Markir,
C. Kontrol, R: Antraknoza direncli nohut genotifi, Antraknoza hassas nohut genotipi, RP:
Antraknoza direncli ebeveyn hatELIP 84-92C (3), SP: Antraknoza hassas ebeveyn hatti
(P1599072).



M RP R R R R M SP S § S S S C R R R R M

be

1857

1058
929

383 -
209 S ‘--- - ‘--

Sekil 4.9. TS54 primeri kullanilarak nohut ailesine ait DNAincgzaltimi sonucu elde edilen STMS bant profili. M. Miay C.
Kontrol, R: Antraknoza direncli nohut genotipi, Antraknoza hassas nohut genotipi, RP: Antraknorandii ebeveyn hatti
[FLIP 84-92C (3), Antraknoza hassas ebeveyn hatti (Pl 599072).
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5. TARTISMALAR

5.1. DNAIZOLASYON YONTEM iNiN BELIRLENMESI

DNA izolasyon yontemi, Doyle and Doyle tarafindah987) Onerilen
miniprep tekngi ve mikroprep tekrdi kullanilarak yapilmgtir. izole edilen genomik
DNA (Mayer et. al.,1997)'nin ve (Sambrook et al89) tanimladii protokol takip

edilerek polimeraz zincir reaksiyonu icin kullanild

5.2. UYGUN GENETIK MARKIRIN SEC iLMESi

Birbiriyle siki iligkili baklagillerin belirlenmesi, filogenetik durutinin
tayin edilmesi ve genetik BEanti haritalarinin veya DNA dizisinin belirlenmesi
yeni germplazmlarin elde edilmesi, hizli ve giuvettir sekilde elde edilebilen pek
cok polimorfik karakterleri gerektirir. Molekulerofimorfik DNA markirlari genetik
baglant haritalarinda etkin bigekilde kullaniimgtir (Lin et. al., 1996). Bununla
beraber bitki yettiricili ginde DNA markir sisteminin seg¢imi, proje konusuna,
populasyonun 6zefline, aratirilan tlrlerin genetik ¢gtlili gine, markir sisteminin
yetengine, analiz icin gerekli olan zamana ve maddi geretne bglidir. Aslinda
herbir markir sisteminin dsttn olgu ve zayif oldgu ozellikleri vardir. Bu ytzden

de her bir markir sisteminin yarargini kullanmadan belirlemek zordur.

Molektler markirlar, bitki genetinde gen haritalama ve markir yardimli
secim icin kullanilmaktadir. Ayrica molekiler matar kullanilarak genetik
Ozelliklerin diger turlere aktariimasi amaci ile molekiler temegienlerin
etiketlenmesi ve 6zel lokuslarin tanimlanmasi sereck 6nemlidir. Bunun igin
nohut genom haritasi 2000 yilinda tanimlagwa haritada direnc geni ile ilgili QTL
belirlenmstir. Fakat direnglilikle ilskili olup olmadgi bilinmemektedir. Kantitatif
Ozellikleri iceren QTL'deAscochyta blight’a direncle ilgili markirlar (RAPD, ISSR
ve STMS) dir (Tekeglu et. al., 2000).
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Bizim calsmamizda kullanggmiz markirlar bu nedenle son derece
onemlidir. CUnki deney sonuclarina gore 10 primer@ssi (UBC733 ve TA2)
dirence 6zgu markirlar olarak saptasimn Bunlar diren¢ genini etiketlemek (lokus
tayini yapmak) ve gen izolasyonu icin kullaniliref®y sonuclarina gére dirence
0zgl olmayan markirda ise, amplifikasyon reaksiganin elektroforez analizi
sonucunda hassas olan genotiplerde urin vepmédant gozlenmedi) gorulda.
Bunun nedeni bu primerin kalip DNA'da (cDNA) tamawicisi olduklari bolgenin

bulunmamasidir.

