
 

 

ANKARA ÜNĠVERSĠTESĠ 

FEN BĠLĠMLERĠ ENSTĠTÜSÜ 

 

 

 

 

 

DOKTORA TEZĠ 

 

 

 

 

ORTA ANADOLU BÖLGESĠNE  AĠT BAZI  

KORUNGA (Onobrychis L.) GEN KAYNAKLARININ  

rDNA ITS BÖLGESĠ VE ISSRs MARKÖRLERĠNE DAYALI  

GENETĠK KARAKTERĠZASYONU 

 

 

 

 

 

 

Burcu PULLUK UĞUR 

 

 

 

 

 

 

 

BĠYOLOJĠ ANABĠLĠM DALI 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ANKARA 

2022 

 

 

 

Her hakkı saklıdır 



ii 

 

ÖZET 

Doktora Tezi 

ORTA ANADOLU BÖLGESĠNE AĠT BAZI KORUNGA (Onobrychis L.) GEN 

KAYNAKLARININ rDNA ITS BÖLGESĠ ve ISSRs MARKÖRLERĠNE DAYALI 

GENETĠK KARAKTERĠZASYONU 

 

Burcu PULLUK UĞUR 

 

Ankara Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Biyoloji Anabilim Dalı 

 

DanıĢman: Prof. Dr. E. Sümer ARAS 
 

Onobrychis L. (korunga) (Fam: Fabaceae), ülkemizde özellikle Orta ve Doğu 

Anadolu‟da yetiĢen ve farklı ekolojik bölgelere uyum sağlamıĢ önemli bir yem bitksidir. 

Onobrychis en önemli yem bitkilerinden biri olup, aynı zamanda farklı özellikte 

topraklarda yetiĢebilir ve kuraklığa dayanabilir. Bu çalıĢmanın bitki materyali, bir kısmı 

EskiĢehir Üniversitesi öğretim elemanlarından  Prof.Dr. Süleyman Avcı tarafından diğer 

kısmı ise TAGEM destekli olarak yürütülmüĢ olan„‟Orta Anadolu Bölgesinden 

Toplanan Korunga (Onobrychis L.) Bitkilerinin Karakterizasyonu‟‟ projesine ait olan 

32 adet Onobrychis popülasyonlarından oluĢmaktadır. ÇalıĢmada, Onobrychis 

popülasyonlarının nrDNA ITS dizilerine dayalı olarak çizilen filogenetik ağaçta  

(dendogram) tüm Onobrychis popülasyonlarını içerecek Ģekilde 2 ana gruba ayrılmıĢtır.  

Grup 1‟in 2 daldan  (A ve B) oluĢtuğu ve sadece Hymenobrychis ve Heliobrychis 

seksiyonarına ait 12 adet popülasyon  içerdiği tespit edilmiĢtir. Grup 2‟nin ise 3 daldan 

(C, D ve E) oluĢtuğu ve sadece Onobrychis seksiyonuna ait 20 adet popülasyon içerdiği 

görülmüĢtür. ISSR-PCR reaksiyonları sonucu elde edilen filogenetik ağaç sonuçlarına 

göre,  32 Onobrychis popülasyonunun iki ana gruba (Grup A ve Grup B)  ayrıldığı ve 

bunların benzerlik ayrılma noktalarının sırasıyla yaklaĢık olarak; %80, %82 olduğu 

tespit edilmiĢtir. Bu da bize nrDNA ITS-PCR reaksiyonu sonuçlarının, ISSR-PCR 

reaksiyonları sonuçlarına göre, Onobrychis popülasyonlarını ayırma gücünde çok daha 

baĢarılı olduğunu gösterebilmektedir. 

  

Bu tez çalıĢması,  korunga yem bitksinin genetik çeĢitliliği, popülasyon / bireyler arası 

ve popülasyon içi varyasyonu belirlemede imkan sağlaması anlamında ve de türün 

genetik yapısının ortaya çıkarak, biyoçeĢitliğinin geliĢtirilmesinde, bundan sonraki 

yapılacak olan çalıĢmalara da ıĢık tutma niteliği sağlamıĢtır.  
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Onobrychis L. (sainfoin) is an important forage plant that grows especially in Central 

and Eastern Anatolia in our country and has adapted to different ecological regions. The 

sainfoin is one of the most important forage crops, and it can also grow in soils with 

different characteristics and withstand drought. The plant material of this study consists 

of 32 sainfoin population, some of which was obtained from EskiĢehir University 

Faculty Member Prof. Dr. Süleyman Avcı and the other part belonging to the 

"Characterization of Sainfoin (Onobrychis L.) Plants Collected from the Central 

Anatolian Region" project, which was carried out with the support of TAGEM. In the 

study, the nrDNA of Onobrychis population was divided into 2 main groups, including 

all Onobrychis population, in the phylogenetic tree (dendogram) drawn based on ITS 

sequences. It was determined that Group 1 consisted of 2 branches (A and B) and 

contained only 12 taxa belonging to the Hymenobrychis and Heliobrychis sections. It 

was observed that Group 2 consisted of 3 branches (C, D and E) and contained 20 taxa 

belonging to only Onobrychis section. According to the phylogenetic tree results 

obtained as a result of ISSR-PCR reactions, 32 Onobrychis populatin are divided into 

two main groups (Group A and Group B), and their similarity separation points are 

approximately; It was determined that 80%, 82%. This can show us that the nrDNA 

ITS-PCR reaction results are much more successful in discriminating Onobrychis 

populations than the ISSR-PCR reactions results. 

 

This thesis study, has provided an opportunity to determine the genetic diversity, 

population/inter-individual and intra-population variation of the sainfoin forage plant, 

and also sheds light on the future studies in the development of biodiversity by 

revealing the genetic structure of the species. 

 

June 2022, 142 pages 

 

Key Words:  Sainfoin, Onobrychis L. rDNA ITS locus, ISSRs, molecular marker, 
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1. GĠRĠġ 

Otlak arazilerinden çoğunlukla engebeli alanlarda bulunan milyonlarca hektar toprağımız 

çeĢitli nedenlerle bitki örtüsünün çoğunu kaybederek erozyona için elveriĢli hale 

gelmiĢtir. Islah faaliyeti bitki örtüsünün aĢırı derecede seyrekleĢtiği alanlar için gerekli 

olup yukarıdan yapılacak tohumlama veya tekrardan ekim mariftiyle gerçekleĢtirilebilir. 

Bu durum da bakla ve buğdaygillerden bitkilerin kullanımını zorunlu kılmaktadır. Böyle 

sahalarda rahatlıkla kullanılabilecek baklagiller türünden, yem olarak kullanılan bir bitki 

olan korunga, iklim değiĢimlerine karĢı direçliliği ile diğer bitkilere karĢı üstündür.  

Ülkemizde de geçit bölgeleri ile Orta ve Doğu Anadolu‟da çoğunlukla ekilen yem 

bitkilerinden biri olan korunga ıslah uygulamaları için de en elveriĢli bitkilerdendir. 

Susuzluğun hüküm sürdüğü alanlarda yetiĢebildiği için, ekim için yapılan planlamalarda 

önemli bir yer tutar. Yonca ile mukayese edildiğinde sulanamayan topraklarda verimliliği 

daha yüksektir. (Açıkgöz, 2001). 

Baharda geliĢimiyle erkenci bir bitki olan korunga ile merada bulunan diğer bitkiler 

yeterli olgunluğa eriĢinceye hadar geçen süreç boyunca, hayvanların yem ihtiyaçlarının 

giderilmesinde son derece yararlı bir bitkidir. Lignin, sindirim için olumsuz etkisi olan 

bir maddedir ve korungada yoncaya göre daha az bulunmaktadir. Hazmı bakımından 

korunga, ĢiĢkinliğe sebep olmamasıyla çiftlikte yetiĢtirilen hayvanlar için çok uygundur.  

Humusun toprakta meydana gelmesi oldukça zor olup son derece değerli bir maddedir. 

Korunga toprakta bıraktıkları bakımından, olumsuz koĢularda bile topraktaki humus 

oranının artmasını sağlar. (Soya vd. 1997). 

Hayvan yemi ihtiyacının karĢılanması, ekilmeyen toprakların azaltılması, verimli tarım 

yapılabilmesi için özellikle Anadolu‟nun iç bölgelerinde korunga yetiĢtirilmesine önem 

verilmesi adeta bir zorunluluktur. Yem bitkileri göz önünde bulundurulduğunda 

ülkemizin çok güçlü bir doğal floraya sahip olduğu söylenebilir.  
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Kamunun AraĢtırma Enstitüleri ve Üniversitelerde böyle bitkilerden ıslahta 

yararlanılması imkanlarına bakılması maksadıyla son yıllarda önemli projeler söz 

konusudur ve böylelikle yeni çeĢitler oluĢturulabilmektedir.  

Ülkemiz için hayati bir önemi olduğuna inandığımız ve 1998 yılından itibaren kanunlarla 

da önemi vurgulanan Meraların ıslahı konusu  korunga üzerinde yapılacak çalıĢmalara 

özel bir anlam kazandırmaktadır. Anadolu‟da ki üretme potansiyelini dikkate alarak 

nitelikleri bakımından üstün ve verimliliğin artırıldığı sonuçlara ulaĢmak son derece 

önemlidir.  

Genotip tanımlama konusu özel genlere ait bilginin elde edilebilmesi için yapılması 

zorunlu faaliyetlerin temelini oluĢturmaktadır. Korunga yönünden bakıldığında ise 

akrabalık iliĢkileri ve genotip tanımı konularındaki çalıĢmaların, biyoteknoloji üzerinde 

görülen geliĢmelerle mukayesesi yapıldığında yetersiz kaldığını söyleyebiliriz. 

Neticesinde alınacak çıktılarla bu tezden korunga genomu üzerinde özel genlerin 

belirlenebilmesi iĢlerinde istifadeye edilebilir.  

1.1 Genel Bilgiler 

Yeryüzünde korunga cinsine ait bilinen 162 tür mevcuttur. Yeryüzünde yalnızca 

palearktik bölgede, özellikle de Anadolu‟nun güneyinden baĢlayıp Asyanın ortasına 

uzanan bir hat üzerinde yetiĢir. Avrupa‟nın batısından baĢlayıp kuzeyden Asya‟nın ortası 

ve Sibirya‟ya kadar uzanan hat üzerinde yetiĢtiği de bilinmekle birlikte bu cinse ait türler, 

özellikle coğrafyamızda yoğunlaĢmıĢtır (Aktoklu, 1995). 

1753 yılında Linnaus tarafından Onobrychis taksonları Hedysarum cinsi içersine 

konulmuĢtur. Miller (1754) ise ilk kez Onobrychis cinsini tanımlamıĢtır. Handel-

Mazzetti (1909, 1910) cins için ilk kez tür teĢhis anahtarı yapmıĢtır. Sirjaev (1925 ve 

1931) “Onobrychis Generis Revisio Critica” adlı eserinde taksonların diognastik 

özellikleri  ve yayılıĢı üzerinde durmuĢtur. Grossheim (1926, 1929) Kafkasya‟da 

bulunan Onobrychis ve Hymenobrychisseksiyonlarına ait Türkiye‟den yeni türler 
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tanımlamıĢtır. Hedge (1970),  "Flora of Turkey and the East Aegean Islands"da ve 46 

tür tanımlamıĢtır. Daha sonra Huber-Morath (1982), Kit-Tan ve Songer (1986), Duman 

ve Vural (1990) tarafından Türkiye için 7 yeni tür tanımlanmıĢtır.  Aktoklu (1995), 

Türkiye‟de 52 korunga türü (60 takson) olduğu bildirilmiĢtir. ġuan Türkiye‟ de 55 tür, 8 

alt tür ve 9 varyete tanımlanmıĢtır (https://www.bizimbitkiler.org.tr). 72 taksonun 33‟ü 

endemiktir. 

Adeta bir gen merkezi gibi olan, yüksek yayla bölgesiyle Doğu Anadolu‟da korunganın 

birçok farklı türü bulunmakta olup bitki,”koringa”  veya “görüngen,” ismiyle de 

bilinmektedir (Elçi 2005). 

Korunga soğuğa dayanıklı olan ve özellikleri itibarıyla değiĢkenlik gösteren ve birçok 

bitkinin yetiĢtrilmesi için olumsuz özellikleri olan topraklarda yetiĢebilen bir bitkidir 

(Elçi, 2005; Altın vd. 2005). 

6-7.5 arasındaki asit-bazlık derecesine sahip topraklarda en iyi verimliliğin alındığı 

bilinmekle birlikte (Sorkun, 1995) kayalıklarda, meĢeliklerde, nadasa bırakılmıĢ 

tarlalarda ve yol kenarlarından makiliklere kadar geniĢ tanımlı arazilerde 

yetiĢebilmektedir.(Sorkun, 2008).  

Türkiye‟nin doğusundaki illerin tamamına yakınında yetiĢmekle birlikte, Türkiye‟nin iç 

kesimlerinde de geniĢ bir alanda yetiĢtiği görülebilmektedir. Bununla beraber Tarım 

devlet adına birçok çiftlikte de üretiminin yapıldığı bilinmektedir (Elçi, 2005). 

Bu cinsin dikenli yarı-çalılı olanları da görülmekle birlikte çoğunlukla tek veya çok yıllık 

otsu yapıda görülmektedir. Ekseriyetle kıvrık bedenli, tüysüz veya basit tüylüdür. 

Kulakçıkları birleĢiktir veya serbest olabilir. Üsttekiler kısa saplı yahut nadiren de sapsız 

olmakla birlikte tabandakiler uzun saplıdır.  
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1.2 Onobrychis L. (Korunga) 

Aktoklu (1995) korungayı Ģöyle tanımlanmıĢtır: Bedeni çoğunlukla dipte odunlaĢmıĢtır 

ya da bedeninin yerin altındaki kısmı kalın, çoğunlukla kenarları kirpiklidir ve zarımsı 

tüysüz yada basit tüylü ekseriyetle kıvrık ve belirgin açık yeĢil çizgilidir. Yaprakçıklar 

tekli, üsttekiler kısa saplı ya da ender olarak sapsız, tabandakiler çoğunlukla uzun saplı, 

yaprakçılar, değiĢen tam kenarlı yuvarlaktan Ģeritsi-dikdörtgenimsiye kadardır.  

Çiçek durumu salkımı çağrıĢtıran çevreseldir.  Zarımsı ve kalıcı brakteleri, 2 adet 

brakteolleri, zarımsı, ipliksi ve ender olarak da çiçek sapı üzerinde ve çoğunlukla çanak 

yaprak tüpü üzerindedir.  Çanak yaprak diĢleri eĢit olmayan tüpün alt kısmı dıĢa doğru 

ĢiĢkin ve çoğunlukla aniden daralan mızrak biçimli ya da aniden daralan Ģeritsidir. 

Çoğunlukla koyu mor damarlı; pembe, sarı, leylak, krem ya da beyazdıri.  Ender olarak 

da uzundur, kulakçıklı ve saplıdır; kayıkçık bayrakçıktan kısa veya eĢit, ender olarak 

uzundur.  

Tohumlar 1(-2) adet, böbrek biçimli ya da dikdörtgenimsidir. Çoğunlukla biraz dairemsi, 

yumuĢak kılsı tüylü ya da tüysüzdür. Meyve 1 (-2) tohumlu, kuruyunca açılmayan, ortada 

iki sıra peteksi yüzeye sahip diskten ve çeĢitli geniĢlikteki çevre yapılarından oluĢur. 
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ġekil 1.1 Genel görünüm 

1.3 Tanımlama 

Miller, 1753 yılında Linnaeusile ilkkaynak bilgileri baĢlamakla birlikte ilk defa 

isimlendiren kiĢi Miller olmuĢtur.   

 Ġlk geniĢbilgi 1872 yılında Flora Orientalis adlı yapıtta verilmiĢtir. Ġlk tür teĢhis 

anahtarı, sonraki ilk ayrıntılı çalıĢmayı yapan Handel-Mazzetti‟nin çalıĢmasında yer 

almıĢtır. Sonrasında Sirjaev tarafından 1925 ve 1931 yıllarındaki çalıĢmasında, tanısal 

karakterlerden ve türlerin yayılıĢından bahsedilmiĢ ve kısa betimlemeleri yer almıĢtır  

(Parmaksız 2004).  

Ayrıca 1926-1929 yılları arasında Hymenobrychis ile Onobrychis üzerine geniĢ çaplı 

çalıĢmalar yapılmıĢtır. (Elçi, 2005). 
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1.4 Sınıflandırma ve Tanımlama 

Hedge (1970) cins altı taksonlarını ve tanı anahtarlarını aĢağıdaki gibi sıralamıĢtır.  

1. Onobrychis; meyve hemen hemen sapsız; çiçekler çoğunlukla pembe, ender 

olarak krem veya beyaz. 

 

2. Sisyrosema; meyve belirgin saplı; seyrek beyaz veya krem de görülmekle birlikte 

çiçeklerin rengi ekseriyetle sarı,  

 

Onobrychis; 

(Seksiyonları(S)) 

 

S.1. Dendobrychis; bitki yarı çalımsı, dikensi, çok yıllık,  

 

S.2. Lophobrychis; tek yıllık otsular,  

 

S.3. Onobrychis; çok yıllık otsular, meyvenin belirgin bir birleĢme yeri ve sapı yok. 

 

Sisyrosema ; 

 

S.4. Heliobrychis; nadiren tek yıllık, genellikle de çok yıllık otsular. 

 

S.5. Hymenobrychis; çok yıllık otsular. 

 

Türkiye‟de bulunan korunga cinsleri Aktoklu‟nun 1995 revizyonu esas alınarak, endemi 

durumları da belirtilerek tablo halinde aĢağıda sunulmuĢtur. 
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Çizelge 1.1 Türkiye‟de bulunan korunga türleri ve endemi durumları 

 

Sıra Onobrychis türleri  Endemik olma 

1 O. cornuta (L.) Desv. - 

2 O. aequidentata (Sibth. Et. Sm.) D‟urv. - 

3 O. caput-galli (L.) Lam. - 

4 O. crista-galli (L.) Lam. - 

5 O. altissima Grossh. - 

6 O. araxina Schischkin. + 

7 O. argaea Boiss. Et Ball. + 

8 O. armena Boiss. Et Ball. - 

9 O. beata Sirj. + 

10 O. carduchorum C. C. Townsend. - 

11 O. cilicica Kit Tan Et Sorger. + 

12 O. densijuga Hedge Et Hub-Mor. + 

13 O. elata Boiss. Et Ball. + 

14 O. fallax var.fallax Freyn Et Sint. + 

15 O. fallax var. longifolia Aktoklu var. nov. + 

16 O. germanicopolitana Hub-Mor. Et Simon + 

17 O. gracilis Besser. - 

18 O. hajastana Grossh. - 

19 O. halysensis Sirj. + 

20 O. kotschyana Fenzl. - 

21 O. lasiostachya Boiss. - 

22 O. lasistanica Sirj. + 

23 O. major (Boiss.) HandMazz. - 

24 O. megataphros Boiss. - 

25 O. montana DC. subsp. cadmea (Boiss.) P. W. Ball. - 

26 O. mutensis Kit Tan Et Sorger. + 

27 O. occulta Hedge Et HubMor. + 

28 O. oxyodonta Boiss. - 

29 O. paucijuga Boenm. + 

30 O. pisidica Boiss. + 
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Çizelge 1.1 Türkiye‟de bulunan korunga türleri ve endemi durumları (devam) 

 

 

31 O. podperae Sirj. + 

32 O. quadrijuga Hedge Et Hub-Mor. + 

33 O. shahpurensis Rrech. Fil. - 

34 O. sivasica Kit Tan Et Sorger. + 

35 O. stenostachya Freyn subsp. stenostachya Freyn. + 

36 O. stenostachya Freyn subsp. sosnowskyi (Grossh.) Hedge. + 

37 O. sulphurea Boiss. Et Bal. var. sulphurea (C. Koch.) Tvzel + 

38 O. sulphurea Boiss. Et Bal. var. pallida (Boiss. Et KY.) 

Hedge. 

+ 

39 O. sulphurea Boiss. Et Bal. var. vanensis Hedge. + 

40 O. transcaucasica Grossh. - 

41 O. viciifolia Scop. - 

42 O. marashensis Duman & Vural + 

43 O. argyrea Boiss. subsp. argyrea Boiss. + 

44 O. argyrea Boiss. subsp. isaurica Hedge Et hub-Mor. + 

45 O. atropatana var. Atropatana + 

46 O. atropatana var. grandiflora Aktoklu var. nov. + 

47 O. huetiana Boiss. + 

48 O. ornata (Willd.) Desv. + 

49 O. subacaulis Boiss. - 

50 O. haussknechtii Boiss. - 

51 O. ptolemaica (Del.) Dc. - 

52 O. albiflora Hub-Mor. + 

53 O. nitida Boiss. + 

54 O. galegifolia Boiss. - 

55 O. hypargyrea Boiss. - 

56 O. meschetica Gross. - 

57 O. radiata (Desf.) Bieb. - 

58 O. cappadocica Boiss. + 

59 O. tournefortii (Willd.) Desv. + 
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1.5 Morfolojik Özellikleri 

Türleri tanımlarken öncelikle düĢünülen ölçütler, bunların morfolojik özellikleridir. Buna 

ek olarak, bu karakterlerin üstünlükleri ve çekinceleri da vardır (Aktoklu 1995; 

Büyükasık 2002).  

