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1994 tarihinde TAEK-SANAEM’de baslatilan nohut mutasyon 1slahi projesi ile; adaptasyon kabiliyeti
yiiksek, nadas alanlarinin azaltilmasina katkida bulunabilecek, soguga ve kuraga dayanikli, makineli
hasada uygun, verimi ve protein orani yiiksek, iri taneli, hastaliklara 6zellikle antraknoza ve zararlilara
dayanikli, kaliteli mutant nohut c¢esitlerinin gelistirilmesi hedeflenmistir. Bu proje sonucunda
gelistirilen ve 2006 yilinda tescil ettirilen TAEK-SAGEL mutant nohut c¢esidinin, farkl
lokasyonlarindan elde edilen verim, morfolojik ve kalite 6zellikleri belirlenmistir. Bunun yani sira
TAEK-SAGEL mutant cesidi ile birlikte iiretimde kullanilan Sar1 98, Kiismen, Canitez, ILC 482,
Gokge, Dwelly, Eser 87, Akgin, Er 99, Uzunlu 99, Kirmiz1 nohut gesitleri, Sagel 88, Ak 71114 ve
Gokge’den gelistirilen M, asamasindaki 2 mutant hattin molekiiler ayrimi i¢in PCR bazli SSR
isaretleyicileri kullanilarak bunlar arasindaki farklilik ve akrabalik seviyesi saptanmustir.

Anahtar Kelimeler: Nohut, Cicer arietinum L.,TAEK-Sagel, Mutasyon Islahi, Isinlama, SSR

YIELD, QUANTATIVE CHARACTERISTICS and MOLECULAR DETERMINATION of
MUTANT TAEK-SAGEL CULTIVAR

A mutation breeding programme was initiated at the Nuclear Agriculture Section of the Saraykoy
Nuclear Research and Training Center in 1994 by which good quaility chickpea mutants with higher
adaptation ability, have a contribution to decreasing fallowing land, tolerant to cold and drought,
increased machinery harvest type ability, high yielding and protein content, with large seeds, resistant
to diseases especially to antracnose and pest, higher yield are aimed to be improved. By the end of the
project, improved and officially registrated (2006) TAEK-SAGEL mutant type was examined in
different locations due to its yield, morphology and quality. Besides, for the molecular seperation of
chickpea types, which are breed together with TAEK-SAGEL, Sar1 98, Kiismen, Canitez, ILC 482,
Gokge, Dwelly, Eser 87, Akgin, Er 99, Uzunlu 99, Kirmizi Nohut, Sagel 88, Ak 71114 and two mutant
M4 lines developed from Gokge were determined in terms of diversity and relationship by PCR-based
SSR markers.
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1.GIRIS

Tirkiye baklagiller agisindan 6nemli gen merkezlerinden biridir ve nohut Tiirkiye i¢in 6nem arz eden
bir tlirdiir. Nohut’un en ¢ok bilinen 6zelligi insan ve hayvan beslenmesinde kullanilan 6nemli bitkisel
protein kaynagi olmasidir. Bununla beraber, geleneksel besin ¢esidimiz olan bugdaya gore nohut 2-3
kat daha fazla protein igerigine sahiptir. Bu tiirde yiiriitiilen 1slaha y6nelik ¢alismalarda klasik 1slah
programlarinin yani sira mutasyon 1slah1 da 6nemli bir diger yontem olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Mevcut gen havuzunun genigletilmesinde etkin bir yol olan mutasyon islahi ¢alismalarinin, bu
potansiyeli dikkate alinarak, tarafimizdan nohut i¢in yliriitiilen ¢aligma sonucunda gelistirilen mutant
nohut hattinin, farkli lokasyonlarda yiiriitiilen denemeler sonucunda; verim, morfolojik ve Kkalite
ozellikleri belirlenerek iistiin 6zellikleri ortaya konulmus ve 2006 yilinda TAEK-SAGEL nohut cesidi
olarak tescil edilmistir. Son 10 yillik siire i¢inde elde edilen yeni ¢esit ya da tiplerin farkliligini ortaya
koymak amaciyla PCR bazli isaretleme tekniklerinden (RAPD, SSR, AFLP, EST-SSR) yararlanilarak
molekiiler diizeyde ¢esitler ya da tipler arasi farklilik veya akrabalik diizeyleri belirlenmektedir [6, 7,
8, 9, 10]. Bu nedenle bu calismanin bir diger boliimiinde, mutant TAEK-SAGEL g¢esidinin diger
mevcut ¢esitler (Sar1 98, Kiismen, Canitez, ILC 482, Gokge, Dwelly, Eser 87, Ak¢in, Er 99, Uzunlu 99
ve Kirmizi nohut gesitleri ile Sagel 88, Ak 71114, Gokge’den gelistirilen M, asamasindaki 2 mutant
hat) ve baslangic materyali arasindaki farkliligin1 ve akrabalik diizeyini belirlemek amaciyla SSR
isaretleyicileri kullanilarak bunlar arasindaki ayrim molekiiler diizeyde saptanmustir.