RAPD markirlar dominanttir. Ayni uzuria sahip olan DNA segmentleri
gibi RAPD markirlari tanimlamak zordur. Fakat, barkrlar genotiplerin genomik
haritalarinin cikarilmasi icin uygundur. Bitki veayvan islah camalarinda,
populasyon gendil calismalarinda DNA parmakizinin ¢ikariimasinda, genetipl
arasinda polimorfizmin tayin edilmesinde en etkd hizli bir metoddur. RAPD
markir iceren genetik haritalar, markir ggmlugundan dolayr RFLP veya PCR’a
dayali dger metodlara gére daha etkilidir. Hem RAPD hem d&1S markirlarin
kullanilmasi nohut genotiplerinde daha etkilidiAlRD ve STMS markirlari, nohut
yetistirilen alanlarda antraknoza surekli direng gosteraohut kulturlerinin
gelistiriimesi, secilmesi ve islah edilmesi icin sonek dnemlidir. Bununla beraber
RAPD’in tim bu Gstunluklerinin yaninda k&esilan bazi problemler de vardir.
Bunlarin bainda dominant allelik ekspresyon ve bununlgkili olarak lokus baina
iki allel oldugunun varsayilmasi gelir. Bu durumda alternatif yimtem RAPD
parcalarinin restriksiyon endonukleazlar ile mulemedilmesi ve cgtlili gin

arastinimasidir, bu yolla heterozigotlar belirlenehili

Bu yontemin guvenirliginin artirilabilmesi icin elektronik pipet kullanim
onemle tavsiye edilmektedir. DNA'nin hava ile temamimkin oldgunca
engellenmelidir. Primerlerin uygun bigekilde stok ve cajma preparatlari
hazirlanarak -20°C'de muhafaza edilmelidir. Bu yontemlerin uygulasma

tekrarlanabilir ve kaliteli sonuclar verecektir iggch and Reiseberg, 1996).
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Oldukca basit bir genoma sahip, diploid bir orgamzolan nohut
(C. arietinum L.) ailesine ait dol analizlerinin ¢ikarilmasi vetraknoza hassas ve
direncli genotipler arasindaki genetik polimorfizamh belirlenerek nohut genom
haritasinda dnceden tesbit edilen ve antraknozagligeni ile ilgkili olan molekiler
markirlarin direnclilge 6zgl markirlar olup olmaginin test edilmesi ve Turkiye
nohut genotiplerinde bu markirlarin vgrhin isbatlanmasi amaciyla yapilan bu
calisma, zaman ve maliyet acisindan elenlmasi, ¢cok kiicik miktarlardaki DNA

ile analizlerin yapilmasi acisindan da énemlidir.

Antraknoza hassas ve direncgli genotiplerin bu nmia yapilan
polimorfizm analizi sonuclart  ve markirlarin  dirdiige 6zgulliEinin
tanimlanmasinin ginarak hastata direncli genin izolasyonuna basamakkile
ederek markir yardimh secimde yani invitrosibbarda materyalin herhangi bir
patojenle enfekte edilmesine gerek kalmaksizinngliegin tarla sartlarinda uzak
olarak en kisa zamanda ve gkl olarak test edilerek tohumluk Gretim
programlarini kombine edip gen bankalarinin stduulmasinin amaclangh bu
calismada Ozel bir donanima veya 6n deneylere ihtiyagndiyan ve oldukcga basit
olan agaroz jel elektroforezi kullanilarakshali sonuclar elde edildi.

5.3. RAPD, ISSR VE STMS MARKIR SONUGCLARININ
DEGERLENDIRILMES]

UBC733 RAPD markiri harita populasyonunun dayarekkveyni ile hassas
ebeveynini 850 bp’lik bant farki ile ayirir. Aygekilde TA2 STMS markiri harita
populasyonunun dayanikli ebeveyni ile hassas eloeve¥75 bp’lik bant farki ile
ayirir. Bu nedenle UBC733 ve TA2 markirlan kullafichiz 2 ebeveyn hatti ve
onlarin dolleri dgindaki genotiplerde de ayni ayiricl reaksiyonu @i icin
hassas ve dayanikli nohut genotiplerinin seleksigda kullaniimasi uygun