 

Morfolojik özelliklerin üstünlükleri; 

 

 Çoğunlukla baskındırlar. Baskın bir geni çekinik bir genden ayırmak için 

kullanılırlar. 

 Sayıları çok azdır.  

 Lokusun her birinde 2 alel vardır. 

 Daha kolay analiz yapılmaktadır. 

 Kolayca belirlemek için haritalama nüfusunda bir gözlem yapmak yeterlidir. 

 

Morfolojik karakterlerin çekinceleri; 

 

 Heterozigotları saptayamazlar. 

 Mutasyon sonucu oluĢabilirler. 

 Ekolojik öğelerden etkilenirler. 

 Epistatistik veya pleiotropik olarak etkilenirler. 

 

1.6 TozlaĢma ve Döllenme 

Diğer baklagillerde olduğu gibi korunga, vektörel tozlaĢmaya gerek duyan bir bitki 

türüdür ve tozlaĢma, genel olarak balarıları (Apis mellifera L.) ile gerçekleĢir (Özbek, 

1996). YaklaĢık %80 tozlaĢma görevi balarıları yardımıyla gerçekleĢmektedir       

(Tutkun 2006),  

Bir literatürde de, korungada baskın tozlayıcının balarısı olduğu bildirilirken, kendini 

dölleme oranı %25, vektörel döllenme ise %75 olarak verilmiĢtir (Tutkun, 2006). Ancak 
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kendi kendine tozlaĢmada oluĢan döllerde, nitelikler yönünden körlenme tespit edilmiĢtir 

(Avcıoğlu 1977).  

Arılar, çarpıcı renkli çiçeklere ve yüksek miktarda balözüne sahip bir bitki olan 

korungayı, genellikle yoğun bir Ģekilde sabah ile öğlen saatleri arasında ziyaret ederler. 

Öğleden önce genellikle rüzgâr olmaması ve çiçeklerin tüm canlılıklarıyla polinatörler 

için hazır durumda olması, bunun baĢlıca nedenidir. (Er, 1995). 

Arı faaliyeti, birbirine yakın konumdaki yonca ve korunga tarlalarında incelendiği 

zaman, balarılarının daha çok korungayı seçtikleri ve çiçeklenme sürecinde faaliyetlerine 

kesintisiz devam ettikleri belirlenmiĢtir. Bu, balarısının korunga için iyi bir tozlayıcı 

olduğunu gösterir (Çelik, 1988). Korunganın özellikle Doğu Anadolu‟da, Balarısının 

birinci sırada ziyaret ettiği bitki olduğu saptanmıĢtır (Özbek, 1996). Rusya‟da yapılan 

incelemelerde, korunga için en iyi polinatörün Kafkas arısı olduğu belirlenmiĢtir (Özbek, 

1992).  

Korunganın (Onobrychis viciifolia) 32 tozlayıcı böcek türleri tarafından ziyaret edilen ve 

60 bitki türünün olduğu bir alanda, 3430 ziyaretle tozlayıcıların çoğunlukla tercih ettiği 

bitki olduğu tespit edilmiĢtir (Ebeling vd. 2008). 

Çevresindeki kovan sayısıyla da orantılı olarak korunga olan alanlarda bal arılarının 

yoğunlukla bitkiye geldikleri tespit edilmiĢtir (Serin ve Tan, 2001). 

1970 yılındaki çalıĢmaya istinaden 1992 yılında Özbek tarafından, tozlaĢmaya özen 

gösterildiği takdirde korungada ürün artıĢının %35–40 arasında olduğunu belirtmiĢ, bu 

düzeyde bir artıĢın sulama, gübreleme gibi baĢka tarımsal etkinliklerle 

gerçekleĢtirilemeyeceğine dikkat çekilmiĢtir. 
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1.7 Tarım, Hayvancılık, Ekolojik Bakımından Önemi 

Doğada bulunan veya yetiĢtirilen Yem bitkileri, yapılarında otçul besi hayvanlarının 

yaĢamlarını sürdürmeleri ve istenen ürünü verebilmeleri için gereken besin maddelerini 

içeren, belirli ölçülerde yedirildiklerinde, hayvanların sağlığına ve ürünlerinin niteliğine 

zararlı etkileri olmayan bitkilerdir. 

Hayvanların beslenmesi için kullanılmalarının yanı sıra, sürdürülebilir tarım yönünden de 

yem bitkileri çok önemlidir. Öncelikle biyolojik çeĢitliliği korumak ve gelecek kuĢakların 

da doğadan yararlanabilmeleri amacıyla üretim yapılanmasında yer alır. 

Korunganın ürün rotasyon sistemleri içinde yer alması, hayvancılık iĢletmelerinin 

nitelikli kaba yem gereksinimi ve tarla tarımı için de, tarım iĢletmelerinin 

sürdürülebilirliğini açısından, daha kıymetli kılar. 

Korunga tarımını çekici yapan bir baĢka özellik de bu tarz bitkilerinin ayrıĢmamıĢ gübre 

olarak da kullanılabilmesidir. Toprağa yaptıkları organik madde katkısına ek olarak, 

kimyasal gübre kullanımının biraz olsun önüne geçmesi sayesinde ekolojik bir katkı 

yapar. 

Yem ürünlerinin önemli bir bölümü baklagiller familyasından türlerdir ve bunların 

toprağa azot bağlayabilmeleri ve kazık köklere sahip olmaları, toprağın verimliliğini 

artıran bir özelliktir. 

Türkiye‟nin güneyinden Asya‟nın ortasına kadar yayılan korunga da baklagiller 

familyasından, çok yıllık bir yem bitkisi türüdür ve aĢırı sıcak bölgeler dıĢında, tüm kıraç 

ve kireçli bölgelerde baĢarıyla yetiĢir. Korunganın, suyun yetersiz olduğu iklimlerde ürün 

nöbeti planlamada önemli bir yeri vardır (Açıkgöz, 2001). Korunga, yüksek oranlarda 

ham yağlar ve ham proteinler içerir. Lignin maddesi besi hayvanlarının sindiremedikleri 

bir maddedir ve yoncaya oranla korungada daha az bulunmaktadır (Serin ve Tan, 2001). 
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Birçok araĢtırmacı, korunda ve balarısı son derece uyumlu iliĢkisinden bahsetmiĢ  ve 

korunga balının yüksek nitelikli olduğunu bildirmiĢtir (Özbek, 1996).  

Yine birçok araĢtırmacı, yüksek nitelikli balların, baklagiller familyasına ait yem 

bitkilerinin çiçeklerin taçyapraklarındaki (corolla) nektardan kaynaklandığını ifade 

etmiĢtir (Avcıoğlu, 1977). 

Dubbs tarafından 1968 yılında yapılan çalıĢmada, çiçeklenme baĢlangıcı ile tam 

çiçeklenme arasındaki sürede, korunga sahasının kenarına konulan kovanlarda ağırlığın 

%76,2 arttığını bunun yüksek miktarda baldan kaynaklandığını bildirmiĢtir. Dubbs, 

“eski” korunga çeĢidinin bal üretimini belirlemek amacıyla yaptığı çalıĢmada 

ortalamaların çok üzerinde bal elde edildiğini gözlemlemiĢtir. 

Bu çalıĢmada bal üretmek için bir dekarlık korunga sahasına kurulan iki kovan arının 

yetmediği ifade edilmiĢtir (Dubbs, 1968). 

Bir dekarlık bir korunga parseli, 9 ila 40 kg kadar üstün nitelikli bal verir (Öder 2006, 

Aksoy 2011). Korunga balında glikoz %41.89 ve früktoz %50.26 oranlarında bulunur. 

(Sorkun, 1995). Bazı türlerden de kristalize olan beyaz renkli bal elde edilir (ġenocak, 

1988). 

Ġlk yapılan tarımın Anadolu‟da Romalılar döneminde baĢladığı bilinmektedir. Avrupa‟da 

korunga tarımının ilk olarak Güney Fransa‟da, 15. Yüzyılda baĢladığı yönünde kanıtlar 

vardır. (Gençkan, 1992). “Koringa” ekiminin Anadolu topraklarında da yapıldığı 

kaydedilmiĢtir. Anadolunun doğusunda “göringen”  veya “koringa,” gibi isimlerle bilinen 

bir bitkidir (Tosun, 1974). 

Özellikle Kafkasya – Ġran – Anadolu üçgeninde yoğun ve çeĢitlidir. Bunların arasında her 

üç bölge için özgün türler vardır. Türkiye‟nin bu cinsin geliĢtiği önemli merkezlerden biri 

olduğu, bu verilerin ıĢığında apaçıktır (Aktoklu, 1995). 
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Türkiye genelinde korunga kuru ot elde etmek için yetiĢtirilse de, silaj üretimi için de çok 

kullanıĢlıdır. Bir baĢka yararı da balarıları için arı otlağı olarak kullanılmasıdır. YaklaĢık 

4 dekarlık bir korunga parseli, iki kovan arıya yeterli nektar sağlar. Korunga nektarının 

%55,4 Ģeker oranıyla diğer yem bitkilerinin nektarlarına göre daha yüksek olduğu 

anlaĢılmıĢtır. (Sönmez, 1961). 

1.8 Bitkinin Zararlıları 

Bitkilerde hastalık, taçta bozulma ve kök damarlarında renk değiĢiklikleriyle ortaya çıkar. 

Taç çürüklüğü Fusarium solani var. martii (Appel ve Wr.) küfünden kaynaklanır. 

Damarlarda renk değiĢikliği ise çoğunlukla kıraç topraklarda yetiĢtirilen korungalarda 

göze çarpar (Açıkgöz, 1976). Türkiye‟deki, bazı korunga ekimlerinde, üründe azalma 

olduğu belirlenmiĢtir. Buna bitki kökündeki öz kısmının ortasında bulunan Bembecia 

scopigera ve Sphenoptera carcieli böcekleri neden olmaktadır. 

Bitkinin iki ya da üçüncü yılında bu böcekler, kökün orta bölümünü delerek bitkinin 

kökünü içten yer ve geliĢimini durdurur. Bu nedenle beklenen ürün miktar ve niteliği 

düĢer (Elçi 1997). 

Korunga hastalıkları hakkında çok fazla çalıĢma yürütülmemiĢtir. Bazı bölgelerde, 

Fusarium solani ile Sclerotinia trifoliorum nedeniyle kökte çürümeler, Verticillium 

alboatrum nedeniyle renk solması ve yapraklarda ve gövdede Ramularia, Septoria, 

Ascochyta küflerinin neden olduğu zararlar tespit edilmektedir. Zararlıların kurtçukları, 

korunganın kök boğazına girerek kökün öz kısmını yıkıma uğratırlar ve kökleri böylece 

zarar gören bitkiler ölür. Türkiye‟de 3-4 yıl yaĢayabilen korunganın aslında 20 yıla kadar 

yaĢayabilmesi mümkün olup Türkiye‟deki bu kısa ortalamasının nedeni de bahsedilen 

zararlılardır. 
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1.9 Belirteçler 

1.9.1 Morfolojik belirteçler  

Morfolojik araĢtırmalar genellikle sofistike donanımlar ve uzun hazırlık iĢlemleri 

gerektirirler. Dolayısıyla düĢük maliyetli yöntemler olmaları yararlıdır. Ancak normal bir 

dıĢyapıda gizli bir değiĢimin meydana gelip gelmediğinin garanti olmaması, baĢlıca 

çekincelerden biridir. DeğiĢim çekinik biçimde olabilir ve neticede heterozigot formda 

olur. Bu çekinik değiĢiklikler, doğrudan bitkide döl incelemesi yapılıncaya kadar 

görülmez.  

Morfolojik biyo-belirteç araĢtırmaları nüfus kalıtsal yapısının belirlenmesi için yapılan 

ilk çalıĢmalardır. Kalıtsal yapının tümü birden morfolojide görülmediği için, morfolojik 

belirteçler yeterli değildir, ayrıca morfolojik nitelikler, çevre öğeleri ve diğer lokuslardan 

da etkilenebilirler. Bu nedenle geliĢmiĢ teknikler kullanılarak yapılan araĢtırmalara göre 

daha az sayıda çalıĢma, morfolojik belirteçler kullanılarak yapılmaktadır (Khan ve Spoor, 

2001). 

Morfolojik Biyo-Belirteçlerin Getirileri: 

  

- Genellikle baskındır. Ayrım sağlamak için kullanılır. 

- Çaprazlamaların her birinde az sayıda görülür.  

- Lokusların her biri 2 adet alel içerir.  

- Analiz etmek basittir.  

- Haritalama nüfusu gözlemlenerek kolayca tespit edilirler.  

(Kleinhofs vd. 1993; Yıldırım ve Kandemir, 2001).  

 

Belirteçlerin Olumsuzlukları: 

   

- Mutasyon sonucu olabilirler.  

- Çevre öğelerinden atkilemiĢ olabilir.  

- Epistatistik etkilenmeye açıktır.  
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1.9.2 Biyokimyasal belirteçler 

Ġzozim veya izoenzim kavramını, belirteçler ve moller üretir. Belirteç ve mol izozimleri, 

değiĢik moleküler formlardaki tüm proteinlerin aynı enzim özgüllüğünde olabilecekleri 

biçiminde tanımlanır (Buth, 1984).  

Moleküler ayrıĢıklığın teknik yöntemlerle çözülmesini sağlayan kapiler elektroforez ve 

histokimyasal boyanma birleĢimi, kalıtsal alanının geliĢmesinde yaygınlıkla kullanılır.  

Son belirteç çalıĢmalarında, birden fazla türde ortaya çıkan biyolojik sorunların 

araĢtırılmasında izoenzimlerden yararlanıldığı kaydedilmiĢtir. Bazı çalıĢmalarda 

araĢtırma konusu izoenzimler olurken, diğerlerinde ise baĢka sorunların çözümüne 

yönelik araç olmuĢlardır. Ayrıca Ģimdilik bu araçlar, sistemik sorunların çözümünde 

sınırlı olarak uygulanabilmektedir. ġu ana kadar bazı izoenzim kalıplarının ele alındığı 

birçok karĢılaĢtırmalı çalıĢma gerçekleĢtirilmiĢtir, ancak bunların büyük çoğunluğu 

sistemik iliĢkilerin ortaya çıkarılmalarından çok, taksonların biyokimyasal tanımlanması 

ile ilgili olmuĢtur. Bu, izoenzim verilerin büyük ölçekli olması ile ilgili bir dorundur ve 

Ģimdiye kadar buna yeterli bir çözüm bulunamamıĢtır (Tamam, 2008). 

Biyokimyasal belirteçler, genler tarafından üretilen proteinlerdir. Ġzoenzim adı verilen bu 

proteinler, farklı elektrik yüküne sahiptirler. Ġzoenzimler birbirlerinden elektroforez 

yöntemiyle ayırt edilebilirler. Her enzim, belirli bir biyokimyasal tepkimeyi katalize eder. 

Bunların kendilerine özgü alt-katmanları ve eĢ-çarpanları bulunur. Bu tepkimelerin 

ürünleri renkli olur, renkli ürünler elektroforezden sonra jel üzerinde, kalıtsal bilgi 

sağlayan bantlar halinde görülür hale gelir. (GülĢen ve Mutlu, 2005). 

Enzim Belirteçlerinin Üstünlükleri: j 

 

- EĢ baskın belirteçler,  

- Analiz çabuk, ucuz ve güvenli, 

- Çevre ve diğer lokus etkilerinden bağıĢık,  
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- Sayıca morfolojik belirteçlerden fazla (<10) .  

 

Enzim Belirteçlerinin Çekinceleri:  

 

- Sayıca çok azdırlar.  

- Bazı izoenzimler ancak belirli dokularda, örneğin esteraz ve peroksidazlarda, 

belirli bir geliĢme sürecinde gözlemlenebilir. 

- Çok küçük ölçüde de olsa, bazen epistatistik etki yaparlar.  

  

1.9.3 Moleküler belirteçler  

Moleküler belirteçler, bir nüfustaki bireylerin DNA‟larının temel dizgedeki farklılıklarını 

değiĢik biçimlerde belirleyen belirteçlere verilen isimdir. Son yirmi yıldan beri biyolojik 

bilimlerde bir devrim sayılan moleküler belirteç yöntemleri, bireylerarası DNA 

dizgelerindeki farklılıkları belirlemekte kullanılır. Yani moleküler belirteç, genom 

içindeki bir DNA fragmanının farklılıklarını gösterir ve bu farklılıklara eklenme, silinme, 

yer değiĢtirme, çoğaltma gibi etkenler neden olabilir. Taksonomi, fizyoloji, embriyoloji, 

gen mühendisliği vb. alanlarda, DNA temelli moleküler belirteçler sıklıkla kullanılan, 

çok yönlü aygıtlardır (Schlotterer, 2004). 

Polimeraz Zincirleme Tepkimenin (Polymerase Chain Reaction, PCR) James D. Watson 

ve Francis Crick‟in DNA‟nın çift sarmallı yapısının Watson ve Crick tarafındam 1953 

yılında çift sarmallı yapının keĢfedilmesi sonrasında bulunması (Mullis, 1987), moleküler 

belirteçlerin geliĢtirilmesinde çok önemli adımlar olmuĢtur.  Son yıllarda, birçok bitki 

türü de genomu tamamlanan organizmalar arasında görülmektedir. Moleküler belirteç 

bilgileri de buna koĢut olarak çoğalmıĢtır ve kullanımının meyve ıslahında daha çok 

yaygınlaĢacağı tahmin edilmektedir. 

Moleküler belirteçlerin geliĢtirilmesi, morfolojik ve biyokimyasal belirteçlerden üstün, 

daha çabuk sonuç veren ve zaman kısıtlaması olmayan çalıĢmalara yön vermiĢtir 

(Kandemir, 2001). Tıpkı baĢka canlılarda olduğu gibi, bitkilerde de yaygınlıkla kullanılan 
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moleküler belirteçlerin bitki ıslahı ile entegre kullanımı, birçok yeniliğe yol açmıĢtır 

(Agarwal vd. 2008). Seçilen genlerin çeĢitler ve türler arasındaki geçiĢinin 

hızlandırılması; akraba yabanıl türlerden yeni genlerin aktarımına olanak sağlaması; 

birden çok genin denetlediği kompleks karakterlerin gen analizlerine olanak vermesi; 

hibridleĢtirme çalıĢmalarında, birbiriyle çaprazlanma olanağı olmayan bitkiler arasındaki 

kalıtsal iliĢkilerin belirlenmesi, gen ikizlemenin daha kolay ve hızlı bir hale gelmesi, bu 

yenilik ve üstünlüklerin arasındadır (Kandemir, 2001). 

Ġdeal  Belirteçler;  

 

- Üretim ve tatbik maliyeti az olan,  

- Sakıncalı maddelerle çalıĢmayı gerektirmeyen,  

- Güçlü polimorfizm özellikli,  

- Sonuçları yinelenebilir olan,  

- Analizi kolay ve basit, uygulama ve sonuç süreleri kısa belirteçlerdir (Joshi vd. 

1999;  Kesawat ve Das, 2009). 

 

En basit hücreli canlılar dahi karmaĢık yapılara sahiptir ve çok sayıda farklı 

moleküllerden oluĢur. Dolayısıyla, öncelikle ele alınan grubu, planlanan çalıĢmaya göre 

arıtmak gerekir. Moleküler biyoloji araĢtırmaları çoğunlukla, arıtılmıĢ moleküllerle 

yapılan iĢlemlere dayanır.   

Islahçılar için gerekli bir alan, nükleik asit temelli kalıtsal belirteçlerin genom 

analizlerinde kullanımıdır. Bu belirteçler aracılığıyla kalıtsal çeĢitlilik incelenebilir. 

Türlerin özellikleri belirlenerek, filojenik yakınlıkları anlaĢılabilir (Lowe vd. 1996). 

Bunlar, bağlantı haritalamaları, soy ağacı analizleri ve seçilim programlarında kullanılır. 

Moleküler belirteçlerde DNA polimorfizmi, standart morfolojik ya da biyokimyasal 

belirteçlerden daha çoktur. Bunların aracılığıyla zor çaprazlanabilen türlerin kromozom 

haritalamaları oluĢturulabilmesi gibi ve daha birçok üstünlükleri bulunmaktadır.  
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Ekonomik değere sahip çeĢitlere yeni, üstün nitelikler kazandırılması için doğadaki 

yabanıl çeĢitlerin derlenmesi ve moleküler düzeyde tanımlanması gereklidir (Bothmer vd. 

1991). Klasik ıslah yöntemlerindeki güçlüklerin aĢılmasında, bu çeĢitlerin ebeveyn olarak 

kullanılması ve moleküler teknikler aracılığıyla istenilen tiplerin seçilebilmesi önemli bir 

rol oynamaktadır.  

Bütün bir genom analizi için bitki dokusunu mümkün olduğunca çok tutmak gerekir. 

DNA yalıtımı için bitkiden alınmıĢ herhangi örnek kullanılabilir (Botstein vd. 1980). 