2. MATERYAL VE YONTEM
Calismada baslangic materyali olarak ILC 482, AK 71114 ve AKCIN 91 nohut ¢esitleri
kullanilmustir. Tohumlar 13 Nisan 1994 tarihinde Kobalt-60 (GOCO) kaynaginda 0, 50, 100, 150, 200,
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250, 300, 350 ve 400 Gy'lik dozlarda ismlanmustir [1]. Tescil ¢alismalar1t Tarim ve Koyisleri
Bakanligi, Koruma Kontrol Genel Midirliigii, Tohumluk Tescil ve Sertifikasyon Merkezi
Midiirliigi’nce yapilmistir. Denemelerde daha oOnceki yillarda tescil edilen 4 standart cesit
kullanilmis ve denemeler 2004-2005 yillar1 arasinda, Ankara, Esenboga, Haymana, Konya ve
Eskisehir lokasyonlarinda tesadif parselleri deneme desenine gore 3 tekerriirlii olarak kurulmustur.
Molekiiler diizeyde ise elde edilen mutantlar ve diger standart ¢esitler arasindaki ayrimi belirlemek
amaciyla SSR isaretleyicileri kullanilmigtir. Bu amagla her gesit ve mutant i¢in 4 tekerriirlii olarak
her saksiya 5 adet tohum ekilmistir. Elde edilen bitkilerden dorder adet yaprak ornegi alinarak
bunlardan DNA ekstraksiyonu Varma et al [4]’e gore yapilmistir. Nohut yapraklarinda bulunan
polisakkaritler nedeniyle ortaya cikan jelimsi DNA yapisindan dolayr yontem Chakraborti et al.
[51in protokoliinden de yararlanilarak modifiye edilmistir. Molekiiler diizeyde ¢esitliligin
belirlenebilmesi amaciyla 30 adet SSR [8] isaretleyicisi se¢ilerek kullanilmustir (Cizelge 2.1). Uygun
PCR kokteyli ve profili de [8] kendi sartlarimiza adapte edilmis ve PCR profili olarak 94°C 3 dk, 35
dongii i¢in 94°C 20 sn, 50°C 30 sn ve 65°C 50 sn, ve 72°C 5 dakikalik bir program uygulanmustir.
PCR karigiminin bilesenleri ise Lichtenzveig et al. [8]’dan 15 pl’lik reaksiyon i¢in modifiye
edilmistir. Elde edilen PCR iiriinleri %4 agaroz jelde 90-120 Volt’ta yiiriitilmiis ve etidium bromide
ile boyanarak, UV transliiminatérde goriintiilenerek skorlanmigtir. Skorlama sonrasinda elde edilen
veriler NTSYS-2.2j paket programi kullanilarak degerlendirilmistir.