goralmdstar.
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Bu markirlar dayanikh@a cevap vergh igin invitro sartlarda dayanikli ve
hassas olan genotipin test edilip seciminde fayaddicaktir. BOylece tarlada
dayanikli olan tipleri invitrosartlarda elimizdeki DNA markirlarini kullanarak
tarladaki dayanikhfiin laboratuvar kgullarinda da kanitlanmasi @anacaktir.
Boylece nohutta antraknoza dayanikgitgelistirme de zaman kazanmak ve mevcut
dayaniklilgl istenen genotiplere etkigekilde aktarmak agarmanin sonuclari
olacaktir. Cakmadan cikarilan sonuclara goére; RAPD teknolojisitraknoza
direncli nohut gelitirmek ve nohut i1slahi pgpamlarinda faydal olmaktadir. Ayrica
molekiler markirlar birden fazla geni istenen bengtipte toplamak icin yapilacak
gen piramidi olgtururken de kullanitir. RAPD ve STMS markirlari, hub
germplazminda veAscochyta blight'a direncli 1slah materyallerinin seciminde

kolaylik salar.

Bizim kullandgimiz markirlar sayesinde nohut Ureticileri ya dihegilar
hastalga direncli olan bdlgenin secimini guven altina a&lmolurlar. Bu nedenle
mevcut markirlar tohum germinasyonu oncelikli okafaliar enfeksiyona direnci
ortaya cikarmak igin potansiyel gturur. Cunku tarla da ayni dzellikleri gbsteren
nohutlar gerek morfolojik gerekse filogenetik amdayirmak cok zordur. Bu
markirlar, gelecekte islah gi@mlarinda markir yardimli secim vasitasiyla ditienc
germplazmlarin ayrimi icin faydali olacaktir. Béggedirenc geninin klonlanmasina,
gen haritasinin ¢ikarilmasina da bir basamak ol@taih edilecektir. Ayrica ¢gima
sonuglarina gore; RAPD markirlarla gatiak ve analiz yapmanin STMS markirlari
ile calsmaktan daha kolay, ekonomik ve tercih edilebilidugu kanitlanmgtir.
Nohutta Ascochyta blight'a diren¢ geni ile direkitskili olarak UBC733 RAPD
markir ile TA2 adli STMS markiri direnclge 6zgt markirlar olarak bulunstur.
Bu markirlar marker-assisted selection (MAS) amacigullanilabilir. Markir
vasitasiyla antraknoza direngli ve hassas olantif@n@mnimlamak i¢cin materyali
inoklle etmeye gerek kalmaksizin secim kofylsglanir. Eger direncli olan
germplasmda bant gbzlenmiyorsa primer diren¢ dgendasrudan ilgkili olmadigi
icin MAS’de kullanilamaz. Elde edilen sonuclarda diger 8 markir direnclilie
0zgu markir olmagh icin direnglilik tayininde kullaniimayacaktir. Tkiye nohut
genotiplerinde bu markirlarin  vatinin gosterilmesi bundan sonraki islah
calismalarinda dayanikhlik genlerinin takibini ve iseeangenotiplere aktariimasini

kolaylastiracaktir. Antraknoza dayanikiih kontrol eden genlerin nohut genom
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haritasinda yerlerinin belirlenmesi, genlerin izylanu icin gerekli ilk gamanin
asllmasi anlamina gelmektedir. Ayrica molekiler mdakibirden fazla geni istenen
bir genotipte toplamak icin yapilacak gen piranallisturulurken de kullanihrlar.

Bu calgmalar islahcilara dayanikl gegelistirmek ve bitkide patojene 6zgu direng

karakterinin belirlenmesinde patologlara yardimmaktadir.