Bütün dokularda görülebilen DNA belirteçleri istikrarlıdırlar ve çevre koĢullarından 

etkilenmezler (Williams vd. 1990). EĢ baskın ya da baskın olabilirler, epistatistik ve 

pleiotropik etkilere maruz kalmazlar, kalıtım ilkeleri basittir.   

Tüm ökaryotlarda, genomlarındaki bir ya da birden fazla özelliğinin tanımlanması, DNA 

bantlarının belirlenmesiyle gerçekleĢtirilir. DeğiĢik büyüklükte ve sayıdaki DNA bantları, 

her birey için özel olarak analiz edilir. Bu yöntemle her bireyin DNA belirlenmiĢ olur.  

DNA profilleri ve özgül DNA parmak izlerinin belirlenmesi, Ģu sıralamayla 

gerçekleĢtirilir;  

1. Bitkisel malzemenin alımı,  

2. Bitkisel malzemeden DNA yalıtımı,  

3. Kalıtsal malzemenin uygulanacak yönteme uygun olarak çoğaltılması (PCR),  

4. ÇeĢitli moleküler belirteç yöntemleriyle bireylerarası kalıtsal polimorfizm 

etkileĢiminin saptanması (AFLP, RAPD, RFLP, SCAR, SSCP, SSR, vb.),  

5. Özgül bir uygulama kullanarak DNA bant profillerinin incelenmesi.  

 

MELCHINGER (1990), önemli tarımsal niteliklerin dıĢyapısal seçiliminin, üretim 

çalıĢmalarında zaman alan bir yöntem olduğunu kaydetmiĢtir. Biçimsel belirteçlerin 

aracılığıyla seçilim gibi geleneksel yöntemler kullanıldığı zaman; belirteçlerin az sayıda 

olmaları, pleiotropik ve epistatistik etkiler almaları ve ekolojik koĢullarının dalgalı olması 

gibi sorunlar çıkmaktadır. Bu tür sorunlardan kurtulmak ya da çözümlemek amacıyla 
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moleküler belirteçler aracılığıyla seçilim, bir potansiyel taĢır. Ġki genitörün 

hibridleĢmesinden oluĢturulmuĢ bitkilerden yararlanılarak yapılan araĢtırmalarda aranan 

genlerle ilgili belirteçler belirlenerek, ıslah çalıĢmalarında bunlardan erken seçilim ölçütü 

olarak yararlanılmakta, ya da ilgili genleri klonlanmaktadır.  

 

MICHELMORE VD., (1991), gene bağlı özelliğin tanımlanmasının, belirteçler aracılığıyla 

yapılan seçilimin baĢarılı olması için gerekli olduğunu bildirmiĢlerdir. Bu nedenle ıslahçı, 

söz konusu gene ait “ayrılmıĢ – segregated” bir nüfus oluĢturulması gereklidir. Belirteçler 

ile amaçlanan gen arasındaki etkileĢim, Bulk Segregant Analiz (BSA) yöntemiyle de 

belirlenebilir.  

 

KNAPP (1994) ise ayrıca, niceliksel özelliklerin seçilimi ve soyaçekim mekanizmasının 

araĢtırılmasında ve moleküler bağ haritalarının yaratılması ve tamamlanmasında da 

belirteçler yardımıyla seçilimin (MAS) potansiyel vadettiğini bildirmiĢtir.  

  

WILSON VE WALKER (1994)‟in bildirdiğine göre, DNaz‟ların yanı sıra yalıtım sürecinde 

uygulanan fiziksel güç gibi nedenlerle, DNA kolayca kırılabilmektedir. DNaz‟lar, DNA 

yalıtım sürecinde dokularda sıvı nitrojen kullanılmaması sonucunda dokuların 

parçalanmasıyla etkinleĢerek kırılmaya sebebiyet verebilir.   

 

Pek çok türde, moleküler belirteç yöntemlerinin kullanımının çığır açıcı özellikte 

olduğunu bildirilmektedir. Öte yandan bu teknolojilerin çok büyük maliyetler 

gerektirmesi, ancak bazı türler için dünya çapında ortak projeler aracılığıyla amaçlara 

eriĢilebilmiĢtir (Beaver ve Lezzoni, 1993). Çizelge 2.1‟ de kategorize edilmiĢ olan 

moleküler belirteçler, Belirteçler Aracılığıyla Seçim (MAS), Niceliksel Özellik Lokus  

gen yalıtım yöntemleri (Vos vd. 1995), kalıtsal kaynakların nitelendirilmesi, filojenik 

çözümlemeler ve kültür çeĢitlerinin belirlenmesi gibi analizlerde kullanılır. Önemli 

olabilecek özellikler karĢılaĢtırmalı olarak verilmiĢtir. 

  

 Yetkin Bir Moleküler Belirteç Yöntemi, 

 

A – Polimorfik ve genomuntümünde kullanımı olmalı,  

B – Kalıtsal benzeĢmemenin anlaĢılmasında yeterli olmalı,  
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C – Güvenilir ve bağımlı olmayan belirteçler üretmeli,  

D – Dolaysız, süratli,  aynı zamanda da ekonomik olmalı,  

E – Az miktarda DNA ya da doku gerektirmelidir.  

F – DeğiĢik fenotiplerle bağlanma özelliği de bir üstünlüktür, ama belirteç 

yöntemlerinden hiçbirinde tek baĢına bu üstünlüklerin hepsi birden bulunmaz.  

 

Moleküler belirteç yöntemleri, aĢağıdaki gibi, kullanım amacına koĢut biçimde değiĢen 

ölçütlere uygun olarak gruplara ayrılabilir:  

 

I. Aktarım tipi için  

II. Gen etkinliği için  

III. Analiz prosedürlerine göre (Polimeraz Zincirleme Tepkime (PCR) ve 

Polimeraz Zincirleme Tepkimesiz (non-PCR) belirteçler) (Kesawat ve 

Das, 2009).  

 

Çizelge 1.2 Moleküler belirteç yöntemleri (Mohan vd 1997) 

Teknikler  Açık Adı  

AFLP  ÇoğaltılmıĢ Parça Uzunluk Polimorfizmi  

 

ALP  Amplikon Uzunluk Polimorfizmi  

AP-PCR  Arbitrarily Primed PCR  

AS-PCR  Alele-özgül PCR  

CAPS  Polimorfik Dizge (KesilmiĢ ve ÇoğaltılmıĢ) 

 

ISSR  Inter-SSR (Inter-SSR Amplification)  

RAPD  Polimorfik DNA'nın Rastgele Amplifikasyonu 

RFLP  Sınırlayıcı Piece Length Polymorphism 

SAP  Özgül Amplikon Polimorfizmi (Specific Amplicon Polymorphism)  

SCAR  Dizge Karakterli Sayıca Artan Bölgeler  

 

SSCP  Tek Zincirli Uygunluk Polimorfizmi (Single-strand  

Conformation Polymorphism)  

SSLP  Mikro- ve Mini-uydu Basit Dizge Uzunluk Polimorfizmi  

SSR  Basit Dizge Yinelemeleri  

STS  Dizge Etiketli Konum  
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Polimeraz Zincirleme Tepkime (PCR – Polymerase Chain Reaction) temelli olup 

olmadıklarına, polimorfik niteliklerine, baskın ya da eĢ-baskın belirteçlere izin verip 

vermemelerine, ayrıca verimlilik, otomasyon ve giderlerine göre, farklı birçok belirteç 

yöntemi bulunur. En yaygın belirteç yöntemleri aĢağıda sunulmuĢtur (Staub vd. 1996; 

Ridout ve Donini 1999).   

 

Çizelge 1.3 Yaygın belirteçlerin mukayesesi 

Adı 

 

 

Masraf Baskınlık 

Durumu 

Otomasyon Polimorfi

zm 

Durumu 

PCR 

Temelli  

Olup  

Olmaması 
 

Verimlilik 

Durumu 

STS Az EĢit Vasat / Çok Çok + Çok 

RFLP Çok EĢit Az Az/Orta - Çok 

SSR Az EĢit Vasat/ Çok Çok + Çok 

RAPD Az Dominant Vasat Vasat/ 

Çok 

+ DüĢük 

AFLP Orta Dominant Vasat/ Çok Çok + Çok 

SCARS Orta EĢit Vasat Çok + Çok 

ISSR Az Dominant Vasat/ Çok Çok + Çok 

 

 

Bitkilerde yararlanılan moleküler belirteçler üretilme biçimlerine göre, polimeraz 

zincirleme tepkime temelli olanlar (RAPD, AFLP, SSR vb.) ve olmayanlar (RFLP) 

olarak iki gruba ayrılır (Meksem ve Kahl 2005). Ayrıca moleküler belirteçler, 

hesaplanabilirlik ve kalıtımsal yapılarına göre de, baskın belirteçler ve eĢ baskın 

belirteçler olarak da ayrılabilir (Devran, 2003). Günümüze kadar birçok moleküler 

belirteç geliĢtirilmiĢtir ve sayıları artmaya devam etmektedir. 

1.9.3.1 Moleküler belirteçlerin kullanım alanları  

1.9.3.1.1 Genotip tanımlama 

Genotipik tanımlama için standart morfolojik belirteçler kullanılabilir. Morfolojik 

belirteçler her ne kadar kolay elde edilebilseler ve bazen mutlaka kullanılmaları gerekse 
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de, ekolojik etmenlerden etkilenebilir ve hatalı sonuçlar verebilirler. Bitki ıslahçılarının 

daha hızlı ve isabetli sonuçlara varmak amacıyla baĢka belirteç sistemlerine yönelten 

diğer sınırlayıcı etkenler, genotipik tanımlamada dıĢyapısal niteliklerin kalıtsal 

denetimsel iĢleyiĢinin tam bilinmemesi, çeĢitlemenin yetersiz olması ve istenen 

dıĢyapısal niteliklerin büyümenin uygun basamağında belirmesinin uzun sürmesidir. 

Moleküler belirteçler, morfolojik belirteçlere göre Ģu üstünlükleri taĢır: 

 

- Dokudan bağımsız yüksek polimorfizm, 

- Ekolojik etmenlerden asgari etkilenme, 

- Yalın kalıtımsal yapı 

 

Birçok türde DNA belirteç yöntemleri, aĢağıdaki gibi çeĢitleri belirlemek için kullanılır: 

  

- Tahıllar, tahılımsılar [Arpa (Hordeum), Buğday (Triticum), Çavdar (Secale 

cereale), Darı (Echinochloa), Mısır (Zea mays), Pirinç (Oryza)],  

- Yağlı tohumlar [Hardal (Brassica), Soya (Glycine), Yerfıstığı (Arachis)], 

Baklagiller [Bezelye (Pisum sativum), Fasulye (Phaseolus), MaĢ (Vigna), 

Mercimek (Lens culinaris), Nohut (Cicer)],  

- ġekerler [Pancar (Beta), ġeker kamıĢı (Saccharum)],  

- Sebzeler [Biber (Capsicum), Domates (Solanum lycopersicum), Hıyar (Cucumis 

sativus), Turp (Raphanus)], 

- Meyveler (Kaju, Turunç, Mango, Elma, Muz, Erik vb., Armut, Böğürtlen vb., 

Asma).  

 

Weising vd. (1995)  bu kapsamda kalıtsal yöntemlere dair oldukça detaylı veriler 

aktarmıĢlardır. 

1.9.3.1.2 ÇeĢit tescili 

Yeni bitki çeĢitleri tanımlamada ek bir sicil sistemi olarak DNA belirteç yöntemlerinin 

kullanılması, bir baĢka önemli uygulama alanıdır. Tescil edilmesi önerilen bir çeĢidin 
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diğer çeĢitlerden farklı, yeknesak ve durulmuĢ olmaları anlamında tanımlanmaları 

gerekmektedir. Morfolojik doneler bu ölçütlerin test edilebilmesinin temelini 

oluĢtururlar. Islah çalıĢmalarında kendi çeĢitlerini korumak için, hâlihazırda DNA 

belirteç yöntemleri çeĢitlerin tescilinde bağımsız bir belirleme aracı değilse de, bunları 

destek amacıyla kullanmaktadırlar.  

 

Tohum ticaretinde ve ıslah iĢlerinde karĢılaĢılan bazı sorunların da kesin bir biçimde 

çözümlenmesinde de DNA belirteç yöntemleri yaygınlıkla kullanılır. Bu moleküler 

belirteç yöntemlerinin üstünlüklerini ve çekincelerini, Budak vd  (2004) Tablo 2.3‟te 

karĢılaĢtırmalı olarak vermiĢlerdir. 

 

Çizelge 1.4 Yaygınlıkla kullanılan DNA belirteç yöntemlerinin karĢılaĢtırılması 

Belirteç 

  

 

Üstünlükleri  Çekinceleri  

Sınırlayıcı  

Parça  

Uzunluk 

Polimorfizmi  

(RFLP)  

1. Yüksek miktarda kalıtsal veri  

2. EĢ-baskın belirteç  

3. Yüksek yinelenebilirlik  

4. Çok kez kullanılabilir filtreler 

5. Genom iyi ifade edilir  

6. Tüm türlerde kullanılabilir   

7. DNA dizge verileri gerekmez  

8. Güvenlidir  

9. Harita tabanlı ikizleme için gereklidir  

 

1. Özellikli gereksinim ve 

Otomasyonda güçlükler 

2. Sondaların ikizlenmesine 

ihtiyaç duyar 

 

  

 

Rastgele 

ÇoğaltılmıĢ 

Polimorfik 

DNA (RAPD)  

1. Yüksek miktarda kalıtsal veri 

2. Genom iyi ifade edilir 

3. DNA dizge bilgisi gerekmez 

4. Otomasyona uygundur 

5.Sıradan çok nitelikli olmayan 

girdilerle çalıĢılabilir. 

6. Nisbi olarak zorluğu daha azdır.  

 

1. Baskın belirteç  

2. DüĢük yinelenebilirlik 

3.  Bütün türlere uygun değildir  

ÇoğaltılmıĢ  

Parça  

Uzunluk 

Polimorfizmi  

(AFLP)  

1. Yüksek miktarda kalıtsal bilgi 

2. Küçük parçacıklar yeterlidir 

3. Dizge verilerine ihtiyaç göstermez  

4. Tüm türlerde kullanılabilir  

5. Polimorfizm yönüyle güçlü 

 

1.  AĢırı duyarlı, bant  

desenleri etkilenebilir  

2.  Kesin haritalar oluĢmaz  

3.  Ġyi öncül seçimi gerekir  
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Çizelge 1.4 Yaygınlıkla kullanılan DNA belirteç yöntemlerinin karĢılaĢtırılması (devam) 

Dizge  

Etiketli  

Konum  

(STS)  

1. Radyoaktif iĢaretleme gerekmez   

2. Filtrelerden birden daha fazla           

kez istifade edilebilir      

3. BaĢarılı bir genom tanımı 

 

1.  Zahmetli bir yöntemdir  

2.  Amaçlanan alanlardaki  

mutasyon belirlenemez   

3.  DNA dizge verileri gerekir  

4.  Öncülün ikizlenmesi 

 ve tanımlanması gerekir.  

Izo Enzimler  1. Evrim araĢtırmalarına uygun  

2. Yalıtımı, DNA yalıtımından daha  

kolaydır 

3. Tüm türlerde kullanılabilir 

4. Radyoaktif iĢaretleme gerekmez  

5. DNA dizge verileri gerekmez  

 

1.  Zahmetli bir yöntemdir  

2.  Sınırlı polimorfizm  

3.  Doku konumu bilgileri gerekir 

4.  Otomasyon pahalı ve 

 zahmetlidir 

 

 

1.9.3.1.3 Islah hatları tanımlanma ve tohum saflık testleri 

Islah çalıĢmaları sırasında karĢılaĢılan birçok durumdan dolayı, hibridizasyon hatlarının 

belirlenmesi gerekir (Henry, 1997). Büyük ölçülerde ıslah hattı, çalıĢmalarda 

etiketlemeden kaynaklanan karıĢıklıklardan dolayı kaybedilebilmektedir. Tohum 

örneklerinin karıĢması ya da arazide ortaya çıkan sorunlar, ıslah hatlarının ve ticari 

çeĢitlerin saflıklarının bozulmasına neden olabilir. 

Stockton ve Gepts (1994), fasulyede iki F6 geri hibridine ait hatları ayırmak için insan 

minisatelit sondalarından 33.15 ve M13 tekrar dizgelerinden yararlanılmıĢtır. Kaemmer 

vd (1995), domates ıslah hatlarına uygulanan saflık analizlerinde, SSR belirteçlerinin 

uygulanabileceğini kanıtlamıĢlardır. Tivang vd (1996), RAPD yöntemiyle enginar 

nüfuslarında, kendi içlerinde ve nüfuslar arasında çeĢitlenmeler belirlemiĢlerdir. Roose ve 

Stone (1996), kuĢkonmaz ıslahında F2 tohumlarını F1‟lerden ayırmak için RAPD ve 

RFLP belirteçleri uygulanabileceğini bildirmiĢlerdir. Phippen vd (1997), dıĢyapısal 

olarak ayırt edilemeyen “Golden Acre” türü lahana nüfuslarına ait hatları moleküler 

belirteçler uygulayarak belirlemiĢlerdir. 
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1.9.3.1.4 Melez çeĢit saflık testleri 

Birçok ticari üründe F1 melez çeĢit üretimi baĢarıyla gerçekleĢtirilmektedir. Ġstenmeyen 

polen bulaĢmaları ve diĢi hatların kendini tozlaması gibi nedenlerle, ıslah aĢamalarında 

saflıkları bozulabilir. Bir melezin yetiĢtirilmesi için yapılan hibridizasyon çalıĢmasının 

baĢarısını ve melez saflığını ortaya çıkarmak için, moleküler belirteçler kullanılır. Erken 

fide aĢamasındaki gerçek melezlerle katıĢık hatlar birçok çeĢitte, erkek ebeveyne özel 

moleküler belirteçler aracılığıyla ayrılabilir (Hashizume vd 1993, Crockett vd 2000). 

1.9.3.1.5 Cinsel karakteristik belirleme 

Ġkievcikli türlerin ıslah çalıĢmalarının baĢarıyla gerçekleĢtirilmesi için bitkilerde eril ve 

diĢil cinsiyetlerin erkenden belirlenmesi önem taĢır. Jiang ve Sink (1997) kuĢkonmaz 

bitkisiyle ilgili çalıĢmalarında, eĢ-baskın bir STS belirteci elde etmiĢlerdir. 

1.9.3.1.6  Kalıtsal çeĢitlilik belirleme 

Moleküler belirteçler çeĢitliliklerin belirlenmesinde uygun bir tekniktir (Karp vd. 1998). 

Bitki ıslahçıları tarımsal değer, uyarlama ve performans belirleme açısından gen 

kaynaklarında belirteç yöntemlerinin kullanarak dolaysız ve yararlı bilgiler edinirler. 

1.9.3.1.7  Gen kaynaklarının kalıtsal kökenlerini belirleme 

Gen kaynaklarının kalıtsal kökenleriyle ilgili son derece kullanıĢlı veriler, moleküler 

belirteçler aracılığıyla sağlanabilir. Bu verilerden ıslah çalıĢması yapanlar tarafından 

istifade edilir. Vasquez tarafından bu tür tatbik yapılmak suretiyle bantların ekseriyetle 

tüm hatlarda benzerlik gösterdiğini ortaya çıkarmıĢtır. Horejsi ve Staub (1996), 

çalıĢmalarında kullandıkları RAPD yöntemleriyle, hıyar elit hatları yanı sıra 118 ayrı 

çeĢitte, kısıtlı kalıtsal çeĢitlilik bulmuĢlardır. Shim tarafında gerçekleĢtirilen analizlerle 

bazı sebzelerde yapılan çalıĢmalarda yeni geliĢtirilen çeĢitlerin yabanilerle F1 melez 

çeĢitliliği bakımından daha ayrıĢık bir yapıda oldukları bildirilmiĢtir. 
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1.9.3.1.8 Tarımsal performans ve uyarlanma yeteneği kestirimleri 

Kimi yaygın tarımsal ve fizyolojik özelliklere iliĢkin önemli bilgilere eriĢebilmek için, 

moleküler çeĢitlilik analizleriyle geliĢtirilen çeĢitlerle ilgili sınıflandırmalardan 

yararlanılır. ÇeĢitlerin uyarlanma yeteneklerini belirlemek amacıyla, bazen bazı özellikler 

için tarama uygulanmadan da kalıtsal çeĢitlilik analizleri kullanılabilir. Al Zahim vd. 

(1997), RAPD analizleri aracılığıyla 27 sarımsak çeĢidini erkenci ve erkenci olmayan 

gruplarına ayırmıĢlardır. D‟ La Thierry vd. (1997), yine RAPD yöntemiyle soğan 

çeĢitlerini coğrafi menĢelerine göre sınıflandırmıĢlardır. Dubreuil ve Charcosset (1999), 

RFLP tekniğinin mısırda hibridizasyon amacıyla ebeveyn seçiminde yararlı olduğunu 

kanıtlamıĢlardır. Skot vd. (2002) gerçekleĢtirdikleri AFLP analizleriyle, soğuğa dayanıklı 

Lolium perenne nüfusunu baĢka nüfuslardan belirgin biçimde ayırmıĢlardır. 