Cizelge 2.1. Calismada kullanilan primerler ve sekanslari [8]

Primer Primer Primer

Kodu Sekanslar Kodu Sekanslar Kodu Sekanslar

1 H1A06 TGGATAATTGTAGGGTAAGAAATGC 11 H3D09 GGCAAAATCTCTCCATAAGAGG 21 H1B09 GGTTTCATGACCTGCACCTA
TGTGTAATTTAAGTGTGGGGGTATT CACACTTTAGCACAATGCAGAA AAGAACCGAAAACACTTGTGA

2 H1A12 CGAGCCTCACTTAACCATTG 12 H3G06 AATTCAAGGACGAATTTTTATAACG 22 H1E12 TGACATTTGACGTTTGTGCT
CGATGTATAACTCGATTTTTCTTTT GGAAGGAAAAATGAATTAAAAATGA ACCCCAATAGCGAATTTGAC

3 H1F14 GAGAGAGAGGAAGGGAAACG 13 H4A04 GCAAATTCTCACCATTTCTTTTT 23 H1H11 TGATTTTTGCTGGAATCAAT
TCCTAACTTGCTCCTTAACCTTG TGTTTTGACGAATGAGAAGTAAAGA TCAACCAGACAAAATCTACCTGA

4 H1G16 GTTTGCTTTCAACACCGAGA 14 H4G05 TGCTAAACTATCTTCTGACCTTTTTG 24 H1120 CCGTCAACAATGGCATACAT
CCCATGAAGGCCTGAATTAT AAAAATGCTATTACTGGATAAACACAA TCAACCATTTCTTCCTTCCTTT

5 H1H07 CATCAAATAATGATGTGCTTGC 15 H4G08 AAATGAAAAATGGGGTTAGGAA 25 H2A04 GATTTTCTTGAAAACAACATATAGTCA
AAATTGTTGATTTTAACTAACCAAGA CGTTCTTTGACTTGAAGGATTT VTGTGTTGGAGGTTTGTTGA

6 H1010 TGGTTTTTCCAAGAATGCAA 16 H4HO07 TCTTTACGTATTTTTACTTTGATTCTCA 26 H2J04 GGTGATGTGATAAATTTGTGATGA
TTTTGGATGATGAATAAAGGAA CTGAAAACACTTGTGATTGTTAAAAG GCCTATGGTACTCCATTAAGACCT

7 H1P17 TGCCTCCCACTTACATTAGG 17 H5D02 TCAATTTAACTTGGCCCACTAAC 27 H4F09 TCATCGACTGTATTGAGGAAAAA
TTGCACGAAGACCATTAGAA AAGGTTTGTTGGTGTGAAGAACT GCACCTTCAGTTTGAATTGTGT

8 H1K18 GTATGAGCCACAAGCTCCAA 18 HS5E05 AAAAAGCTCCTAGAGAGGGAGAG 28 H4H06 CACAACAGCTCCAACAGATTG
CAAACAAAACAGAGGATGTTGA AATGATATCTTTTTAAAACCAGAAGG ATGTGCAACTTCAACCACCTAT

9 H2120 TGTTTTGCTCATCTGTTAAATCAA 19 H6B11 AGCTCTCCATATCTGAGGCTTT 29 H4A09 ATTACAGAGCAAATGACCCTCA
AGCATGCCTCTGATGAATAGTAAC TCACTGTATCGGAGTTCTACTGC TAATACTCCTCCCATTCCCAAA

10 H3B04 TGTTTCCTGATGTTGAGAAACTC 20 H6D02 CTTCCGAATATGGACTTGGTTT 30 H1001 GCCGTTCTGCCATAAGATT
TATTTTATGATATCCGCGGTGAC CATAAATCTAAGTTACGGGTCTGGT AGCCCGTAAGTGGTATCCAA