Yapilan calmada antraknoza direncli ve hassas genotiplerdekiylbri
iceren nohut ailesininG; arietinum L.) RAPD, ISSR ve STMS markirlari ile dol
analizlerinin cikarilmasi ve antraknoz hagala kagl direncli ve hassas nohut
genotiplerinin  nohut genom haritasina ghaolarak bu markirlarla ifkisinin
tanimlanarak genotipler arasindaki genetik polimzarferin  belirlenmesi
amaclanmgtir. Bu amagla uzunluklari 10 veya daha fazla ba@siada dgisen ve
antraknoza direnc geni ile gkili oldugu belirlenmg olan 10 farkli oligonukleotid
primer kullaniimgtir. CUnki bu primerlerin antraknoza direngiilitayin etmede
direkt etkili olup olmadiini test ederek markir yardiml segimde kullanl&dssini
belirterek, bu markirlarin direncgli gen izolasyodarfaydali olabilecani kanitlamak
amaclanmgtir. Ancak kullanilan bu 10 primerin 8 tanesi ilgBC181, UBC681,
UBC836, UBC858, TA72, TS54, GA2, TA146) vyapilan difii@syon
reaksiyonlarinin, elektroforez analizi sonucundaemtli genotiplerle direncli
ebeveyn hatlarinin ayni 6zgilli tastyan ve direnclilge 6zgu polimorfik bantlar
olusturmadgl gozlendi. Bunun sebebinin, nukleotid dizisi rastgsecilm§ olan bu
primerlerin kalijp DNA’'da tamamlayicisi olduklari rhangi bir bélgenin
bulunmamasindan veya dire¢li gen ile ayni lokustdmamasindan
kaynaklanmaktadir. Fakatgdr 2 (UBC733, TA2) primer direnclie 6zgu primer
olarak tanimlanmtir. ClnkU antraknoza direncgli olan ebeveyn hatileridirencli
nohut genotipleri ayni bant profili gosterirken,skas ebeveyn hatlari ile hassas
nohut genotipleri de ayni bant profilini gostegharidir. Direncli ¢ait ve hatlar kendi
arasinda, hassas s¢e ve hatlarda kendi iclerinde homomorfik bantlar
olusturmuwslardir. Yiuksek oranda homomorfik bantlar bireyldpirbirlerine fenotipik
ve genotipik karakterler bakimindan benzerliklerireteromorfik bantlar ise bireyler

arasindaki polimorfizmleri tayin etmede kullanilabektedir.
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Amplifikasyon Grind veren 2 primerin ortaya kogdubantlar incelenirken
Ozellikle direnclilikle ilgili olabilecek bantlarinvarligi arsgtirildi. Bu argtirma
sirasinda aranilan 6zellik; sadece antraknoza girebeveyn olan FLIP 84-92C(3)
de ve antraknoza direncli nohut genotiplerinde gdeh ya da bunun tam tersi olarak
sadece antraknoza hassas ebeveyn hatti olan PT5380 ve antraknoza hassas
nohut genotiplerinde gozlenen bir bantin bulunndisiyCinkut, direncli 6zellik
gosteren bireylerde bdyle bir bandin vatlibu bandin nohut antraknoz hasiada
karsi direncin sglanmasi ile ilgili olabilecginin, hassas 6zellik gosteren bireylerde
bdyle bir bandin var§i ise bu bandin antraknoza hassasiyete sebepedeaiiin bir
gostergesi olabilir. Yaptimiz calgmada bu tarife uygun olan iki farkli markir
bulundu. Bunlardan birisi UBC733 denilen 850 batfti ¢b¢) uzunlgunda olan
RAPD markiri (GGGAAGGGAG) 10 bazdan ibarettir.gbri ise, 175 baz cifti
uzunlyggunda TA2 denilen ve 10 bazdan fazla olan STMS malki Antraknoza
direncli nohut genotiplerinde ve direngli ebeveymtlérinda bulunan fakat,
antraknoza hassas bireylerin hicbirinde bulunmay&@MS icin ise direncli
ebeveynlerle direncli genotipler ayni lokusta, laasslanlarda hassas bireylerle ayni
bant hizasinda dizilim goésterdikleri icin bu mal&rm direnclilikle ilgili oldugu
dUstnidlmektedir.