1.9.3.2  Melezleme temelli DNA belirteçleri 

1.9.3.2.1 RFLP 

Bu yöntem, molekülde iki zincirin birbirini tamamlama özelliği sayesinde DNA/DNA ya 

da DNA/RNA arasında melez moleküller oluĢturma temeline dayanır ve seçilen DNA 

parçalarının genomdaki konumlarını belirlemenin yanı sıra, bunların nükleotid dizgelerini 

incelemek için de kullanılır. Ayrıca moleküler düzeyde organizmaların benzerlik 

ölçülerini belirlemek amacıyla, türdeĢlik ölçüsüne göre bu değiĢik yapısal gruplardaki 

genlerin veya DNA parçacıklarının nükleotid dizgelerindeki benzerlikleri araĢtırılabilir.  

Sınırlayıcı endonükleazlardan bakteriyel olanların ikili sarmal DNA molekülünü belli 

nükleotid konumlardan kestiğinin balirlenmesi, önemli geliĢmelere yol açmıĢtır. 

Bakteriyofaj virüslere karĢı bakteriler tarafında savunma amaçlı enzimler üretilmiĢtir. 

Bakteriyofajlar bir bakteriye saldırdıkları zaman, bakterilerin endonükleazları 

bakteriyofajların DNA‟larını birçok yerlerinden keserek bakteride çoğalmasını önlerler 

(Griffiths vd. 1996).  
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Sınırlayıcı enzimler DNA molekülünü DNA dizgelerinden tanır ve buralardan keserler. 

(Çizelge 1.5).  

Çizelge 1.5 Sınırlayıcı enzimler aracılığıyla elde edilen parçacıklar 

 

 

Sınırlayıcı enzimler, evrim ve nüfus genetiği araĢtırmalarında çok önemli farklılıklar 

belirlenmesine yardımcı olmuĢlardır. Gerek çekirdek, gerekse de mitokondriyel genomla 

ilgili son derece nemli bilgiler, RFLP analizleri kullanılarak belirlenmiĢtir.  

 

Botstein vd. (1980) RFLP belirteçlerini genomik DNA‟nın sınırlayıcı enzimler 

aracılığıyla özgül bölgelerden kesmek ve çok sayıda DNA bandı elde etmek amacıyla 

kullanmıĢtır. DNA bantları “Southern blot” emdirim yöntemiyle oluĢturulduktan sonra 

elektroforez tekniğiyle ayrılır ve nitrosellüloz ve naylon zara iletilir. Burada filtrelenen 

DNA sabitleĢir ve radyoaktif olarak etiketlenmiĢ sonda, DNA ile melezleĢme için 

hazırlanmıĢ olur.  

 

Tanksley vd. (1989), uygulanan ilk moleküler yöntem olarak RFLP‟lerin kullanımı 

birçok  biyolojik konuda  oldukça yaygındır.  

 

Enzim  Tanıma bölgesi  Kesim sonrası elde edilen DNA parçacıkları  

EcoRI  5‟…G
↓
AATTC…3‟  

3‟…CTTAA↑G…5‟  

5‟…G  

3‟…CTTAA  

AATTC…3‟  

           G…5‟  

YapıĢkan uçlu   

HaeIII  5‟…GG
↓
CC…3‟ 

3‟…CC↑GG…5‟  

5‟…GG   CC…3‟   Küt uçlu  

3‟…CC  GG…5‟  
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Aynı Ģekilde Bretting ve Widrlechner (1995) tarafından radyoaktivite ve yüksek miktarda 

DNA gereksinimi, uzun iĢlem süreçleri ve zahmetli uygulama gibi çekincelerinin 

bulunduğu da bildirmiĢtir. 

 

Bark ve Havey (1995) RFLP belirteçlerinin eĢ baskın belirteçler olduklarını ifade 

etmiĢlerdir. Her bir lokusta çok sayıda alel bulunmaktadır. Sayıları morfolojik ve enzim 

belirteçlere göre daha yüksektir (genellikle <100). Yaygın olarak kullanılan bir belirteç 

olmakla birlikte oluĢan haritalarda boĢluklar görülebilmektedir. RFLP belirteçleri 

özellikle yabanıl türlerde ve nüfuslarda ve Allium (soğan) türlerinde kullanılmaktadır. 

RFLP uygulamalarının üstünlükleri ve çekinceleri aĢağıdaki gibidir:  

RFLP Yönteminin Üstünlükleri:  

 
 

- Türler, cinsler ve hatta familyalar arasında geçiĢ olanağı bulunur. Bu sayede 

RFLP belirteci bir bitki türünde bir kez haritalanmıĢsa, potansiyel bir belirteç var 

demektir.  

- RFLP yöntemi güvenlidir. Farklı araĢtırmacılar, farklı laboratuvarlarda aynı 

sonuçlara ulaĢılabilir.  

- RFLP belirteçleri eĢ baskın özellikleri sayesinde heterozigotların tanımlanma ve 

nitelendirmelerinde kullanılırlar. Orta düzeyde polimorfizm gösterirler.  

 

RFLP Yönteminin Çekinceleri:  

 
 

- Analizler yüksek maliyetli ve zaman alıcı oldukları gibi, aĢırı iĢ gücü de 

gerektirirler. 

- Çoğunlukla radyoaktif etiketleme tekniği kullanılır.  

- Yüksek nitelikli DNA gerekir (10-20 μM). 

  

- RFLP belirteçleri, genom üzerinde rastgele dağılım göstermezler, çünkü az kopyalanan 

dizgeler genomlarda belli noktalarda kümelenirler. Bu da haritalama açısından 

olumsuzdur. 
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RFLP yöntemiyle, kesim enzimleri tarafından tanınan konumdaki tek nükleik asit/baz 

değiĢikliği bile belirlenebilir. Farklı genotipler arasında polimorfizm olmasının nedeni, 

tanınan konumlardaki baz dizge farklılaĢması olabilir. Yine de polimorfizm çoğunlukla 

kesici enzimler tarafından tanınan kesim bölgesi arasına parça eklenmesi (insertion) ya 

da çıkarılmasından (deletion) kaynaklanır. 

Sınırlayıcı parça uzunluk polimorfizm yöntemi, kesici enzimlerle çeĢitli biçimlerde 

kesilerek etiketlenen DNA parçacıklarının (sonda), incelenen DNA örneğindeki benzer 

ya da eĢit dizgedeki DNA melezlemesini temel alır. Kesilen DNA parçacıkları 

elektroforez tekniğiyle yönlendirilerek ayrıĢtırılır ve zara emdirilip filtrelenerek sonda – 

DNA hibridizasyonu gerçekleĢtirilir. 

1.9.3.2.1.1 “Southern blot” emdirim-temelli RFLP tekniği  

 DNA düzeyindeki çeĢitlemelerin belirlenmesi amacıyla çok kullanılan bir iĢlem, 

“Southern blot” emdirim yöntemiyle uygulanan RFLP tekniğidir. Bu yolla, kesim 

enzimlerinin DNA molekülü ile iĢlenmelerinin ardından ortaya çıkan DNA parçalarının 

kesim kalıplarındaki farklılıklar aracılığıyla, DNA‟da polimorfizmler belirlenebilir 

(Botstein vd. 1980).  

Nokta mutasyonlarının,  DNA molekülüne farklı Ģekillerde etki etmesi sonucunda dfarklı 

uzunluklara sahip DNA parçacıkları oluĢur. Elektroforez, melezleme ve görüntüleme 

gibi iĢlemlerinden sonra da bu uzunluk farkları beklirlenebilier (Southern 1975).  

 RFLP tekniğinde, önce saflaĢtırılan DNA molekülü, özel enzimlerle kesilir. Bu enzimler 

DNA molekülündeki belirli dizgeleri tanır ve o noktadan keser, böylece farklı 

uzunluklarda DNA parçacıkları elde edilir. Ortaya çıkan çok sayıdaki parçacık genellikle 

agaroz jel elektroforez tekniğiyle ayrıĢtırılır. Amaçlanan parçacıklarının belirlenebilmesi 

için melezlemeye de ihtiyaç duyulabilir. Jeldeki bazı sorunlardan dolayı melezlemenin 

baĢka bir yerde yapılması gerekebilir. Bu amaçla, agaroz jeldeki parçacıklar, daha 

istikrarlı olan, nitroselüloz veya naylon bir destek ortamına aktarılır.  
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Southern (1975) isimli araĢtırmacının bulguladığı ve kendi adıyla anılan DNA aktarım 

tekniğinde (ġekil 2.1) önce agaroz jel bir çözeltide denatüre edilir ve böylelikle tek 

eksene sahip bir parçacık seti elde edilir. Tamponlayıcı çözeltinin etkisi sayesinde jeldeki 

tüm parçacıklar tek eksenli olarak zara aktarılması ve oluĢan bant kalıpları zara 

geçmesini sağlayacak ilave unsurlar kullanılır. 

Sonraki aĢamada, hedeflenen parçacıkları taĢıyan zara, bu parçacıklarla tamamlayıcı 

niteliğe sahip, kısa, tek eksenli bir DNA molekülü olan bir sonda (probe) aracılığıyla 

iĢleme alınır. DeğiĢik türlerden alınan DNA moleküllerinin parçalanmıĢ halini içeren 

vektörlerden oluĢan derlemeler yardımıyla sondalar hazırlanabilir. Bunlar çeĢitli 

bakterilere aktarılır ve içerdikleri DNA parçacıkları çoğaltılır. DNA sondaları ayrıca, 

melezleme sonrasında görüntüleme yapabilmek amacıyla, tek eksenli hale 

dönüĢtürülerek herhangi bir etiketleme tekniğiyle (örneğin radyoaktif izotop) 

etiketlenebilir. 
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ġekil 1.2  “Southern blot” emdirim yöntemiyle melezleme temelli RFLP analizi 

 

Sonda sırasında DNA parçacıklarına, genellikle [
32

P] nükleozidleriyle uç etiketlenmesi 

iĢlemi uygulanır. DNA sondaları aĢağıdaki kaynaklardan elde edilebilir:  
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 Genomik derlemeler: Genomik DNA özel enzimlerle kesilir ve her parçacık kopyalanır. 

Yapılan derlemelerden uygun olduğu tespit edilenler sonda olarak belirlenir.  

a) Sonda seçiminde sitoplazmik DNA derlemelerinden yararlanılabilir. 

b) Tamamlayıcı derlemeler: Yalıtım yapılarak enzim yardımıyla katalizlenme 

yapılır. Elde edilen molekülden sonda olarak yararlanılabilir. 

 

  

Çift eksenli DNA parçacıkları elde edilmek üzere nitroselüloz veya naylon taĢıyıcılara 

alınmıĢ olan zardaki tek eksenli parçacıklar, sondalarla tamamlayıcı oldukları durumda 

hibridlenir ve radyoaktif olarak etiketlenir. (Beckman 1983).  

1.9.3.2.1.2 RFLP tekniği  (PCR temelli) 

PCR temelli RFLP tekniğinde, olağan PCR iĢlemi aracılığıyla üzerindeki lokus çoğaltılır 

ve çeĢitli özel enzimler kullanarak elde edilen PCR parçacığı kesilir. Bireyler arasındaki 

farklılıklar, kesim sonucunda ortaya çıkan parçacık kalıplarına ve kesim noktasının 

varlığı veya yokluğuna göre belirlenir (ġekil 2.2). Bu teknikte, bireyler arasında saptanan 

polimorfizmin nedeni, enzim tanıma konumunda oluĢan bir nükleotidin eklenmesi, 

eksilmesi ya da değiĢmesi olarak beliren nokta mutasyonlardır. 
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ġekil 1.3 Kalıtsal farklılıkların PCR-RFLP tekniğiyle belirlenmesi 

 

PCR RFLP tekniği eĢ baskın kalıtım kalıbına uygun belirteçler verir ve olağan PCR 

tepkimesindeki gibi uzun oligonükleotid öncüller kullanılması nedeniyle, hayli güvenilir 

bir biçimde çoğaltılabilir. Tekniğin eksik bir yönünün, çoğaltılmakta olan lokus ya da 

genle ilgili önceden bilgi edinmenin gerekliliği olduğu bildirilmiĢtir. Ayrıca bu lokuslar 

için özgül öncüllerin hazırlanması da, zaman ve masraf gerektirir. Yine maliyeti 

arttıracak öğeler, kullanılacak olan kesim enzimleridir (Botstein vd. 1980; Hall 1998; 

Vicente ve Fulton 2004).  

 

1.9.3.3  PCR temelli DNA belirteçleri 

PCR (Polimeraz Zincirleme Tepkime), hücrede normal koĢullarda gerçekleĢebilen doğal 

DNA kopyalamanın, laboratuvar ortamında, ısıl döngüleyici özel aparatlar aracılığıyla 

gerçekleĢmesini sağlar. Kalıp DNA‟yla uyumlu olarak çoğalan nükleik asit dizgelerinde 
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eĢleme ve çoğaltmanın hızlı olması nedeniyle çok az miktardaki bir parçadan bile çok 

sayıda parça elde edilebilmektedir. (ġekil 2.3, ġekil 2.4, Tablo 2.5).  

Son derece süratli, basit ve yalın bir metod olması sebebiyle geniĢ spektrumlu olarak 

birçok dalda uygulanan PCR tekniği, moleküler biyolojinin hızla geliĢmesinde önemli rol 

oynamıĢtır (Kumar 1989).  

 
 

ġekil 1.4 PCR‟nin çalıĢma ilkesi 
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ġekil 1.5 PCR sonucunda DNA miktarı 

 

Çizelge 1.6 PCR çoğaltımı sonucundaki sayılar (Watson vd, 1992) 

Döngü  Molekülü Sayısı  Döngü  Molekülü Sayısı  Döngü  Molekülü Sayısı  

1  2  11  2048  21  2. 97152  

2  4  12  4096  22  4. 94304  

3  8  13  8192  23  8.388608  

4  16  14  16384  24  16.777.216  

5  32  15  32768  25  33.544.432  

6  64  16  65536  26  67.108.864  

7  128  17  131072  27  134.217.728  

8  256  18  262144  28  268.435.456  

9  512  19  524288  29  536.870.912  

10  1024  20  1.048576  30  1.073.741.824  

  

 

PCR tekniği küçük miktarlardaki kalıp olarak alınan DNA‟nın laboratuar Ģartlarında 

belirli bölgelerinin çok fazla çoaltılabilmesi ile jel geçirildikten sonra boyanarak 

görüntülenebilmesidir. PCR tekniğinde kalıp DNAile beraber kullanılan nükleotid 

karıĢım (dNTPs), bir veya iki adet oligonükleotid öncül, DNA polimeraz enzim, tampon 
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çözeltisi ve MgCl2 içerir. Uygulamada kullanılacak kalıp DNA, araĢtırma konusu 

organizmalardan alınır. Thermus aquaticus (Taq) polimerazı günümüzde PCR 

yönteminde yaygınlıkla kullanılan enzimdir.  

 

DNA çoğaltımında hedef yoğunluğu, öncül, polimeraz miktarı, nitelik ve tavlama ısısı ve 

benzer ısı döngüleyici koĢulları etkin rol oynar. Bu nedenle, moleküler yöntemlerden 

herhangi birisiyle çalıĢmaya baĢlamadan önce, kritik koĢullar en uygun hale 

getirilmelidir.  

 

PCR iĢlemleri peĢ peĢe yinelenen üç aĢamadan oluĢur;  

 

- Çoğaltılması planlanan DNA‟nın yüksek ısılarda denatürasyonu, iĢlem sonucu 

olarak tek iplikçikli polinükleotid zincirinin elde edilmesi,  

- Öncüllerin ; 

- Elde edilen tek zincirli DNA molekülündeki hedeflenen bölgelere eklenmesi,   

- Enzim marifetiyle yeniden çift zincirli DNA elde edilecek Ģekilde uzatılması,  

Bu üç aĢama döngünün unsurlarıdır ve bu döngü 2560 defa tekrarlanır 

 

Tatbik Sahası: 

 

1. DNA baz dizgelerinin belirlenmesi, 

2. Kalıtsal iliĢkilerin belirlenmesi, 

3. Kalıtsal yapı değiĢikliklerinin belirlenmesi,  

4. DNA klonlama,  

5. Adli tıp. 

Thermus aquaticus bakterisinden yalıtılarak arıtılan “Taq” polimerazı ilk ısıl dengeli 

DNA polimerazıdır.  Bu enzim yaklaĢık 40 dakika civarındaki yarı ömrüyle G + C‟ler 

bakımından zengin bazlara sahip hedef DNA‟ların çoğaltımında etkindir. Bu enzim, aynı 

tepkime tüpünde farklı birkaç hedef dizgede eĢ zamanlı olarak çoğaltma sağlama özelliği 

bakımından oldukça kıymetlidir.  
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Son yıllarda yalıtılan birçok ısıl dengeli enzim denenmiĢ ve baĢarılı sonuçlar elde 

edilmiĢtir. Thermococcus litoralis adı verilen ve hidrotermal menfezlerde bulunan 

mikroorganizmadan menfez (vent) polimerazı, Thermus thermophilus öbakterisinden 

rTth DNA polimeraz ve enzimleri elde edilmiĢtir (Tablo 2.6). Bu ısıl dengeli enzimlerin 

birbirine ve Taq polimerazına göre bazı üstünlükleri vardır. ĠĢlem sırasında görülebilen 

yanlıĢ dizge sorunu, ortama eklenen baz sayısını ve MgCl2 iyon deriĢimini azaltarak 

çözülmeye çalıĢılmıĢmaktadır. Vent polimerazın hataları düzeltme özelliği vardır ve 

ortamda çok dNTP ve MgCl2 iyonu bulunduğu durumlarda, Taq polimerazdan daha iyi 

sonuç verir.  

 

 Çizelge 1.7 Polimeraz enzimler ve kaynakları 

Polimeraz Kaynağı  Doğallık Durumu  

Taq  T. aquaticus   + 

Amplitaq®  T. aquaticus  - 

Amplitaq  

(Stoffel parçacık)®  T. aquaticus  - 

Hot Tub™  T. flavis  + 

Pyrostase™  T. flavis  - 

Vent™  T. litoralis  - 

Deep Vent™  Pyrococcus GB-D  - 

Tth  T. thermophilus  - 

Pfu  Pyrococcus furiosus   + 

ULTma™  T. maritima  - 

TM: Ticari Marka R: Kayıtlı ve Tescilli Marka 

Laboratuvarlarda PCR iĢlemlerinde polimeraz enziminin kullanılmaya baĢlanmasıyla, 

teknolojik olarak deneylere son derece katkı sağlanmıĢtır. Daha önce kullanılan 

Escherichia coli bakterisinin DNA polimeraz I enzimi aracılığıyla ürettiği Klenow 

parçacığının ısıya dayanıklı olmaması nedeniyle, her yeni döngüde enzim eklemek 

gerekli oluyordu. Oysa günümüzde kullanılan ısıl dengeli DNA polimerazlar sayesinde 
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bu sorun giderilmiĢ olduğu için, çoğaltımın baĢlarında enzimin tüplere koyulması 

yeterlidir.  

 

Polimeraz zincirleme tepkimesiyle istenen genler veya DNA dizgelerinin yaklaĢık 30 

döngünün sonucunda milyarlarca kez yinelenmiĢ olur. PCR tekniği DNA‟ya dayalı 

belirteçleri geliĢtirmenin temelini oluĢturur (Mullis vd. 1986). Bugün uygulama ve temel 

ilkeleri açısından çok farklı PCR belirteçler bitki ıslah araĢtırmalarında yaygınlıkla 

kullanılmaktadır. Bunlardan bazıları aĢağıdaki gibidir: 

 

- CAPS – Cleaved Amplified Polymorphic Sequence  

- AFLP – Amplified Fragment Length Polymorphism  

- SSR – Simple Sequence Repeats (Basit Dizge Yinelemeleri) 

- SCAR – Sequence Characterized Amplified Region  

- RAPD – Random Amplified Polymorphic DNA  

 

1.9.3.3.1 RAPD–Rastgele çoğaltılmıĢ polimorfik DNA  

RAPD, Polimeraz Zincirleme Tepkime (PCR) üstünde temellenen, rastgele seçilmiĢ 

öncüllerin kullanıldığı bir teknik olarak 1990 yılında tasarlanmıĢtır (Williams vd. 1990). 

Aynı yıllarda aynı yöntemi uygulayan baĢka bir ekip buna AP-PCR (Ġsteğe Bağlı 

ÖncüllenmiĢ PCR – Arbitrarily Primed PCR) ismini vermiĢtir (Welsh ve McClelland, 

1990).  
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Tepkime 1  

  1                          2                          3  

 

                             Çıktı A                Çıktı B  

Tepkime 2  

                                 4               5                                       6  

 

Kalıp DNA-2  

                                                            PCR Tepkimesi  

                                          

                                                Çıktı B   

ġekil 1.6 RAPD tepkimesinin Ģematik gösterimi 

     

  1     2     3     4     5     

 

1. DNA Standardı  

2. Tepkime 1  

3. Tepkime 2  

      4. ve 5. Örnek yüklenmemiĢ kuyular 

 ġekil 1.7 Tepkime 1 ve 2‟nin agaroz jel görüntüsü 

 

                                                                                                            Çıktı B  

            
                                                                                                   Çıktı A  

        1                                            2                                                        3  

                                       4                       5                                                6  

Kal ı p DNA-1  

                                                                                      PCR Tepkimesi  
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Tepkimelerde, öncül olarak bir ve kalıp olarak iki adetten istifade edilmiĢtir.  