3. SONUCLAR VE TARTISMA

3.1. Tescil denemeleri

Tarim ve Kdyisleri Bakanligi, Koruma Kontrol Genel Miidiirliigii, Tohumluk Tescil ve Sertifikasyon
Merkezi Midiirligiince 2 yil (2004-2005) siire ile Ankara, Konya ve Eskisehir lokasyonlarinda
yapilan tescil denemeleri sonucunda (Cizelge 3.1.1), TAEK-SAGEL ve TAEK-SAGEL-10 mutant
hattinin ortalama verimi 186 kg/da olarak belirlenmistir. TAEK Sagel mutant hattinin yapilan kalite
analizleri sonucunda, protein oran1 %23.2, kuru agirhig1 41 g, yas agirligi 85 g, su alma kapasitesi 45
g/tohum, su alma indeksi %1.15, kuru hacim 81 ml, sisme kapasitesi 0.47 ml/tohum, sisme indeksi
%2.52 ve pisme siiresi 37 dakika olarak belirlenmistir (Cizelge 3.1.2). TAEK-SAGEL mutant hattinin
farkli lokasyonlarda, 171.2 kg verim degeri ile en diisiik hata kareler ortalamasina sahip en stabil gesit
oldugu ve her kosulda en yiiksek verim kapasitesine sahip oldugu belirlenmis ve TAEK-SAGEL ad1
ile 12 Nisan 2006 tarihinde TAEK adina tescil edilmis ve 12 Agustos 2006 tarihli ve 26257 sayili
Resmi Gazete de yayinlanarak milli gesit listesinde yerini almig ve Tiirk tariminin hizmetine
sunulmustur

Cizelge 3.1.1. Nohut Tescil Denemeleri Verim Sonuglari (2004-2005)

Cesit/Hat Ankara | Esenboga | Haymana | Konya Eskisehir Verim
2004 2005 2005 2004 2005 2004 2005 kg/da
TAEK SAGEL 2133 196,7 204,6 166,9 154,9 212,2 154,5 186,7
TAEK SAGEL-10 | 200,6 194,7 2498 170,1 149,3 2133 125,2 186,2
AKN 291 157,4 157,4 197,3 145,8 108,4 167,6 94,9 147,0
Uzunlu 99 (st) 163,2 118,7 136,0 102,4 92,4 1634 108,1 126,3
Gokgee (st) 2134 199,0 168,2 167,7 125,6 1894 156,5 174,3
Akgin 91 (st) 179,2 173,1 275,9 137,8 1154 160,6 132,9 167,8
Canitez 87 (st) 200,2 159,3 203,9 89,2 115,8 183,3 159,7 158,8
F ** CV(%) | 10,7 LSD 93
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Cizelge 3.1.2. 2005 Y1ili Eskisehir Nohut Verim Denemesi Kalite Analizi Sonuglari

Cesit / Hat KA | YA |SAK S.A.I K.H ILH S.K Si |PS
@ | (9 (9/tane) | (%) (mh) | (ml) (g/tane) | (%) | (dak)
TAEK SAGEL 41 |85 0.45 1.15 81 178 0.47 252 | 37
TAEK SAGEL-10 |43 |90 0.47 1.13 82 181 0.49 253 | 48
AKN 291 46 |99 0.53 1.14 86 189 0.53 247 | 48
Uzunlu 99 (st) 43 |91 0.48 1.16 82 182 0.50 256 | 45
Gikge (st) 40 | 84 0.44 1.09 81 175 0.44 242 | 54
Akgin 91 (st) 44 |91 0.47 1.11 83 182 0.49 248 | 53
Camitez 87 (st) 47 | 97 0.50 1.04 86 185 0.49 2.36 | 55

K.A: Kuru Agirlik, Y.A: Yas Agirlik, S.A.K: Su Alma Kapasitesi, S.A.I: Su Alma Indeksi, K.H: Kuru Hacim, I.H: Islak
Hacim, S.I: Sisme Kapasitesi, S.I: Sisme Indeksi, P.S: Pisirme Siiresi