Yapilan amplifikasyonlar sonucunda elde edilen vieerglilikle ilgili
olabilecggi dustnulen markirlarin dinda dger markirlar bazi bireylerde “non-
parental” bantlar meydana getirirler bu bantlambebi yeni bglanma bolgelerinin
olusmasi, mutasyon sonucunda meydana gelen nikleatidi diesisimleri veya
RAPD, ISSR ve STMS'’in dgasindan kaynaklanan hatalar olabilir. Molekiler
biyoloji alanindaki son galimelerle direncli geni etiketleme ve haritalama
calismalar hiz kazanrgtir. Markir yardimli secimin 6énemi ¢ok sayida ufizerinde
gosterilmitir.  Ozellikle ekonomik olarak ©6nemli karakterleciri markirlarin
kullaniimasi ilk olarak fasulyede tanimlargtm. Ayrica sguk mevsimlerde yegen
baklagillerin genetik b#anti haritalarinin olgmasi, genlerin haritalanmasi ve
antraknoz gibi biyotik stres faktdrlerine kadirencin tanimlanarak diren¢ geninin
molekiler markirlarla etiketlenerek gen izolasyamurs&lanmasi ileride yapilacak

hedefler olarak saptanmaktadir.
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Bizim kullandgimiz markirlar, harita populasyonunda antraknozandgii
gene en yakin ve gen ileshili olan markirlardir. Nohutta ¢ok sayida morfaloj
mutantlar tanimlanmtir (Muehlbauer and Singh, 1997). Fakat onlarinkmaolarak
kullanim alanlar ¢cok sinirlidir. Ticari 6nemi ol&itkilerden fasulye Rea)ve bakla

da (Faba bean) 6nemli karakterlerin etiketlenmesinde markirlaH&niimistir.
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6. SONUCLAR

Ascochyta blight (Nohut antraknozu) denilen hasga kagl hassas ve
direngli olan 47 nohut genotipi ile harita populasynun hassas ve direncli 2
ebeveyni ile birlikte 49 nohut genotipinin genc¢ kadarindan genomik DNA
izolasyonu yapildi. Elde edilen DNA’larda yapilapektrofotometrik olcimler ve
kalite jeli uygulamalari sonucunda hem saflik oda@m de miktar yoninden PCR’a
dayali tekniklerden olan RAPD; ISSR ve STMS analzlicin uygun oldgu

saptandi.

Calsmamizda, nohut genom haritasinda antraknoza digamgne bal
oldugu belirtilen 3 RAPD, 2 ISSR ve 5 STMS markiri olmagere 10 farkli markir
kullanildi. Herbir genotip icin uygulanan RAPD, IBSve STMS yontemleri ile
mevcut bireylere ait DNA parmakizleri cikarildi. &€l edilen markir sonuclari
kullanilarak genotipler arasindaki genetik polinmorf tesbit edildi. Buna gore,
antraknoza dayaniklilik genine ghaoldugu bilinen UBC733 adli RAPD markiri,
harita populasyonunun dayanikli ebeveyni ile hasbaseynini 850 bp’lik bant farki
ile ayirir. Ayrica, UBC733 markiri bu iki ebeveyh399072 (hassas)

FLIP 84-92C(3) (direncli) ve onlarin dolleristndaki genotiplerde de ayni ayirici
reaksiyonu gostermtir. Boylece bu markirin hassas ve dayanikl g@bertin

seleksiyonunda kullaniimasi uygun goruktiii. CUnkd bu markir dirence 06zgu
lokus spesifik bantlar olturdusu icin direnclilerde gorilen bantlar hassas olan

bireylerde g6zlenmertir.

TA2 STMS markirnda, dayanikli ebeveyn ile hassasvepnini 175 bp’lik
bant farki ile ayirmaktadir. Clunku, direncli ebeweye direncli nohut genotipleri
hizasinda gorilen bant ile hassas ebeveyn ve hasdag genotipleri hizasinda
gorulen bant profilleri farklidir. Direncli olan getiplerde ayni hizada homomorfik
bantlar ve hassas olan genotiplerde de kendi mgeriayni hizada bant profili