  

- ĠĢaretler, tepkimeye katılan dizgeye iliĢkin öncülün çoğaltımıdır.  

- ĠĢaretin istikamet, bireĢim istikametini belirler.  

- Öncüllerin bağlanma bölgelerini göstermek üzere sayılardan yararlanılmıĢtır.  

 

1. Tepkimelerde, 2 ile 5‟e bağlanan öncüller arasındaki DNA dizgesinin 

çoğaltımıyla çıktı A; 3 ve 6 konumlarına irtibatlandırılan öncüller arasındaki 

DNA dizgesinin çoğaltımıyla çıktı B elde edilmektedir. 

  

2. 3 ile 6 arasındaki bölgedeki DNA dizgesinin çoğaltımıyla çıktı B elde 

edilmektedir.  

 

Tepkime bir ile ikiye bağlanan öncüllerin hepsinden bant elde edilemeyebilir. 

OluĢturabilen bantlar, agaroz jelde görüntülenir. 

 

RAPD yöntemiyle elde edilen çoğaltılmıĢ ürün, radyoaktif olmayan standart jel 

elektroforeze alınır, ardından bantlar halindeki çoğaltma ürünleri gözlemlenerek 

incelenir. Sonuçlar bantların varlık ya da yokluğuna göre değerlendirilir (Williams vd. 

1990; Welsh ve McClelland 1990). ġekil 1.8‟deki fotoğrafta örnek bir agaroz jelde 

görülen RAPD bant profilleri bulunmaktadır.  

  

        bp             M      1       2        3        4        5       6        7        8  

 

 ġekil 1.8 Farklı kaya kekiği (Satureja) türlerine ait UBC-208 öncülünün RAPD-PZR jel 

fotoğrafı (M: DNA Standardı) (Öz Aydın 2004) 

 

                           

1500   

1000 

500 
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Ġlk baĢlarda PCR temelli belirteçler, çift öncül kullanarak dizgesi bilinen DNA 

bölgelerini çoğaltmaya dayanıyordu. Sonraları dizilerin belirlenmesinde bazı sorunların 

ortaya çıkmasıyla, genom boyunca sınırlı bölgelerin dizgelerinin bilinmesi gibi 

çekinceler nedeniyle, oligonükleotid öncüllerden daha elveriĢli bir biçimde yararlanmak 

amacıyla RAPD yöntemi geliĢtirilmiĢtir (Williams vd. 1990).  

  

  

Bu yöntemde rastgele seçilen öncül oligonükleotidlerin genomik DNA üzerinde, birbirine 

karĢıt noktalardaki tamamlayıcı bölgeleri belirlenir. Bu ayraç çoğaltılır ve bireyler 

arasındaki polimorfizm durumu incelenir. Diğer PCR uygulamalarında genellikle iki 

öncül uygulanırken, RAPD‟de tek öncül kullanılır. PCR ürünlerine agaroz jel 

elektroforezi uygulanır  (Welsh 1990).  

 

RFLP‟ye oranla daha ucuz ve hızlı bir teknik olmasının yanı sıra radyoaktivite 

gerekmeden ve asgari ölçüde DNA kullanarak uygulanabilmesi nedeniyle gen haritası 

oluĢturma iĢlemlerinde de yaygınlıkla uygulanır (Grattapaglia vd. 1992;  Paran ve 

Michelmore 1993, Hemmat vd. 1994; Malyshev ve Kartel 1997).  

 

RAPD analizlerinin aĢağıdaki üstünlükleri ve çekinceleri vardır: 

 

RAPD Yönteminin Üstünlükleri:  

 

• Süratli, ucuz ve az iĢ gücü gerektirir,  

• Asgari ölçüde DNA yeterlidir, 

• Polimorfizm oranı yüksek olduğu için otomasyona olanak verir.  

 

RAPD Yönteminin Çekinceleri:  

  

• Kısıtlı güvenirliği,  

• Farklı labarotuvarlarda farklı neticelere ulaĢılabilir,  

• Baskın belirteç verir ve böyle elde edilen belirteçler diğer haritalara transfer 

edilemez. 
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Yöntemin temel ilkeleri:  

 

- PCR optimizasyonu sağlamak,  

- Uygun öncül seçimi,  

- Agaroz jelinde görüntülenen bantlar arasında güçlü olanları değerlendirmektir. Bu 

yöntem birçok farklı bitki örneğinde denenmiĢtir (Waugh ve Powell 1992; Ergül vd. 

2002; Aras 2003).   

  

Tekniğin üstünlükleri sayesinde birçok bitkinin kalıtsal yakınlıkları incelenmiĢtir, 

örneğin domates (Williams ve Clair, 1993), arpa (De Bustos vd. 1998), üzüm (Ergül vd. 

2002), kuĢburnu (Aras 2003) ve güllerde kalıtsal haritalama (Debener ve Mattiesch 

1999), ladin (Arcade vd. 2000), çam (Costa vd. 2000).  

  

 RAPD yöntemi, DNA yalıtımı (özütleme) ve PCR olmak üzere baĢlıca iki aĢama halinde 

uygulanır: DNA yalıtım (özütleme) aĢaması; DNA belirteçleri ile yapılan her türlü 

iĢlemde olumlu bir sonuca ulaĢabilmek için, malzemeden uygun nitelik ve nicelikte DNA 

yalıtmak (özütleme) gerekir. Her birey için gereken özütleme tekniğinin özenle seçilmesi 

gerekir, çünkü malzemenin saflık derecesi bireyden bireye değiĢebilir. Örneğin malzeme 

polifenolik bileĢikler ve polisakkaridler yönünden zenginse, saflaĢtırılmak daha zordur. 

Yeterince saf olarak özütlenememiĢ olan DNA, zamanla kaybolacaktır.   

  

Murray ve Thompson (1980), Dellaporta vd. (1983), Doyle ve Doyle (1987), Lodhi vd. 

(1994), Kim et al., (1997) ve Lefort vd. (1998) bitki DNA‟sının özütlenmesi için en çok 

kullanılan yöntemleri sunmuĢlardır.  

 

PCR aĢaması ; Genomik DNA, PCR tekniğinde tüpte çoğaltılır. Bu çoğaltma iĢlemi için 

PCR yöntemiyle, öncül, DNA polimeraz enzimi, dNTP karıĢımı, MgCl2, ve uygun bir 

tampon çözelti aracılığıyla genomik DNA çoğaltılır. Öncülün genomik DNA üzerindeki 

tamamlayıcı bölgeyi bulabilmesi için, elveriĢli bir bağlanma sıcaklığı gerekir. Bir sonraki 

öncülün bağlandığı noktaya kadar DNA bireĢimi sürer. Bu yolla, öncüllerin bağlandığı 

genomik DNA parçası çoğaltılmıĢ olur. Polimorfizmler; çoğaltma bantlarının varlığı ya 

da yokluğuna göre belirlenir, bunun anlamı, RAPD bantlarının baskın olmasıdır. DNA 
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sondaları ya da dizgesin bilinmesi, öncüllerin seçiminde ya da tasarımında gerekli 

değildir. Çoğaltım rastgele olur. Melezleme olmadığı için herhangi bir emdirim iĢlemi, 

ayrıca radyoaktif madde kullanımı da gerekmez. Hızlı ve pratik bir yöntemdir, ancak 

RAPD yönteminin rastgeleliği, yöntemin yinelenebilmesini zorlaĢtırır. Bu nedenle 

olabildiği ölçüde koĢulları değiĢtirmeden yinelemek gerekir.   

  

RAPD belirteçlerle polimorfizmi gösteren bantların belirlenmesi amacıyla PCR 

uygulamak için gerekli her parametre, çok iyi optimize edilmelidir. Optimizasyon 

iĢlemleri, bitki türüne göre büyük farklar gösterebilir.  

 

Öncül ağlanma bölgelerinde moleküler yapı; RAPD‟de kullanılan öncül, kullanılan bazı 

PCR uygulamalarının tersine, yalnızca bir tek tiptir. Bu öncül genellikle 9 ila10 baz 

uzunluğundadır ve rastgele seçilir. PCR sırasında öncülün genomik DNA‟da karĢıt 

iplikçiklerde yaklaĢık 200 bp uzaklıktaki iki noktada tamamlayıcısını bulması ile 

gerçekleĢir (Tingey vd. 1992).   

  

 Uygun PCR döngülerinin oluĢturulması; bir PCR döngüsü, Ģu aĢamalardan geçer: DNA 

çift sarmalının ayrılması (denatürasyon), öncüllerin bağlanması (annealing, primer 

binding), yeni DNA iplikçiğinin bireĢimi (extension). Öncüller rastgele olduğu için 

bağlanma sıcaklığının (Tm) belirlenmesi son derece kritiktir. Bu sıcaklığı, öncülün 

uzunluğu, GC içeriği ve enzimle bir arada uygulanan tampon çözeltinin tuz yoğunluğu 

etkiler (Yu vd. 1993).  

  

Çoğaltım koĢullarının belirlenmesi; tekniğin bu en önemli aĢamasında, diğer belirteçlerin 

uygulanması açısından da PCR yönteminin anlaĢılması önemlidir. Bu da, çoğaltımın 

gerçekleĢtiği kalıp DNA baĢta olmak üzere, kullanılan öğelerden her birinin (DNA 

polimeraz (Taq polimeraz ve tampon çözelti oranları, deoksinükleotid trifosfat (dNTP), 

magnezyum klorür (MgCl2), öncül) bitki türü ve çalıĢma koĢullarına göre en uygun 

değerlerde belirlenmeli ve PCR uygulamalarında sıklıkla ortaya çıkan bulaĢma 

sorununun önlenmesi için, her uygulamada denetim (negatif denetim) 

gerçekleĢtirilmelidir (Ergül 2000).  
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Yüksek yoğunluklarda DNA, çoğaltım ürünlerinde bantların birbiri üzerinde denk 

gelerek “smear” adı verilen bulanık bir görüntü vermelerine neden olurken, düĢük 

yoğunluklar da sonuçların yinelenebilirliğini engeller.  

 

Öncül yoğunluğu da DNA yoğunluğuna benzer bir etki yapar; yüksek yoğunluklarda 

“smear” olmuĢ bantlar görünür, düĢük yoğunluklarda ise bantların çoğaltım oranı azalır. 

En uygun değerlerin üzerindeki yoğunluklarda MgCl2 bantlar arasında farklı çoğaltım 

düzeylerine neden olur, dNTP ise özellikle düĢük yoğunluklarda bant parlaklıklarını 

düĢürür. DNA polimeraz uygulaması ise, diğer bileĢen oranlarına uygun biçimde 

belirlenmelidir (Welsh ve McClelland 1990; Weeden vd. 1992; Ellsworth vd. 1993; Levi 

vd. 1993, Muralidharan ve Wakeland 1993).  

   

Öncül dizgelerinin belirlenmesi; RAPD yöntemi, öncül dizgelerinin belirlenmesi 

yönünden diğer PCR belirteçlere göre daha duyarlıdır. Uygulanan öncüllerin uzunluğu 9 

ila 10 baz olmakla beraber, polimorfizm oranını çoğaltmak amacıyla kullanılan ve RAPD 

ile aynı prosedür aĢamalarında gerçekleĢtirilen belirteçlerde, 5 ila 8 baz uzunluğunda kısa 

öncüllerin (Caetano-Anolles vd. 1991), ya da değiĢik haritalama ve parmak izi 

analizlerinde, 17 ila 24 baz uzunluğunda (Ye vd. 1996) öncüllerin kullanıldığı çalıĢmalar 

da bulunmaktadır. Bu yöntemde G+C içeriğinin %50 ila 80 olması, 6 bazdan daha uzun 

palindromik dizge içermemeleri ve öncülün ucunun tamamlayıcı olmaması en önemli 

öğelerdir (Williams  vd. 1993) . 

   

Genom büyüklüğü ve çoğaltım ürünlerinin oranı; bir öncülün bağlanma bölgeleri ve 

bunların çoğaltımı, “genom tümleĢiği” olarak adlandırılan genom büyüklüğü ve 

yinelenme bölgelerinin çokluğuyla doğru orantılı düĢünülür ve daha karmaĢık 

genomların, daha çok sayıda RAPD parçacığı oluĢturması beklenir. Ancak araĢtırmalarda 

elde edilen sonuçlar, çoğaltılan parçacık adedini, genom büyüklüğünden bağımsız bir 

biçimde, öncül bağlanma bölgelerinin PCR tepkimesinde birbiri ile yarıĢtığını 

göstermektedir (Grattapaglia  vd. 1992).  

   

RAPD belirteçlerinin yinelenebilirliği; RAPD yönteminin en önemli üstünlüğü, genom 

analizlerinde rastgele öncüllerin kullanılmasıdır. Ancak hem rastgele öncül kullanılması, 
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hem de PCR aĢamalarının fazlasıyla duyarlı olması, yöntem sonuçlarının yinelenebilirliği 

konusunda araĢtırmaları öne çıkarır. Birçok araĢtırmacı farklı öğeleri hem bir arada, hem 

de tek baĢına değerlendirmiĢ, laboratuvar içi ve laboratuvarlar arası çalıĢmalar 

aracılığıyla bu teknik bu açıdan araĢtırılmıĢtır. Yöntemin uygulanmasındaki asıl ilke; 

uygun bir optimizasyon koĢulunun belirlenip, buna uygun öncülleri seçmek ve sonuç 

değerlendirmelerinde çoğaltımı iyi gerçekleĢen bantları değerlendirmektir (güçlü bantları 

seçip zayıf bantları değerlendirme dıĢı bırakarak).   

   

Sonuçların yinelenebilirliğiyle ilgili çalıĢmalarda, bu temel ilke hesaba katılır ve 

araĢtırmacıların tümü optimizasyonlarında, RAPD sonuçlarının yinelenebilirliğini çok iyi 

ya da kusursuz olarak değerlendirirler (Levi  vd. 1993, Meunier ve Griment 1993, Colins 

ve Symons 1993, Ye  vd. 1998). Optimizasyonda yapılan değiĢikliğin sonuçları, 

yinelenebilirliğinin araĢtırma konularını oluĢturur. Bunlar da genellikle aĢağıdaki 3 gruba 

ayrılır: 

 

- Tepkime karıĢımları,   

- Farklı polimeraz zincir tepkimesi aygıtları,   

- Bant okumalarının yapıldığı ve değerlendirildiği jel ortamlar.  

  

Tepkime karıĢımlarında, DNA özütlemenin yinelenmesi ve değiĢik ölçülerdeki etkisinin 

yanı sıra, farklı ticari DNA polimerazların etkileri de araĢtırılmıĢtır. Weeden vd. (1992), 

Ye vd. (1998) ve Vidal vd. (1999), özütlemenin yinelenmesini ve değiĢik DNA 

miktarlarının etkilerinin sonuçlar üzerinde önemli olduğunu bildirmiĢlerdir.  

  

Meunier ve Griment‟in (1993) aynı optimizasyon koĢullarında, kullanılan aygıtların da 

yinelenebilirliği büyük ölçüde etkilediğini bildirmelerine karĢılık, Ye vd. (1998) 

öncül/genotip birleĢimlerinin farklı aygıtlarda aynı çoğaltım ürünlerini verdiğini 

belirtmiĢlerdir.   

  

Bant okuma ve jel ortamlarının yinelenebilirlik üzerindeki etkisi birçok yönüyle 

incelenmiĢtir. Weeden vd. (1992), bant okumalarında hata oranın %2 ila 7 olduğunu ve 
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zayıf bantlar değerlendirmeye alındığı takdirde, bu oranın yükselebileceğini 

belirtmiĢlerdir. Ayrıca agaroz jel elektroforezi yerine, daha yüksek çözünürlüklü DGGE 

 

– Denatüre Gradyan Jel Elektroforezi (Denatured Gradient Gel Electrophoresis) ya da 

TSGE – Isı Taramalı Jel Elektroforezi (Temperature Sweep Gel Electrophoresis) 

kullanıldığında, bant okumalarının kolaylaĢacağı bildirilmiĢtir (Penner vd. 1996).  

 

1.9.3.3.1.1 RAPD tekniğinin üstünlükleri ve diğer moleküler belirteçler ile                   

karĢılaĢtırılması 

   

RAPD, basit ve hızlı bir yöntemdir, çünkü ön bilgi gerektirmez, küçük ölçülerde DNA ile 

çalıĢabilir ve değerlendirme aĢamasında radyoaktif madde kullanımı gerektirmez. BaĢka 

yöntemlere göre üst düzeyde polimorfizm göstermesine karĢın, ekonomik yönden de 

üstündür (Robinson ve Harris 1999).  

  

RAPD tekniğinde karĢılaĢılan sorunlardan biri, bazı durumlarda öncülün yanlıĢ 

bağlanması sonucunda istenmeyen bantlar oluĢmasıdır (Andersen, 2000). RAPD 

uygulamalarının hatasız bir biçimde yapılabilmesi için, DNA‟nın saf olması, MgCl2 

yoğunluğu, bağlanma ısısı, öncül seçimi, kullanılan DNA polimerazlar ve uygun 

koĢullarının sağlanması PCR için son derece önemlidir, çünkü bunların sağlanması 

sırasında oluĢabilecek karıĢıklıklar, istenmeyen bantların ortaya çıkmasına neden olabilir. 

Bazen RAPD sonuçlarında kalıp DNA ve öncülün hatalı eĢleĢmesine karĢın bantlar 

görülebilmektedir. Bazen de, bireyden DNA yalıtılması sırasında bitkide bulunan 

simbiyotik organizmalardan ve parazitlerden DNA bulaĢması nedeniyle normal olmayan 

RAPD bantları görülebilir (Wolfe ve Liston, 1998), RAPD belirteçleri uzaktan akraba 

olan bireylerin arasındaki kalıtsal uzaklıklar da eksik değerlendirilebilir.   

  

1.9.3.3.1.2  RAPD yönteminin uygulama alanları   

RAPD yöntemi ucuz ve bir ölçüde basit olduğu için biyolojinin birçok alanında 

yaygınlıkla kullanılmaktadır. 
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Genotipik tanımlama; Wolfe ve Liston, (1997),  konu üzerinde çalıĢanlarca, ondört adet 

dekamerlik RAPD yardımıyla polimorfizm düzeyi yüksek 14 adet dekamerlik, daha 

evvelden belirlenen desenler kullanılarak tanımlanamayan türve çeĢirlerin 

ayrıĢtırılmasında baĢarılı olunmuĢtur. Bunu gözlemlemek üzere Paeonaia (p.)‟lar üzerine 

yapılan bir çalıĢmayla dört adet iki paeonia türünden alınan melez ile bir adet p.lactiflora 

3 adet p.lutea ve 13 adet p. Sufruticoza kullanılarak RAPD uygulamaları yapılmıĢtır. 

Elde edilen bulgularla  aynı anne babadan alınan üç adet melezden birinin diğer ikisinden 

ayrıĢtığı ve belirtilen ikisinin anne baba özellklerine daha çok sahip oldukları 

anlaĢılmıĢtır. 

 

Hodkinson vd. (2000), kaltsal yapıları birbirine çok yakın bitkilerde genomu takip ederek 

tekrarlanma ile düzenlendiği yerlerde tanımlamaların yapılmasının mümkün olduğu 

belirtilmiĢtir. 

 

Ulrich vd. (1998), rDNA ve SSR farklılıklarını kullanarak tanımlamalar çalıĢmalarda 

bulunmuĢlardır. Ancak birçok bilim adamınca, AFLP ve RAPD bitki farklılıklarını 

belirlemede en fazla kullanılan tekniklerin olmuĢtur. 

 

ÇeĢitlerin kesin olarak tanımlanması amacıyla kısa bir süre önce, DNA analizleri 

geliĢtirilmiĢtir. Polimeraz Zincirleme Tepkimede (PCR) kullanılan (Williams vd. 1990) 

RAPD analizlerinde, morfolojik karakterlerle ancak bir ölçüde tanımlama 

yapılabilmesine karĢın, tanımlamalar bakımından son derece baĢarılı uygulanmıĢtır. 

(Goodier ve Davidson, 1993). 

  

Gen haritaları oluĢturma; kalıtsal haritalama çalıĢmalarında yaygınlıkla RFLP yöntemi 

kullanılır (Botstein vd. 1980). RFLP yönteminin uygulamasındaki uzun vakit alması 

radyoaktif ihtiyaçların karĢılanmasındaki zorluklar, nitelik ve nicelik olarak iyi durumda 

DNA ihtiyacı gibi nedenlerden dolayı, nanogram ölçeklerde DNA gerektiren ve üretilen 

parçacıkların doğrudan görüntülenebildiği PCR yöntemlerine ağırlık verilmiĢtir. PCR her 

ne kadar minisatelitler, makrosatelitler ve STS (Dizge Etiketli Konum – Sequence 

Tagged Site) lokusları aracılığıyla, kalıtsal haritalamaya olanak verse de, seçici öncül 

tasarımı için baĢlangıç baz dizgesi bilgisi gerektirmesi, çok miktarda yapılabilmesinde 
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kısıtlayıcı etkisi vardır. (Mori vd. 1993, Wolff ve Van-Rijin 1993, Villordon ve LaBonte, 

1995). 