3.2. Molokiiler Karekterizasyon Calismalar

Molekiiler karakterizasyon c¢alismalarinda, toplam 30 SSR isaretleyicisi ile yapilan jel galigmalari
neticesinde; bu isaretleyicilerden 13 tanesinde polimorfik bantlanma izlenirken, 7 tanesinde verimli
sonug alinamamustir. Geriye kalan diger 10 adet isaretleyici ile galisilan 6rneklerde ise polimorfizm
tespit edilmemistir. Elde edilen bantlar 1-0 seklinde skorlanarak (Sekil 3.2.1), sonuglar agag analizleri
icin NTSYS-2.2j paket programi kullanilarak degerlendirilmistir. Agacin ¢izilmesinde korelasyon
katsayis1 Dice [11] metoduyla belirlenmis ve kiimelemenin verim oran1 Mantel [12] metodundan
yaralanilarak r = 0.83898 olarak hesaplanmistir. Bu deger, 6rnekler ile aga¢ arasindaki korelasyonu
belirtirken, istatistiksel olarak da iyi bir uyumun var oldugu seklinde ifade edilmistir [13]. Nohut
orneklerinden elde edilen dendrograma gore, ¢esitler 0.39'luk katsayi ile iki biiylik gruba ayrilmaktadir
(Sekil 3.2.2). Buna gore bir grup tek bir bireyle temsil edilirken (ILC 482), diger grup kalan tim
bireyleri kapsamaktadir. Ikinci grup da kendi arasinda 0.41 lik bir katsay: ile iki biiyiik gruba
ayrilmustir (Sekil 3.2.2). Ikinci grubun ilk grubu (2A), 0.66°lik bir benzerlik oram gdsterirken, ikinci
grup (2B) 0.57’lik bir benzerlik gostermektedir. Elde edilen dendogramda mutant TAEK-SAGEL
bireyi 2A grubunda yer alarak, SAGEL 88 ile tam benzerlik sergilemistir (Sekil 3.2.2). Yine 2A
grubunda bulunan Kirmizi Nohut, Sar1 98 ve Akgin’de tam benzerlik gostererek gruplandirmada yerini
almistir. Bu verilere gore her iki durumda da analize alinacak farkli ¢esit ve kullanilacak isaretleyici
sayisinin arttirilmasi ile daha detayli bir ayrim sonucuna ulasilabilecegi kanaati ¢aligma sonucunda
agirlik kazanmigtir. Bununla beraber, elde edilen dendrograma gore Kirmizi Nohut, Sar1 98 ve Akgin
cesitlerinin yiiksek oranda benzerlik sergiledigi ve aym benzerligin mutant TAEK-SAGEL ve SAGEL
88 i¢in de gegerli oldugu goriilmiistiir. Elde edilen verilere gore, mensei farkli olan ILC 482, analize
alman diger tiim nohutlardan ayrilmistir. Bunun yaninda farkli dozlarda iginlanmis Gokge ornekleri ile
1sinlanmamis Gokee arasinda genetik olarak mevcut olan farklilik yapilan analizler sonucunda ortaya
konulmustur. Sekil 3.2.1’den de izlendigi gibi her birinin ayr1 gruplarda yer aldigi belirlenmistir.
Bunun sonucunda, mutasyon ile elde edilen farklilik molekiiler diizeyde de teyit edilmistir. Ayrica
morfolojik 6zelliklerindeki benzerlikleri de g6z oniine alindiginda elde edilen gruplandirmalarin klasik
sistematikle de uyum gosterdigi saptanmistir. Yapilan bu ¢alisma ile, mutantlarin gerek baslangic
materyali ile gerekse diger ¢esitlerle olan farkliliginin belirlenmesinde molekiiler isaretleyicilerin etkin
bir sekilde kolaylikla ortaya konularak gelecege yonelik olarak planlanacak olan ¢alismalarda daha
fazla say1 ve farkli tipte olan isaretleyici kullaniminin daha detayli verilere ulasmamizi saglayacagi
belirlenmistir.

Sekil 3.2.1. H4A04 kodlu SSR primerine ait agaroz jelden elde edilen goriintii
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Sekil 3.2.2. Uretimde kullanilan nohut gesitleri ve mutant nohutlarin molekiiler seviyedeki
benzerlikleri ve gruplandirma seviyeleri
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