(polimorfik olmayan bantlar) elde edildi.
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Calismada kullanilan 10 farkl primerden sadece 2 tamesfUBC733 ve
TA2) markir yadiml segimde kullanilabilegesonucuna varilngtir. Turkiye nohut
genotiplerinde bu markirlarin vaginin gosterilmesi ve nohut genom haritasinda bu
iki markirin antraknoza diren¢ genine gha olabilecegsi veya genin iginde
bulunabilecgi sonucunun elde edilmesiyle bundan sonraki islahsmalarinda
dayaniklilik genlerinin takibi ve istenilen gendépe aktarimi kolaykanis olacaktir.
Antraknoza dayaniklgn kontrol eden genlerin nohut genom haritasi Uzerin
yerlerinin molekuler markirlarla belirlenmesi gemteizolasyonu icin gerekli ilk

asamanin gecilmesi anlamina gelmektedir.

Nohutta antraknoza dayaniklisgegelistirmede zaman kazanmak ve mevcut
dayaniklilgl istenen genotiplere daha etkyekilde aktarmak agirmanin ilk
sonugclari olacaktir. Bu konuda potansiyel yaraddam nohut islahcilari, dayanikhlik
Islahi aratiricilar ve akademik ¢aima cevreleri olacaktir. Bu ¢analar, i1slahcilara
dayanikli ceit gelistirmede yardimci olmaktadir. Ayrica, molekiler méek birden
fazla geni istenen bir genotipte toplamak icin legak gen piramidi
olusturulmasinda ve agronomik éneme sahip genlerintgeitalarina bg olarak
izole edilmesinde, boéyle izole edilen genlerin eddildikleri tir dginda dger

organizmalara da aktariimasinda kullantlirlar.

Markir yardimli sec¢im vasitasiyla nohut hastalikiar tUstesinden gelmek
muamkunduar. Molektler markirlar bitki genom analizgin  6nemli  bilgiler
sazlamaktadir. Ilgili markir, direng genini tanir, ve ayni lokustikus spesifik
dominant fragmentler ofturur, yani dirence 6zgu bantlar elw. PCR reaksiyonlari,

hastalga direncli olan gen ile gkili markirlari tayin etmek icin de kullaniimaktadi

Kisaca Ozetlemek gerekirse; UBC733 ve TA2 markir@rencli nohut
genotiplerindeAscochyta blght'a direnc ile ilgkili fragmentler olgtururken ayni
markirlar hassas nohut genotiplerinde dirence OZggndlar (fragmentler)
olusturmazlar. UBC733 adli RAPD markiri, antraknozwirteicinde 6nemli bilgiler
saglar. Bu markir,Ascochyta blght'a diren¢ genine ger RAPD markirlardan daha

yakin oldgu icin direncli nohut bireylerinin seleksiyonunarganci olmaktadir.
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Bu markirlar, haritaya k@ olarak direncli genin klonlanmasi ve gelecekteki
Islah pr@ramlarinda markir yardimli sec¢im sayesinde direrggrmplazmlarin
ayrilmasinda da etkili olarak kullanilacaktir. Gada bu bglamda da bundan sonraki

molekdler biyojik camalara 6énculiik edecektir.
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EKLER

EK 1. DNA izolasyonunda ve molekiler markir analizhde

kullanilan Ekstraksiyon Buffer bile senleri

DNA izolasyonu igin 100 ml'lik ekstraksiyon buffeazirlamak igin,

100 mM Tris, pH 8.0

1.4 M NacCl

2 mM EDTA

karisimi hazirlanir. Sonra %2’lik CTAB (hexadecyl tri-thgl-ammonium bromide)
dan 2 gram alinarak 58 ml HPLC,®fda ¢oziilir. Onceden hazirlanyrkarisima
yava yava ilave edilir. Buffer kagimi otoklavda 30 dakika steril edildikten sonra

kullanilir.