 

PCR analizlerinde baĢlangıç DNA dizgesi bilgisinin gereksinimi, DNA parçalarını 

çoğaltmada kullanılan rasgele dizgeler, yani RAPD aracılığıyla ıptal edilmiĢtir. Birçok 

bitkide RAPD ile, süratle haritalama yapılabilmiĢtir. Haritalama çalıĢmalarının 

çekincelerinden birisi, RAPD belirteçlerinin baskın karakterli olmasıdır. 

 

Tekniğin bir baĢka üstünlüğü, jel üzerindeki bantlarının yalıtılmasıyla, melezleme 

sondalarının elde edilebilmesidir. Ancak bazı polimorfik RAPD bantlarının yinelenen 

DNA sıralarıyla eĢleĢmeleri (hibridizasyonu) nedeniyle RFLP sondası olarak kullanımı 

elveriĢli değildir (Williams vd. 1990, 1993). 

 

Bir özelliğe iliĢkin kalıtsal belirteçlerin geliĢtirilmesi; genomda haritala oluĢturma gereği 

olmadan, istenen bir özelliğe (morfolojik, fizyolojik ya da biyokimyasal) iliĢkin 

belirteçlerin tanımlanması, RAPD yönteminin en yaygın uygulamalarından biridir. 

Martin vd. (1991), bir özelliğe iliĢkin olan DNA bölümlerinin yalıtılmasına 

kullanılabilen, yöntemi esas alan bir prosedür geliĢtirmiĢlerdir.  

 

Çok sayıda melezlemeyle yapılmasıyla uzun zaman alması bu yöntemin en önemli 

sınırlayıcısı özelliğidir. Doğal olarak bir takım belirteçler ilgilenilen bölgeye iliĢkin 

değildir ama donörün bölgeleri istenen bölgelerle alakalı olabilir. (Michelmore vd. 1991)  

 

RAPD-temelli bir baĢka yöntem, Michelmore vd. (1991) tarafından tanımlanan Bulk 

Segregant (Toplu Ayırma) analizidir. Bu analiz ile tam bağı bulunmayan belirteçler için 

bir havuz oluĢturulmuĢtur. BirleĢtirilmiĢ DNA‟ların aranan özellikleri taĢıyanlarla 

taĢımayanlar arasında yapılan mukayeseye istinat ettirilen yöntemle kalıtsal bağdan 

yararlanılarak yepyeni bir havuz oluĢturulur.  

 

Belirteçlerin kalıtsal bağından yararlanarak yeni bir gen havuzu oluĢturulur. Bu yöntem, 

hastalık dayanım genleriyle bağlı RAPD belirteçlerini tanımlamak amacıyla marul 

(Tingey ve del Tufo, 1993). ve arpada (Barua vd. 1993) baĢarıyla kullanılmıĢtır.  



49 

 

Havuz stratejisi ayrıca fcinsiyete bağlı RAPD belirteçlerinin tanımlanmasında da yararlı 

olmuĢtur. Genlerin izlenebilme etkinliğini, yakın izogenik hatların DNA havuzundaki 

RAPD analizleri çok arttırmıĢtır (Barua vd. 1993). 

 

Nüfus ve evrim genetiği; DNA yöntemlerinin üstünlükleri, biyolojinin birçok sorununu 

çözmekte büyük etkiye sahiptirler. Genotip sıklığının ve alellerin tam bir değerlendirmesi 

yapılabilmesi için çok sayıda örnek gerekmesi, DNA yöntemlerinin nüfus genetiği 

çalıĢmalarında uygulanmasını kısıtlamaktadır. Nispeten yüksek giderlerin yanı sıra 

karmaĢık aygıtlar, eğitilmiĢ personel ve uzun zaman gereksinimi, nüfus genetiği 

çalıĢmalarını kısıtlayan diğer öğelerdir. Nüfus genetiği çalıĢmalarında RAPD yönteminin 

dolaysızlığı ve DNA düzeyindeki kalıtsal farklılıkları ortaya çıkarma hızı büyük önem 

taĢır (Hedrick, 1992).  

 

Alloenzim ve RFLP gibi eĢ-baskın belirteçlerle elde edilebilen gen sıklığına nazaran 

RAPD belirteçlerinde nüfus genetiği çalıĢmalarında daha az bilgi elde edilebilir, çünkü 

ıslah edilmiĢ çeĢitlerin baskın karakterlidir. Bu da RAPD belirteçlerinin kullanımındaki 

en önemli çekincedir. Alloenzim ve RFLP gibi eĢ-baskın belirteçlerle aynı düzeyde 

istatistik derece elde edebilmeleri nedeniyle RAPD belirteçlerinin için 2-10 kat daha çok 

örnekle çalıĢılması gerektiğini bildirmiĢlerdir. Lynch ve Milligan (1994),  uyumlu bantlar 

arasındaki benzerlikler büyük bir önemi haiz olmakla birlikte değiĢik türler ya da kaltsal 

yelpazesi geniĢ nüfuslardan edinilen örneklerde elde edilecek bilgilerin güvenirliliği 

azalır. (Arnold vd. 1991).   

 

Cinsel yolla çoğalanlara göre kopyalanarak çoğaltılan organizmalarda RAPD 

belirteçlerinin kullanımı daha elveriĢlidir. Polimorfik bant desenleri cinsiyetsiz çoğalan 

bireyler arasındaki, klon tanımlamada kullanılır (Williams vd. 1990). Aynı Ģekilde melez 

nüfusların tanımlanmasında nüfusa özgü belirteçler kullanılır (Smith ve Williams, 1994; 

Allegrucci vd. 1995) AP-PCR aracılığıyla, hatlatı farklı olan mısır bitkisinde, baĢarılı bir 

biçimde tanımlanmıĢlardır (Welsh vd. 1991). 

 

RFLP‟ye dayanan yöntemlere nazaran; yeterli sayıda kalıtsal belirteç oluĢturulmasına 

imkan vermesı sebebiyle, RAPD yöntemi haritalama için genomları karmaĢık bitkiler 
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için daha faydalıdır. ÇeĢitli özelliklerin değiĢik genler tarafından idare ediliyor oluĢu, iç-

dıĢ faktörlerden etkilenmesi nedeniyle maddi  olarak engel oluĢturmaktadır. Niceliksel 

özellikler olarak adlandırılan kimi özellikler, Niceliksel Özellik Lokuslarının (QTL – 

Quantitative Trait Locus), ifade edilmesi sonucunda ortaya çıkarlar. Uyarlama ve seçilim 

programları çerçevesinde bu lokusların gözlenmesi için RAPD belirteçleri kullanılır. 

Türler arasındaki kalıtsal çeĢitlemeyi belirleme yeteneği dikkate alınarak bitki 

türlerindeki melezleme ölçüsünü belirlemek amacıyla istemediğimiz nüfus içinde 

bulunan resesif alellerin görülme frekansini azaltmak üzere bu yöntemden 

faydalanılabilir.  Bu belirteçler, maddi değeri olan direnç geliĢtirme v.b. gibi, sadece bir 

genle yapılabilen hususiyetlere iliĢkindir.  

 

Polimorfik RAPD belirteçleri, ticari hibridizasyon programlarında daha üstün olan SCAR 

(Dizge Karakterli ÇoğaltılmıĢ Bölge) belirteçlerine de dönüĢtürülebilir (Zabeau ve Vos 

1993, Vos vd. 1995). 

 

1.9.3.3.2 AFLP: ÇoğaltılmıĢ parça uzunluk polimorfizmi  

AFL uygulamasında, iki endonükleaz enziminin tatbikiyle, sınırlama parçacıklarının özel 

bir alt grubunun çoğaltılmasıdır tekniğinin esas uygulama alanıdır Russel vd. (1997), 

Genoma iliĢkin ön bilgi olmaksızın uygulanabilen ve aynı zamanda polimorfizm alabilme 

ihtimali bayağı çok olan bir yöntemdir. Alınan belirteçler gayet güvenilir ve bilgi verici 

özelliktedir. Bu yöntemle 50 ila 100 gibi büyük sayılarda çıktı elde edilmesi nedeniyle 

bunların analizlerinin bilgisayarlar yardımıyla yapılması gerekir. Ancak bu yöntemin en 

mühim zafiyeti, dominant belirteçler oluĢturmasıdır. Kalıtsal haritalar elde edilirken 

belirteçler çoğunlukla kromozomların uç bölgelerinde toplanır. Bu da farklı alanlardali 

analizleri zorlaĢtırır (Avise, 2004). 

 

AFLP tekniği, sınırlama enzimleriyle alınan parçacıklarının seçilerek artırılması 

prensibine dayanır. Random alanlarda belirteçler içeren artırım reaksiyonundan meydana 

gelir. Analizler, her örnekten çok sayıda çıktı alınacak Ģekilde sonlandırılır. AFLP 

analizleriyle saf ve saf olmayanların farklılıklarını ortaya koymaktadır.  
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Hodkinson vd. (2000), 18 arpa çeĢidi üzerinde çeĢitlemenin tesbiti için çeĢitli yöntemler 

denemiĢlerdir. Polimorfizm belirlemek için her tip belirtecin baĢka etkisi tespit edilmiĢtir. 

RAPD ile en az, SSR ile az sonuçlara ulaĢılmakla birlikte AFLP ve RFLP ile paralel 

neticeler alınmıĢtır.  

 

Carolan (2002), kalıtsal benzeĢim üzerine değiĢik gen havuzlarında adzuki fasulyesi ile 

yaptıkları bir denemede, 213 adet AFLP ve 56 adet RAPD bandının kalıtsal farklılığı 

belirlenmiĢtir. Polimorfik bantta her reaksiyonda ortalama değer olarak RAPD ile 3,1, 

AFLP 11,2 sayısına ulaĢılmıĢtır. AFLP ile, RAPD‟den daha nitelikli neticeler elde 

edilmiĢtir.  

 

Ergül (2001) Bu usulde iki enzim ile DNA kesilir. Kesilen parçaların ucuna sentetik bir 

DNA eklenir. Eklenenin nükleotid diziliĢi bilinmelidir. baĢlatıcı DNA‟ların kullanımıyla 

Bu DNA‟nın nükleotid diziliĢini de taĢıyan bir ölçüde özgül olan DNA‟nın artırılması 

sağlanır. AFLP ile, RAPD‟nin eksikliklerinin üstesinden gelmek amaçlanmıĢtır. Ġki 

aĢamada gerçekleĢtirilir: 

 

I. Ön üretimde, dizgeden seçimle çoğaltma gerçekleĢtirilir.  

II. Asıl üretim aĢamasında, elde edilen parçalar müteakip ikinci ve üçüncü 

nükleotidleri hedefleyen üretim yapılır.  

 

AFLP aĢamaları (Ergül 2001):  

 

- Sınırlama enzimleriyle kesim yapılır,  

- Uyarlayıcılara öncülle sınırlama parçacıklarının ön,-çoğaltımı gerçekleĢtirilir,  

- Bu parçacıkların özel olarak oluĢturulmuĢ ve radyoaktif iĢaret verilmiĢ öncüllerle 

asıl çoğaltımı ve poliakrilamid jel elektroforezde (PAGE) yürütülür.  

 

Hodkinson vd. (2000), izlerin çoğaltılacak biçimde yapılması gerektiğini bildirmiĢtir. 

Yinelenebilir ve heryerde kullanılabilen biliĢsel belirteçler sağlanır.  
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Carolan (2002), AFLP kullanarak kalıtsal çeĢitlemeler araĢtırmıĢtır. Yenilenen bitkiler, 

morfolojik ve fitokimyasal anlamda ana bitkilerden farklar göstermiĢlerdir. OlgunlaĢmıĢ 

hatlardan geliĢen bitkilerin kapsüllerinde Papaver bracteatum’daki baskın alkaloidlerden 

tebain bulunamamıĢtır. Bu nedenle kalıtsal tekdüzelik bozulmuĢtur. Onun yerine bulunan 

izotebain olağanlıkla Papaver pseudoorientale‟de bulunur. Ancak laboratuar ortamında 

yetiĢtirilen bitkiler pseudoorientale‟e benzemektedirler. Fitokimya ve laboratuar  

çalıĢmaları, kalıtsal tekdüzelik bozulmasının somaklonal çeĢitlemeden değil, tohumdan 

kaynaklandığını göstermektedir. Bir yöntem olarak AFLP parmak izi çözümlemesinin, 

oxytona türlerini derlemek ve alloploidiyi belirlemeyi kolaylaĢtırdığı belirtilmiĢtir. AFLP, 

tahıllar ve diğer ürünlerde klonal çeĢitlemeyi belirlemek için yaygınlıkla 

uygulanmaktadır (Mackill vd. 1996; Paul vd. 1997; Waugh vd. 1997; Hodkinson vd. 

2002). AFLP usulü Asya bambusunda uygulanmıĢ (Liu, 1999),  AFLP yönteminde 

kullanılan öncüllerin birleĢimi aracılığıyla 253 polimorfik belirteç elde edilmiĢ ve 

bunlardan 145 adedinden netice alınmıĢtır. Analizde, bağlantı derecesinden kalıtsal 

yakınlıklar belirlenmiĢtir. Laboratuvar ortamında yetiĢtirilen bitkilerde, 

p.pseudoorientale hatlarıyla benzerlik görülmüĢtür. Her öncül setinden öncüller 

arasındaki yakınlık derecesi tespit edilmiĢtir. Bu yöntem, sınırlayıcı parçacıkların seçmeli 

çoğaltımı ilkesine dayanır. AFLP yöntemi aĢağıdaki gibi özetlenebilir: 

 

1. DNA‟nın sınırlama enzimleriyle kesimi yapılır. Sonuç olarak sayıca çok 

parçacık ortaya çıkar ve uyarlayıcılar (25 ila 30 bp spesifik ds oligonükleotid 

uyarlayıcılar) kesilen DNA parçacıklarına bağlanır. 

2. Sınırlama parçacığı grupları çoğaltılır. 

3. ÇoğaltılmıĢ parçacıkların jel analizi yapılır. 

 

Seçmeli çoğaltım, sınırlama parçacıklarına eklenerek uzayabilen ve yalnızca bu 

parçacıkları çoğaltabilen öncüller kullanarak gerçekleĢtirilir. Bu teknik, çok sayıda 

parçacığın özgül çoğaltımına olanak verir. Tipik olarak 50 ila 100 adet sınırlama 

parçacığının çoğaltılması ve denatüre poliakrilamid jelde belirlenmesi sağlanabilir (Vos 

vd. 1995; Liscum ve Oeller; 1995; Mohan vd. 1997). 
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Uyarlayıcılar genel olarak kısa segmanlı, sınırlama bölgesine tamamlayıcı iplikçiklilerdir. 

Sınırlama farklı uyarlayıcılar ve farklı parçacıklara bağlanabilecek farklı öncüller gerekir. 

Öncüller uyarlayıcı dizgelerine özgüldür (Liu, 1999). 

 

AFLP belirteç yönteminde PCR ürünleri, floresan boya ya da radyoaktif maddelerle 

iĢaretlenerek belirlenebilir. Floresan boyalarla belirleme, radyoaktivite belirlemesine 

oranla göre daha duyarlıdır, bu nedenle DNA daha fazla seyreltilmelidir (Robinson ve 

Harris, 1999). 

  

Bu tekniğin, bazı üstünlükleri vardır. Bu prosedürle çok sayıda polimorfizm alınabilir. 

Nitekim, akasya bitkisiyle yapılan çalıĢmada 20 adet RAPD öncülüyle 170 polimorfizm 

bulmuĢlar, 3 adet öncülle 644 adet bant yapılmıĢtır. Ddizge bilgisine ihtiyaç duymaması 

ise AFLP tekniğinin diğer bir üstünlüğüdür (Meksem ve Kahl 2005; Lörz ve Wenzel 

2004). 

 

AFLP tekniği yüksek çözünürlükte haritalama niteliği sunar. Örneğin, Harushima v.d., 

1998‟de gerçekleĢtirdikleri araĢtırmada 2275 belirteç kullanarak 1521,6 cM‟lik bir 

kalıtsal bağlantı haritası oluĢturmuĢlardır (Harushima vd. 1998). Bu yöntemde zaman ve 

maliyet verimliliği, yinelenebilirlik ve çözünürlük, baĢka belirteçlerle (allozimler, RAPD, 

RFLP, mikrosatelit) eĢit ya da üstün düzeydedir. Ancak bu teknikle eĢ baskın belirteçler 

elde edilemez, elde edilen belirteçler baskın olur. AFLP‟den sistematik, nüfus genetiği, 

DNA parmak izi faaliyetlerinde kullanılır (Rangwen vd. 1995; Ridout ve Donini, 1999).  

 

AFLP Yönteminin Üstünlükleri:   

 

- EĢ zamanlı çok sayıda taramayı etkili bir biçimde gerçekleĢtirebildiği için 

kriminal analize çok uygundur,  

- Sayıları diğer analiz çeĢitlerine göre daha fazladır.  

- DNA malumatına ihtiyaç göstermez,  

- Oransal olarak poliformizmde iyidir.  

Otomasyona da elveriĢlidir.  
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Çekinceleri:  

- Dominant belirteçler üretir, ancak eĢ baskın belirteçler de verdiği bildirilmiĢtir.  

- Farklı kalıtsal haritalar arası aktarımı güçtür.  

 

1.9.3.3.3  SSR: Basit dizge yineleme (Simple sequence repeat)  

Mikrosatelit ya da SSR‟ler (Simple Sequence Repeat), kısa yineleme dizgeleridirler ve 

bazı canlılarda genoma göre değiĢkenlik gösterirler (Rangwen vd. 1995). Kalıtsal kimlik 

çalıĢmalarında, aralarındaki alel çeĢitlemelerinin tekrarlama mutasyonları gibi husuları 

temel alan belirteçlere (Ridout ve Donini, 1999) göre önemli üstünlükler sağlarlar. 

Canlıların genomunda çok sık ve belirli sayılarda yinelenen DNA dizgeleri bulunur. 

Dizgelerin genomun neresinde bulunacağı ve kaç kez yineleneceği, türden türe farklılık 

gösterir. SSR yöntemi, aynı tür içerisindeki bireyler arasında da bu dizgelerin bulunup 

bulunmadığını temel alır. Yinelenen bölgelere özgü öncüller geliĢtirilir ve bu öncüller 

aracılığıyla PCR uygulanır. PCR ürünleri, elektroforez sonrasında etidyum bromür ya da 

gümüĢ nitrat kullanarak boyandıktan sonra polimorfizm aranır. Yöntemin en önemli 

üstünlüğü eĢ baskın yapı göstermesi ve yinelenebilir olması, çekincesi ise genom bilgisi 

ve dizge analizi gerektirmesidir (Litt ve Luty 1989; Weber ve May 1989)   SSR 

öncüllerinin üretiminde çoğunlukla 3 değiĢik yaklaĢım bulunur:  

 

1. Derlemelerin oligonükleotidlerin melezlenmesi aracılığıyla tanımlanması,  

2. SSR‟lerin incelenmesi, 

3. Spesifik öncüllerin yakınlardan seçilerek kullanılması,  

Tekrarlanan bir dizge kopyalanır, bu yinelen dizgeyi saran nükleotidler belirlenir ve buna 

uygun öncüller üretilir. 11 ila 60 bazlık yinelemelere VNTR (Variable Number Tandem 

Repeat – DeğiĢken Sayıda ArdıĢık Yineleme) adı da verilir. Basit dizi yinelemeleri eĢ 

baskın belirteçlerdir ve her lokusta çok sayıda alel vardır.  

SSR yöntemiyle bitkilerde birçok tür için önem taĢıyan belirteçlerin baĢarıyla yalıtılması 

ve uygulanması baĢlamıĢtır.  
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SSR‟lerin nitelendirmesi, yakın zamanda üzüm (Thomas ve Scott 1993) gibi bahçe 

bitkileri türlerinde ve meĢe (Dow vd. 1995), okaliptüs (Byrne vd. 1996) ve benzeri orman 

ağaçlarında yapılmıĢtır.  

 

Belirteçler 1-4 kez yinelenen ögeleri içerir (Weber ve Wong, 1993). Belirtilen alanlara 

mikrosatelit adı verilir (Weising vd. 1996) ve ferdi Ģekilde artarlar.  

 

Yamamoto vd. (2001) SSR analizi kullanarak, P.vaginatum‟un 46 ekotürüyle 

polimorfizmleri belirlemiĢlerdir. Mikrosatelit lokusunda oluĢan değiĢik bir alelin, 

yinelenen nükleotid sayısında ve yinelenen bölgenin uzunluğunda değiĢimin farklı 

alelleri netice vermiĢtir. 

 

Lui vd. (1995), lokusların özellikle tek bir lokusu temsil edecek biçimde düzenlenmiĢ 

olmasından dolayı, analitik yönden basit olduğunu bildirmiĢtir. Genom boyunca homojen 

olarak dağılmıĢtır. Bu belirteçler, PCR-temelli belirteçler oldukları için, az miktarda 

DNA yeterli olur. Her SSR lokusunu bir çift öncül tanımlar, bu sayede laboratuvarlar 

arasında öncül değiĢimi basittir (Gianfranceschi vd. 1998). Bu öncüller, tür içinde ve 

türler arasında uygulanabilir. Örneğin, bazı bitkilerde türler arası çoğaltım baĢarıyla 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Belirteçler, genotipleri ferdi olarak türlerde belirler (Braaten v. d).  

 

Yineleme tiplerine göre sınıflandırıldığında SSR yinelemeleri, örge diziliĢlerine göre 4 

farklı gruba ayrılır.  

 

1- Hatasız yineleme  

2- BileĢik yineleme  

3- Hatalı yineleme  

4- KarmaĢık yineleme  

 

Mikrosatelit kalıtsal farklılıklar, farklı yinelemelerle alelleri Ģart koĢar. Mikrosatelit 

oranının, her kuĢakta 10-2 -10-4 arasında arttığını ve mikrosatelit yinelenmelerinde  

gözlemlendiği bildirilmiĢtir. (Braaten vd. 1988, Vergnoud 1989). Kalıtsal farklılıklar 

sınırdaĢ öncüller tasarlanarak tanımlanır ve bu bölgeler tür içi korunma eğiliminde 

olmalarının yanı sıra, taksonomik olarak daha üst seviyede korunabilir. Nüfus içerisinde 
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dizge yinelemelerindeki değiĢimler mikrosatelit alellerinin sayısında farklılaĢmaya neden 

olur. Mikrosatelitler, kalıtsal çeĢitliliği belirlemede sundukları kolaylık nedeniyle, son 

zamanlarda en çok uygulanan gen tekniklerinden olmuĢtur.  

 

1.9.3.3.3.1  SSR lokus yalıtım yordamları  

Mikrosatelit yalıtımı temelde, standart derlemelerinin yapılması, bu derlemelerin 

sondalarla araĢtırılması, dizgelerin öncül tasarımı ve kalıtım farklarının tanımlanması 

biçiminde gerçekleĢir. Yalıtım verimlilik ve giderler dikkate alınarak farklı yordamlar 

geliĢtirilmiĢtir. SSR yalıtım yordamları aĢağıdaki gibidir:  

1. Standart derlemeler yapma, 

2. ZenginleĢtirilmiĢ derlemeler yapma, 

3. Veri tabanları marifetiyle SSR oluĢturma.  

SSR Yönteminin Üstünlükleri:  

 

- Yüksek polimorfizm gösterir. Bu nedenle bitkilerde çok miktarda veri üretilir.  

- Bitki genomunda çok miktarda ve düzenli bir dağılımda bulunur.  

Çekinceleri:  

 

- Belirteç geliĢtirebilmek üzere, kopyaların yinelenen sondalarla melezleme 

marifetiyle elde edilmesi,  

- Dizgelerinin yinelenen yerlerinden baĢlatıcı oluĢturulması Ģarttır ki özel baĢlatıcı 

DNA‟ların geliĢtirilmesi gerekir, ki yüksek maliyetli ve daha çok iĢ gücü 

gerektiren bir iĢlemdir.  

 

1.9.3.3.4 SCAR (Dizge karakterli çoğaltılmıĢ bölge)  

Bir polimorfik RFLP ya da RAPD kopyalanır ve dizge çözümlemesi gerçekleĢtirilir. Bu özgül 

parçacığa göre 2 ila 24 nükleotidlik PCR öncülü bireĢtirilir. PCR ile çoğaltılmıĢ özgül öncüller 

enzimlerle kesilir. Sonuç olarak DNA‟daki büyüklük değiĢimi belirlenir.  
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SCAR Yönteminin Üstünlükleri:  

 

- Çok sayıda eĢ-baskın belirteçler olur, 

- Her lokusta çok sayıda alel bulunur. 

- SCAR‟lar RAPD‟ye göre daha iyi üretilebilir, 

- Bu belirteçler RFLP‟ye göre daha kolay ve süratle belirlenebilir.  

 

SCAR Yönteminin Çekinceleri:  

 

- RAPD bantlarının yinelenen DNA dizgeleriyle melezlenme olasılığı nedeniyle, özgül bir 

klon elde etmek olanaksız olabilir, 

- Çok zaman ve iĢçilik gerektirir.  

 

1.9.3.3.5 SSCP (Tek zincirli uygunluk polimorfizmi)  

Herbir zincirin değiĢik biçimde katlanmasıyla farklı uygunlukların oluĢması ve buna 

uygun Ģekilde değiĢen hızlarda hareketini temel alan bir tekniktir. Mutasyonu olan DNA 

molekülü, tek baz farkıyla dahi normal dizgede farklı bir yapı oluĢturacağı için, farklı 

konumlarda bantlanma gözlenir. Ġncelenen örnekle normal olan arasında fark oluĢması, 

mutasyonun varlığını gösterir.  

 

Nokta mutasyonlar her ne kadar DNA dizge çözümlemesiyle kesin biçimde 

tanımlanabilse de, zaman ve masraflar normal olarak taranacak alan arttıkça artacaktır. 

Engellemek üzere mutasyonlu genler, 200 bp‟liklerin sayısı artırılır ve teknikle taranarak 

aranan kısım bulunur. Böylece, bütününü üzerinde çalıĢmak yerine, yalnızca ilgili 

parçanın incelenmesi, süreci kısaltmanın yanı sıra, masrafı da azaltır.  

 

1.9.3.3.6  CAPS tekniği  

Yöntem, tepkimeyle kuvvetlenenlerin sınırlanarak elektroforez aracılığıyla parçacıkların 

belirlenmesini öngörür (Zabeau ve Vos, 1993).  
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Her iki teknikte de öncülleri geliĢtirmek için zincir malumatına ihtiyaç duyduğundan ve 

diğer belirteç sistemlerinin varlığı sebebiyle, bu iki tekniğin kullanımı çok popüler 

değildir ve ancak düĢük özgüllüğe sahip belirteçlerin özgüllüğünü arttırmak için 

kullanılır. 

 

1.9.3.3.7 ISSR: Basit dizge arası yineleme yöntemi  

ISSR yönteminde, yinelenen nükleotidler içeren öncüller kullanılır ve bu öncüller 

aracılığıyla mikrosatelitler arası çoğaltılabilir, çıktılar jele uygulanarak belirlenebilir 

(Joshi vd. 2000). Öncüller aracılığıyla değiĢen hacimlerde çoğaltılır, mikrosatelite ulaĢan 

yozlaĢmıĢ nükleotidler içerir ve uzunlukları 15 ila 30 nükleotid arasında değiĢir. 

Öncüllerdeki GC oranının çokluğu, bağlanma sıcaklığının yüksek olmasına neden olur, 

ancak bu, kararlı bağlanmayı sağlar ve böylelikle her öncüle göre ihtiyaç duyulan ısı baz 

bileĢimine göre belirlenir.  

 

ISSR, baskın bir belirteçtir ve üstünlüklerinden biri, dizge bilgisine gerek olmadan öncül 

tasarımı yapılabilmesidir (Adams vd 1991). Kalıtsal değiĢkenlik ve ürünler bakımından 

üst seviyede mütalaa edilebileceğinden taksonomi, kalıtsal yakınlık, ve haritalamada 

kullanılabilir (Kesawat ve Das, 2009).  

 

Yöntemin çekinceleri ise, RAPD belirteç sisteminde olduğu gibi, bu sistemde de 

yinelenebilirliğinin az olmasıdır (Gupta vd. 1994; Zietkiewicz vd. 1994). 

 

Bu yöntem, öncüllerin kısa olmasını, ürünlerin büyüklüklerine göre ayrılmasını ve jelle 

belirlenmesini içerir. SabitleĢtirici DNA‟ların farklı birleĢimleri, bir tepkimede yinelenen 

zincirin aynı kalması koĢuluyla, öncül olarak aynı tepkimede kullanılır ve böylelikle bir 

jelde üzerinde uygulanacak bant ya da belirteç sayı olarak artar. Bu, diğer metotlarla 

oluĢturulabilen rakanlar söz konusu olduğunda üstünluk getirir. (GülĢen ve Mutlu, 2005). 
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1.9.3.4  ESTs : DNA belirteçleri 

300-500 baz çiftliktir. Büyüme standartlarına iliĢkin çözümlemelere yarar. 

Kodlanamayan bölgeler sebebiyle insanda gen tanımlaması oldukça zordur. mRNA 

yalıtımı yoluyla bunu belirleme imkanı olur. mRNA‟nın hücre dıĢındaki dengesizliği 

yüzünden, tamamlayıcı DNA bireĢimlenir. (Adams vd 1991). 

 

Kodlamanın yapıldığı alanlar, iletici RNA‟ya açıklanarak kalıp vazifesi yapar. Artık ters 

transkriptaz enzimi aracılığıyla RNA‟dan tamamlayıcı da elde edilebilmektedir. cDNA, 

kararlı bir yapıdır ve ifade edilen bir genin dizgelenmesiyle Ġfade EdilmiĢ Dizge Etiketi 

olarak ifade edilirler (Kantety vd. 2002). Artık zamanımızda EST belirlenmesi çok daha 

pratik olarak yapılabilmaktadır. 6,5 milyon EST‟den ihtiyaç durumunda istifade 

edilebileceği belirtilmektedir. Bahse konu dizgelerd, gen açılımının belirlenmesi, gen 

bulunması, gen tarifi ve organize edilmesinde, dizge belirlenmesinde ve önemli 

moleküler belirteç sistemlerinin geliĢtirilmesine yarar. Ġlave olarak, mikro-dizilimde 

fadelerin kararlaĢtırılmasında, sondada, haritalarda belirtilen EST dizgeleri kullanılabilir 

(Nagaraj vd. 2006). EST-SSR‟lar yazılamayan bölgelere oranla bölgeleri, daha korunaklı 

olan yazılma (transcription) bölgelerinde bulunur ve yakın türlere aktarımı akılcı 

görünür. Ġlgili bölgenin EST dizilerinden elde edilen öncüller aracılığıyla (SNP) ortaya 

çıkarabilir. Temelde EST belirteçleri, ilgilenilen özgül genlerin kopyalanmasında, tam 

genom dizgelenmesinde, yaygın olarak kullanılırlar (Nagaraj vd. 2006). 

 

1.9.3.4.1 Ġfade edilmiĢ dizge etiketleri ve kökenli SSR lokus yalıtım yordamı, cDNA 

derlemelerinin belirlenmesi   

cDNA derlemeleri organizma, doku ya da organa ait çok sayıda cDNA kopyasından 

oluĢur. Derlemelerden, gen iĢlevlerine ulaĢmak amacıyla istifade edilir. Bu derlemelerden 

dizge çözümlemeleri sonucunda meydana gelen Ġfade EdilmiĢ Dizge Etiketleri (EST – 

Expressed Sequence Tags), iĢlevsel gen dizgeleri ve parçaları olarak bilgisayar ortamına 

aktarılır analizler için kullanılır. (Oruç, 2009).  

 

Günümüzde EST‟lerin sayısı, hızla artmıĢ ve bir veri tabanı oluĢmuĢtur. EST veri 

tabanlarındaki bilgilerin uygulanması, bilinen genlerin homolojisi ve birçok genin olası 
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iĢlevlerinin kestirimine olanak vermektedir. cDNA derlemelerinin oluĢturulması ve EST 

dizgelerinin belirlenmesi amacıyla izlenen çalıĢma aĢamaları ġekil 1.9‟daki gibidir.  

 

Günümüzde birçok türe ait genom tamamen dizgelenmiĢ durumdadır. Ancak birçok türün 

tıbbi ya da tarımsal önemi bulunmadığı için, henüz genomik dizgelenmesine öncelik 

verilmemiĢtir ve cDNA‟lar bunların temel gen dizge kaynağını sağlamaktadır. 

 

 

ġekil 1.9 cDNA derlemelerinin oluĢturulması 

 

Çok sayıda organizma için dizgelenmenin belirlenmesine iliĢkin dizgeleme çalıĢmaları 

halen sürmektedir. Otomasyonlardan istifade ederek bu verilerden yararlanılabilir 

(Kesawat ve Das, 2009).  

 

Bir dizgeleme çalıĢmasının ana hedefi genomik dizge oluĢturmak ve genlerin bütününü 

tanımlamaktır, ancak asıl amaçlanan, gen tanımlaması adı verilen iĢlemin ne suretle gene 

dönüĢümünün yapılmasıdır. Teknolojideki süratli geliĢmeler sayesinde genler için 
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yapılan tanımlamalarda harcanan zamanı oldukça azaltmaktadır. Genlerde, tanımlama ve 

organize etme ve girdi sağlama  iĢleri için en pratik yöntem olarak EST öne çıkmaktadır. 

 

1.9.3.4.2 EST gen bankaları ve EST analizi  

ÇeĢitli çalıĢmalarda, elveriĢli olmaları, süratle oluĢturulabilmeleri ve geliĢen teknoloji 

sayesinde ucuza mal olmaları nedeniyle, kamuya açık EST derlemeleri 

oluĢturulmaktadır. GeliĢtiriciler yeni bir EST oluĢturdukları zaman bunu öncelikle Gen 

Bankasına (GenBank) aktarırlar. Bunların en önemlilerinden birisi, 1992‟de ABD‟de 

kurulan dbEST veri tabanıdır. AraĢtırmacılar bu veri tabanı aracılığıyla EST verilerini 

saklayabilir, düzenleyebilir ve var olan verilere eriĢebilirler.  

 

Ġnsan EST verilerinin yanı sıra 300 baĢka organizmaya ait EST verilerinin bulunduğu 

dbEST veri tabanında, BLAST gibi analiz araçları aracılığıyla, EST dizgeleri bilinen gen 

dizgeleriyle karĢılaĢtırılabilir ve bu sayede dizgeler arası benzerlikler ve iĢlevler 

belirlenebilir. 

 

GenBank dizge veri tabanı, nükleotid dizgeleri ve bu dizgelerin protein translasyonlarının 

derlemesinin bulunduğu bir veri tabanı özelliğine sahiptir ve yine NCBI bünyesinde ve 

aynı anda Avrupa Biyoenformatik Enstitüsü (EBI – European Bioinformatics Institute) 

bünyesinde bulunan Avrupa Moleküler Biyoloji Laboratuvarı derlemesi için ve Japonya  

Veri Bankası iĢbirliği yapmaktadır. Veri tabanları bir arada 100.000‟in üstünde farklı 

organizmadan üretilmiĢ dizgeleri içerir ve hızla büyüyen bir oranda geniĢlemekte ve 

dizge veriĢleri her 10 ayda ikiye katlanmaktadır. 2003 ġubat ayında yaklaĢık 24 milyon 

dizge 30 milyar baz içermekteyken, 2011 Mayıs ayında bu sayı 198,1 milyonun üstünde 

dizgede yaklaĢık 317,9 milyar baza ulaĢmıĢtır. Ġfade EdilmiĢ Dizge Etiketi (EST – 

Expressed Sequence Tag) derlemeleri çoğunlukla büyük dizgeleme merkezleri tarafından 

GenBank‟a aktarılmaktadır. Hariçten girdi olarak veriler GenBank‟a ulaĢtığı zaman bu 

dizgelere bir numara verilir ve nitelik denetimlerinden sonra, serbest istifadeye açılır.   

 

Aynı EST‟nin birden çok kopyası oluĢabilir. Bu tip fazla EST‟lerin varlığı ve dizgelerin 

üst üste binmeleri nedeniyle, belli bir EST arandığında benzeĢen dizgeler arasında arama 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/handbook/A1237/def-item/app116/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/handbook/A1237/def-item/app116/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/handbook/A1237/def-item/app46/
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yapmak zorunda kalınır ve tüm EST dizgelerini taramak araĢtırmacılara zaman 

kaybettirir. Bu fazlalıkların ve dizge çakıĢmaları sorunlarının çözümü, NCBI bünyesinde 

oluĢturulan “Unigene” veri tabanı aracılığıyla sağlanır. Veri tabanı, GenBank dizgelerini 

otomatik olarak tarar ve bunları gen olma olasılığı yüksek olan, aynı veri tabanında 

parçası bulunmayan bir veriye, yani unigene dönüĢtürür, bu da karĢılaĢtırmayı 

kolaylaĢtırır (Oruç, 2009).  

 

EST analiz aĢamaları ġekil 1.10‟da gösterilmiĢtir.  

 

 

ġekil 1.10 EST analiz aĢamaları 

 

ġekil 1.10‟da da görüldüğü gibi;  
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1. Dizgelerinin kirlenmesi, alçak değerliğe sahip dizgeler ve yinelenme 

denetlenmesiyle alçak nitelikli, tekli (singleton) ve kısa dizgelerin iptal edilmesi,   

2. EST‟lerden birleĢtirilmiĢ dizge yapılması,   

3. DNA veri tabanında benzerlik taraması yapılması,  

4. Tahmini peptidlerin dizgelerin translasyonuyla belirlenmesi,   

5. Tahmini iĢlevlerin belirlenmesi amacıyla protein veri tabanında benzerlik 

aranması, sonuçların görüntülenmesi ve yorumuyla iĢlevsel anlamlandırma 

yapılabilmesi amacıyla analizin geniĢletilmesi aĢamalarından geçirilmesi (Nagaraj vd. 

2006).  

 

1.9.3.4.3  EST‟lerden SSR belirlemek için geliĢtirilen çözümleme araçları   

EST veri tabanlarında bulunan farklı türlere ait EST derlemelerinden SSR belirlemek 

için, çeĢitli platformlarda hazırlanmıĢ farklı veri türlerini analiz edebilen SSR belirleme 

amaçlı birçok uygulama geliĢtirilmiĢtir (Sharma vd. 2007). Her uygulama özgün üstünlük 

ve çekincelere sahiptir. EST‟lerden SSR belirlemek için uygulanan önemli veri tabanları 

ve yazılımlara yönelik çalıĢmalar aĢağıdaki gibi özetlenebilir:  

 

Abajian‟ın 1994‟te geliĢtirdiği “SPUTNIK”, SSR belirlemek için pratik bir yazılımdır. 

Sonuç olarak tablo formatında SSR dosyası üreten bu uygulamanın çeĢitli sürümleri, 

Unix, Linux ve Windows ortamlarında çalıĢabilir. “SPUTNIK” arabidopsis ve arpa 

(Cardle vd. 2000) gibi birçok türde SSR belirlemek amacıyla uygulanmıĢtır.  

 

Agarwal vd. (1994), RPT kullanarak 7000‟den fazla yineleme dizgesi tanımlamıĢ, analiz 

edilen dizgelerin yaklaĢık %12,3‟ünün yineleme bölgelerine sahip olduğunu 

belirlemiĢlerdir.  

 

Kurtz vd. (2001), Linux platformunda çalıĢan ve SSR belirleyebilen TRF aracılığıyla, 

insan hücresinde alıcı lokus dizgesini analiz etmiĢlerdir. Uygulamayla, belirlenen 

SSR‟ler vasıtasıyla üzerinde istatistiki çözümlemeler yapılabilir.  
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Benson vd. (1999), her türlü sürümü olan ve off-line sürümü geniĢ bir kütüphaneye sahip, 

istatistiki analiz yapılabilen bir uygulama yaratmıĢlardır.  

 

Castelo vd. (2002), SSRIT ile pirinçte bulunan dizge grubunda değiĢik SSR dağılımlarını 

incelemiĢlerdir. 12 ila 20 baz ve 20 bazdan uzun olmak üzere, yinelenme örgelerine göre 

iki gruba ayırmıĢlardır. SSRIT, dizgedeki düzenli SSR‟leri belirlemek amacıyla 

PerlScript kullanarak tek nükleotid yinelemelerini eler ve 2 ila 10 baz uzunluğunda 

yinelemeleri bulur. On-line ve off-line sürümleri olan SSRIT, tablo formatında SSR 

dosyaları üretir. 

 

Temnykh vd. (2001) tarafından geliĢtirilen “Tandem Repeats Occurrence Locator 

(TROLL)”, açık kaynak kodlu, on-line ve off-line sürümleri olan ve yinelemeleri 

belirleyebilen, öncül tasarım da yapılabilecek bir uygulamadır. 

 

Sreenu vd. (2003), sadece düzenli yinelemeleri belirleyebilen, on-line “Microsatellite 

Analysis Server (MICAS)” uygulamasını yaratmıĢlardır.  

 

Thiel vd. (2003), düzenli, düzensiz ve birleĢmiĢ SSR‟leri tanımlayan ve FASTA 

formatında veri gerektiren “MISA” yazılımını geliĢtirmiĢlerdir. PerlScript kullanarak 

yinelemeleri ve özet bilgileri içeren bir dosya veren bu uygulama, öncül belirleme 

uygulaması “Primer3” ile öncül tasarlayabilme yeteneğini de sunar. Bu yazılımın 

yardımıyla EST dizgesi içeren bir arpa EST derlemesi analiz edilmiĢ ve 1856 SSR 

tanımlanmıĢ, azami 3 baz yineleme örgesi belirlenmiĢtir.  Stackelberg v. d. (2006), MISA 

ile Physcomitrella yosun türüne ait EST derlemesinden 3723 adet SSR tanımlamıĢ ve 

2951 SSR için öncül tasarlamıĢlar, Aggarwal v. d. (2006) ise 2553 adet dizgeye sahip 

kahve EST derlemesinden SSR‟lar belirlenmiĢ, yaygın örgenin AG ve AAG olduğunu 

bulgulamıĢlardır.  