EK 1.1. Nuklei Lizis Buffer

1 M Tris-HCI, pH 8.0 200 ml
0.5 M EDTA, pH 8.0 100 mi
5 M NacCl 400 ml
CTAB 209

HPLC HO 300 ml

Karisim otoklavda 30 dakika steril edildikten sonra &allir.
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EK 1.2. DNA Ekstraksiyon Buffer (minigram)

Sorbitol 63.77 g
Tris 12.10g
EDTA 1.689
HPLC HO 1 litre

Karisim pH 7.5 olmali, kasimda kahverengilene olmamasi icin 3.802 g/l

NaBisilfite eklenir

EK 1.3. TE Buffer pH 7.5

1 M Tris-HCI, pH 7.0 10 mi
5M EDTA 2ml
HPLC HO 1 litre

Karisim 30 dakika otoklavda steril edilir.

EK 1.4. 5XTBE Buffer

Tris Base 54 ¢
Boric Acid 275¢g
0.5 M EDTA 20 ml
HPLC HO 1 litre

Karisimi deney ortaminda kullanmak icin 1XTBE hazirlanir
EK 1.4.1. 1XTBE Buffer
HPLC HO 800 ml

SXTBE 200 m|

Reaksiyonlarda direkt olarak kullanilir.
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EK 1.5. %5’ lik Sarkosyl Hazirlama
Sarkosyl (N-lauryl-sarcosine) 509
HPLC H,O 1 litre

EK 1.6. EDTA Hazirlama
EDTA 186.1 g
HPLC H,0O 1 litre

EK 1.7. NaCl (Sodyum Klorid) Hazirlama
NacCl 146.1 ¢
HPLC HO 1 litre

EK 1.8. Chloroform/Isoamyl Alcohol (24:1) Hazirlama
Isoamyl alcohol 167 ml

Chloroform 4 litre

EK 1.9. Blue Juice Hazirlama
10 ml’lik buffer igin,

Bromophenol blue 25 mg
Ficoll-400 (%20) 15¢g
HPLC HO 10 ml

EK 1.10. Ethidium-bromide sollisyonu
EtBr (10 mg/ml) 25 ul
HPLC H,O 500 m

Karisim kanserojen oldiu icin mutlak surette eldiven giyilmeli ve gaha ceker

ocakta yapilmalidir.

EK 2. 10XNukes Hazirlama
dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) nukleotidler 9.6 nRILC HO ile karstirilarak
vortekslenir. Sonra herbiri 1.5 ml olarak mikroti@ konularak muhafaza edilir.
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EK 3. RNase Hazirlama

10 mM Tris-HCI, pH 7.5 50ml
5 M NacCl 15 pl
HPLC H,0 5 pl
RNase 50 mg

EK 4. Markir Hazirlama

TE buffer, pH 7.5 1.5 mi
DNA stok, (Bst-N1) 100 pl
Blue juice 400 pl

Karisimin bulundgu mikrottp etiketlenir ve 10 pl'lik markirdan 6 glllanihr. Bu

markirin yaklaik olarak 10 ul’si icerisinde 100 ng DNA bulunmatkia

EK 5. A Molekuler Markir Hazirlama

Lamda markir 30 ul
Blue juice 456 pl
TE 1.794 mi

Stok olarak hazirlanan kanmdan ¢cakma preparati hazirlanir.

EK 5.1. A Molekuler Markir (Cali sma preparati) Hazirlama

A DNA 29.4 pl
Blue juice 98 ul
TE buffer, pH 8.0 392 ul

EK 6. Jel Hazirlama

EK 6.1. Agaroz Jel Hazirlama (RAPD, ISSR, STMS)
IXTBE 150 ml
Seakem agarose 15¢

Nusieve agarose 15¢g
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EK 6.2. Agaroz Jel (%2

1XTBE 200 ml
Seakem agarose 29
Nusieve agarose 249

EK 6.3. Agaroz Jel (%l - Kalite jeli)
1IXTBE 100 ml

Seakem agarose 19

EK 7. Primer Hazirlama

Stok preparat icin,

Primer 20 pl
TE buffer 180 ul

Calisma preparati icin,
Stok primerden 20 pl
TE buffer, pH 7.5 180 pl

Calismada kullanilacak tum sarf malzemeler, PCR urunerizole edilen genomik
DNA’lar +4 °C ve -20°C’de muhafaza edilmelidir.
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