 

Parisi vd. (2003) tarafından geliĢtirilen “mreps”, on-line ve off-line sürümleri olan, her 

türlü SSR yinelemeleri belirleyebilen ve eĢ zamanlı öncül tasarımı da yapabilen bir 

uygulamadır.  
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Kolpakov vd. (2003), on-line ve off-line sürümleri olan, düzenli, düzensiz ve birleĢmiĢ 

SSR yinelemeleri belirleyebilen, “STRING” uygulamasını yaratmıĢlardır. 

 

Platform bağımsız çalıĢan, indirilebilir Python formatında tasarlanmıĢ, istatistik analiz 

yazılımı “Poly”, Bizzaro vd. (2003) tarafından geliĢtirmiĢtir.  

 

Gao vd. (2003), “SSRFinder” uygulamasını kullanarak 4 adet bitkinin derlemesindeki 1-

6 baz uzunluğundaki örgeleri araĢtırmayı amaçlamıĢlardır ve buğdayda 17.42 kb, mısırda 

28.32 kb, pirinçte 11.81 kb ve soya fasulyesinde 23.80 kb EST-SSR sıklığı 

belirlemiĢlerdir. En yaygın SSR tipi trinükleotid yinelemeleri belirlenmiĢ, buğdaya 

belirlenen 597 SSR tasarlanan öncüllerden 497 adediyle çalıĢılmıĢ ve öncüllerden 255 

adedi de diğer bitkilerde kullanılabilmiĢtir. Buradan da kopyalama iĢlerinde, öncüllerin 

akraba bitki türleri arasında yüksek oranda geçiĢkenliği bulunduğunu ortaya çıkarmıĢtır.   

 

Delgrange vd. (2004), on-line ve off-line sürümleri olan, “STAR” uygulamasını 

geliĢtirmiĢlerdir. 

 

Jewell vd. (2006) tarafından geliĢtirilen on-line yazılım ACMES ise, 3-1000 baz 

uzunluğunda dizgelerde yinelemeleri bulmak amacıyla yaratılmıĢtır ve çapraz türler 

arasında korunmuĢ yineleme dizgelerini bulgulamak amacıyla da kullanılabilme 

özelliğine sahiptir. 

   

Chen vd. (2006) Buğday derlemelerinden SSR‟lar belirlenerek, bunların %74‟ü için 

öncül tasarlayabilmiĢ ve %70‟inden ürün elde edilmiĢtir.   

 

“SSRPrimer” ise Robinson vd. (2004) ve Reneker vd. (2004) tarafından geliĢtirilmiĢtir 

ve SSR belirlemek ve öncül tasarlamak amacıyla Sputnik ile Primer3‟ün birleĢiminden 

oluĢur. Bu yazılım çıktı olarak tablo halinde SSR listesi ve öncülleri verir. Çilek (Keniry 

vd. 2006), Eragrostis curvula (Cervigni vd2008), nane (Lindqvist vd. 2006), Sclerotinia 

(Winton vd. 2007) ve turunçgiller Nicot vd. (2004)  gibi türlerde SSR belirlemek 

amacıyla kullanılmıĢtır.   
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Jayashree vd. (2005) tarafından yerfıstığında SSR belirlemek amacıyla kullanılan 

“RepeatFinder”, SSR belirleme iĢlevini dört aĢamada gerçekleĢtirir. Unix ya da Linux 

platformlarında çalıĢan bu uygulamaya girdi olarak tüm genom veya dizge seti yüklenir. 

Çıktısı, her sınıfta birleĢtirilmiĢ yinelemelerin sayısı ve yineleme sınıflarıdır. SSR‟nin 

yanı sıra her uzunluktaki yinelemeleri belirlemek üzere tasarlanmıĢtır. 

  

Perez vd. (2006), TRF yazılımı kullanarak EST derlemesinden SSR belirlemiĢ ve 

bunlardan SSR‟lar bulgulamıĢlardır. 205 tanesine yönelik öncül bireĢimlenmiĢ, 112 

öncülden ürün elde edilmiĢtir.  

  

Singan vd. (2005) tarafından geliĢtirilen ve yalnızca off-line sürümü bulunan 

“MicrosatDesign”, PerlScript olarak hazırlanmıĢtır ve Phred-Phrap ve Primer3 ile 

birleĢim sağlayarak düzensiz ve birleĢmiĢ yinelemeleri belirleyebilir. 

 

Karaca v.d. (2005), on-line ve off-line sürümleri bulunan, çoklu veri formatı kabul eden 

ve istatistik analiz sağlayan “E-TRA” (Exact Tandem Repeats Analyzer) uygulamasını 

geliĢtirmiĢlerdir. Bu uygulama, düzenli, düzensiz ve birleĢmiĢ yinelemeleri belirleyebilir.  

 

Faircloth (2008) tarafından geliĢtirilen “msatminer” yazılımı on-line ve off-line 

sürümlere sahiptir. Çoklu veri formatını kabul edebilen ve ek betikle istatistik analiz 

sağlayabilen, PerlScript kullanan bu uygulama, düzensiz ve birleĢmiĢ yinelemeleri 

belirleyebilir.  

 

Thurston vd. (2005), Python formatında tasarlanmıĢ, her çeĢit yinelemeleri belirleyebilen, 

öncül tasarımı imkanı olan “msatcommander” uygulamasını yaratmıĢtır. 

 

Kofler vd. (2007), yalnızca off-line sürümü olan, düzenli, düzensiz ve birleĢmiĢ 

yinelemeleri belirleyebilen ve istatistiki “SciRoko”m uygulamasını ortaya çıkarmıĢlardır. 

 

Singan vd. (2005), yalnızca off-line sürümü olan, düzenli, düzensiz ve birleĢmiĢ 

yinelemeleri belirleyebilen, öncül tasarımı yapabilen ve istatistik analiz sağlayan 

“IMEx” (Imperfect Microsatellite Extraction) uygulamasını geliĢtirmiĢlerdir.  
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1.9.3.5 Ribozomlar ve rDNA   

Kalıtsal düzlemde oynadıkları rol nedeniyle ribozomlar gayet önemli unsurlardır. 

Prokaryot hücrelerde 10.000 adet civarındadır. Ökaryot hücrelerde ise çok üstünde 

sayılarda ribozom bulunur. Elektron mikroskobu aracılığıyla bakteride çapın 250µm 

olduğu ve iki alt-birimden oluĢtuğu belirlenmiĢtir. Ġki alt-birim de, bir ya da daha çok 

rRNA ve çeĢitli ribozomal proteinler içerir. BirleĢmeleri sonucunda tek bir ribozom 

oluĢturduğu yapılara bazen monozom adı verilir. Monozom prokaryotlarda 70S‟lik, 

ökaryotlarda 80S ölçüsündedir. (ġekil 1.11).    

  

Prokaryotlarda, büyük alt-birimde 1 23S rRNA ve 1 5S rRNA molekülleri ve 31 değiĢik 

ribozomal protein bulunur. Ökaryotların büyük alt-birimlerindeyse, 1 28S rRNA, 5.8S ve 

5S rRNA molekülü ve yaklaĢık 50 değiĢik proteinden oluĢur. Küçük prokaryot alt-

birimler, 1 adet 16S rRNA ve 21 protein içerir. Ökaryot ribozomun küçük alt-biriminde, 

1 18S rRNA ve 33 protein vardır.  

  

Ribozom bileĢenlerine bakıldığında, taĢımayı sağlayanın RNA moleküllerinin olduğu 

bilinmektedir. Hücrenin bir ribozom bileĢeni olan ribozomal RNA‟ya ne kadar 

gereksinimi olduğu, metabolik olarak ne kadar etkin olduğuna bağlıdır. rRNA kodlayan 

genin bir kopyasının birçok hücrede bulunması yetersiz kalabilir.   

  

rRNA bileĢenlerini kodlayan genlerin kopya adedi, moleküler melezleme çalıĢmaları 

sonucunda bulgulanmıĢtır. Bu teknikle, özgül RNA dizgelerini Ģifreleyen genom yüzdesi 

belirlenir. E.coli genomunda, üç bileĢeni kodlayan bir dizge vardır. Yazılma 

(transcription) ürünü sonrasında üç ufak parçaya ayrılır.. Bunların kodlanmasına ait 

kalıtsal veriler bir araya geldiğinde, çeĢitli yazılma olaylarından sonra, ribozomal yapı 

oluĢturulduğunda bu üçünün eĢit ölçülerde ortamda bulunması sağlanır.  

  

Ökaryotlarda, 28S ve 18S rRNA Ģifreleyen DNA dizgesinin kopya sayısı, çok daha 

fazladır. Sirke sineklerinde (Drosophila) her haploit genomda 120 kopya vardır ve 34S 

RNA molekülü ilk transkriptleridir. Afrika pençeli kurbağasında (Xenopus laevis), 
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genom baĢına düĢen kopya sayısı 500‟den fazladır. 45S RNA memeli hücrelerinde 

meydana gelen ilk transkriptir (Klug, 2002).  

 

ġifreleyen genler, rDNA üzerindedir.  DNA dizgelerinin makul yinelenen bir grubudur 

ve çeĢitli kromozom bölgelerinde bulunur.  

 

 

ġekil 1.11 Sukroz gradyanında prokaryot ve ökaryot ribozomlar (Hwang, 1999) 

 

Taksonomik basamaklardaki filogenetik yakınlıkların incelenmesinde Ribozomal RNA 

genlerinin karĢılaĢtırmalı nükleotid dizge araĢtırmaları, fırsatlar sunmuĢtur. 16S gibi 

dizgelerin enrimlermesi ağır olur ve filogeni araĢtırmalarında kullanılabilirler. Öte 

yandan mitokondriyel rRNA genlerinde bu iĢlem hızlıdırr ve takım veya familya 

düzeyinde yararlı olabilir. Nükleer rRNA yineleme birimlerinin Ġç Ayraçları (ITS – 

Internal Transcribed Spacers) ve Genler-arası Ayraçlarında (IGS – Intergenic Spacer) 

süratle olur. 
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Belli kopyalanmıĢ genlerin yalıtımı ve dizge analizi yoluyla birçok rRNA dizgesi elde 

edilmiĢtir. Doğrudan rRNA dizge analizi için çok miktarda RNA gerektirmesi nedeniyle, 

hatalara yakın olmasına rağmen bilgi edinmek amacıyla tek zincir kullanılmıĢtır. Direkt 

dizge analizinde PCRIn klonlamaya göre üstünlüğü vardır. Bu yordam, DNA hamdır ve 

minimal ölçülerde gerekir. Dizge öncülleri, ya da deoksinükleotid trifosfataz enziminden 

yararlanan otomatik DNA dizge analizi araçlarıyla kullanılabilir (Baldwin 1992). 50 yıla 

kadar saklanmıĢ, otuz beĢ kuru mantar örneğinin 5 ila 30mg öğütülmüĢ dokularından 

DNA yalıtımıyla mitokondriyel özgül bir parça çoğaltılmıĢ ve dizge analizi 

yapılabilmiĢtir (Innis vd 1989)  

  

Kalıp genlerin çoğaltımında, öncüller mükemmel ölçüde özgüldür. ÇalıĢılabilecek 

organizmaların alanı, bağlanma ısısını değiĢtirme yoluyla, bazı ölçülerde arttırılabilir ya 

da sınırlanabilir (Bruns vd 1990). 

  

ITS alanları uç birleĢtirme yöntemiyle uzaklaĢtırılan bölgelerdir. Dizileri rDNA Ģifreler. 

Genler ve ayraçlar, yinelenen dizgelerde (ArdıĢık Yinelemeler – Tandem Repeats) 

bulunur.  

 

1.9.3.6 DNA dizgelenmesine dayalı belirteçler 

1.9.3.6.1 Nükleer belirteçler  

Herhangi bir bölgenin Ģifreleme yapıp yapmaması durumu, çoğaltılarak dizgelenmesine 

bağlıdır. Ribozomal alt-birimlerin nedeniyle, filogenetik analiz çalıĢmalarında 

yaygınlıkla nükleer kalıtsal belirteç olarak kullanılır.  

 

Genellikle filogenetik analizde, rRNA‟ları Ģifreleyen çekirdek rDNA genleri kullanılır. 

Yinelenen birimler; küçük küçük ve büyük alt birimler ve 5.8S rDNA olmak üzere üç 

parçadan oluĢur. (Klug ve Cummings, 2002) (ġekil 1.12) . 
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ġekil 1.12  rDNA gen kümesi 

 

1.9.3.7 ITS: Transkribe edilen internal ara bölgeler ve rDNA 

Bitki türlerinin doğal ortamlarda tanımı ve tanılanmasında bazı nedenlerden dolayı 

güçlüklere sebep vermektedir. GerçekleĢtirilen birçok çalıĢma sonucunda, bazı bitkilerin 

tanımı ve tanılanmasında hatalar olduğu belirlenmiĢtir. 

 

Türlerin özgün alanlarının bulunması moleküler biyoloji dalında yapılan en son 

araĢtırmalarda, türlerinin tanımlanmasında yararlı olmuĢtur. Bu nedenle rDNA‟nın ITS 

alanları, sıklıkla baĢvurulan tekniklerdir (White, 1990). ITS,  iki iç ayraç ITS1 ve ITS-2, 

5,8S, 18S ve 26S nükleer ribozomal RNA (nrRNA) alt-birimlerini Ģifreleyen genlerin 

arasına yerleĢmiĢtir.  ITS-1 ve ITS-2 uzunluğu yaklaĢık 300 bç‟dir.  5,8S alt-birimi de 

164 bç uzunluğundadır (Baldwin 1992). 

 

ITS bölgesinin her iki tarafında korunmuĢ dizgeler bulunur, bu nedenle evrensel öncül 

olarak kullanılır. Ayrıca PCR çalıĢmalarında da kolayca elde edilebilir (Baldwin 1992).  

Evrensel ITS öncüllerinin rDNA üzerindeki bağlanma bölgeleri Ģekildeki gibidir. rDNA 

genleri,  Genler-arası ayraç ve ITS bölgeleriyle ayrıĢmıĢtır. IGS‟ler, komĢu rDNA  

yineleme birimleri arasında bulunur. (White, 1990) (ġekil 1.13 ve ġekil 1.14). 

 
   ġekil 1.13 Çekirdek ribozomal DNA‟sının yinelemeli birimleri (Dow vd 1995) 
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              ġekil 1.14 ITS1 ve ITS2 bölgelerinin görünümü (Bruns vd 1990) 

 

1.9.3.7.1 Filogenetik çalıĢmalarda ITS bölgesinin kullanımı  

 Filogenetik ve biyocoğrafik araĢtırmalarda ITS bölgeleri yoğun bir biçimde kullanılır.  

Bunun baĢlıca nedeni, bu bölgelerin filogenetik araĢtırmalar için doyurucu veri 

verebilecek boyutlarda olmalarıdır. rDNA bölgelerine cins ve tür düzeyindeki 

araĢtırmalar için ITS bölgeleri, son derece yakındır. Bitkilerin bazılarında ayraçlarda çok 

miktarda çeĢitlemeler oluĢur. Bazılarında. ITS dizgelerinde, baz dizgelerine göre çok 

daha büyük değiĢkenlikler görüldüğü, vermliliğinin daha çok olduğu tespit edilmiĢtir. 

Kopyalar homolog değilse, türün bireyleri arasında küçük çeĢitlemelere neden olabilirler. 

Ayrıca ITS bölgelerinin boyutları çok fazla büyük olmadığından, kolayca çoğaltılabilir. 

(White, 1990). 

 

rDNA genleri,  kopya edilemeyen bölgeler (IGS – Genler-arası Ayraç –Intergenic 

Spacer) ve ITS bölgeleriyle birbirinden ayrılmıĢtır.  rDNA yinelemelerinin ökaryot 

organizmalardaki bu gen yapılarını içeren kopya sayısı, 2000 ila 30.000 arasında değiĢir 

(Baldwin 1992)  
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ġekil 1.15 18S - 26S nükleer ribozomal DNA (nrDNA)‟nın yazılan iç ayraç (ITS) bölgesi 

(White vd 1990) 

 

1.9.3.7.2 ITS bölgesinin genel özellikleri  

ITS bölgesi yaklaĢık toplam 700 bp uzunluğundadır. Ökaryot organizmalarda genellikle 

5.8S gen bölgesiyle ITS bölgesi bir arada ele alınır. ITS bölgesi, diğer korunmuĢ rDNA 

bölgelerinden daha fazla değiĢkenlik gösterir. Filogenetik açıdan sağladıkları veriler 

bakımından değiĢiklikler vardır. ITS1 verileri analizlerde daha çok filogenetik çözümler 

sunarlar, nükleotid içerik ITS2‟ye oranla %29 daha fazla değiĢkenlik gösterir. (White, 

1990). 

 

DNA dizge analiz çalıĢmaları, 1970‟lerden itibaren artmıĢtır rRNA‟lar ve komĢu 

bölgeleri üzerindeki ikincil yapı araĢtırmalarında çoğalma yaĢanmıĢtır. (Baldwin ve 

Markos, 1999). 

  

Birinci ve ikinci bölgeler yazılma (transcription) ürününüyle birlikte olmakla birlikte 

olgun ribozomal alt-birimlerin yapısına alınmazlar. Ama rRNA‟ların olgunlaĢma 

süreçlerine katkı verirler (Markos, 1999). ITS bölgelerinin, baz değiĢimi 

kısıtlamalarından göreceli olarak yakın olmadığı düĢünülmektedir. Anjiyospermlerden 

elde edilen analiz sonuçları, bu durumu desteklemektedir (Ozad, 2000). 

  

ITS1‟de oluĢabilecek delesyon – insersiyon ya da nokta mutasyon, olgun SSu ve LSU 

rDNA‟ların üretimini engelleyebilir. ITS2 sahasında ortaya çıkabilecek böyle 
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mutasyonlarla, büyük alt-birim rRNA‟ların ortaya çıkmasında problemlere neden olabilir 

(Ozad, 2000). 

 

1.9.3.7.3 Taksonomide ITS bölgelerinin tercih edilmesinin nedenleri  

Moleküler ve sistematik açıdan ayırt edici özellikler taĢıyan, nrDNA üzerinde yer alan 

ITS bölgeleri, filogenetik analiz araĢtırmalarında çoğunlukla tercih edilir. Bu bölgelerin 

özellikleri aĢağıdaki gibidir;   

 

- Filogenetiğin yeniden yapılanmasında yeterli veri sunabilecek büyüklüktedir (600 

ila 700 bç),  

- rDNA gen bölgelerine komĢudurlar,  

- Büyüklükleri karĢılaĢtırma için idealdir,  

- Daha hızlı değiĢimler baz değiĢimlerde bulunurlar, 

- Cins ve tür düzeyinde açıklayıcı veriler sağlar,  

- Çok sayıda kopyaya sahiptirler.  

 

ÇeĢitleme oranlarından dolayı sistematikte çok sık kullanılır (Maxam, 1977).  

 

1.9.3.8 nrDNA bölgeleri  

1.9.3.8.1 Küçük alt birim nrDNA (18S)  

Fazlaca korunmuĢ bölgelerindendirr. Bu özellikten dolayı, araĢtırmalarda çok sık 

kullanılır. Küçük alt-birim nrDNA‟sı günümüze kadar 4000 farklı tür için dizgelenmiĢtir.  

 

Küçük alt-birim dizgeleri, kapalı tohumlular gibi farklı taksonomik düzeylerde, 

yapılanmasına fırsat verir (Baldwin ve Markos, 1999). 
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1.9.3.8.2 5.8S nrDNA  

Tekrar birimlerinde en kısası 5.8S nrDNA‟dır ve rRNA‟nın büyük alt-birimine ait bir 

parçasıdır. Lokus uzunluğu ve nükleotid çoğunlukla muhafaza edilmiĢtir. Tek baĢına 

boyu yeterli olmadığından tek baĢına kullanılması tercih edilmez ve bu sebeple ITS 

bölgeleriyle birlikte kullanılarak yararlanılır (Baldwin ve Markos, 1999). 

1.9.3.8.3 Büyük alt birim nrDNA (28S, LSU)  

Büyük alt birim nrDNA, küçükle mukayesesinde daha uzun olduğundan içeriğinde daha 

çok çeĢitlilik görünür. Her ikisinde de, değiĢebilir bölgeler ya da yaygın segmanlar adı 

verilen alanlar bulunur. Ancak bu alanlardaki geniĢlemeler; yeterli veri sunmazlar. Bu 

nedenle çeĢitlilikten familya ve daha üst düzeylerde yararlanılır (Baldwin ve Markos, 

1999). 

Yüksek oranda çeĢitlilik göstermeleri açısından rDNA yinelemelerinin ITS ve IGS 

bölgeleri, cinler arasında, tür düzeyinde ve nüfus çalıĢmalarında karĢılaĢılan taksonomik 

sorunları çözümlemek amacıyla yoğunlukla tercih edilirler. Ancak IGS (4 ila 5 kb) 

bölgeleri, ITS bölgelerine oranla çok uzundur. ITS genellikle filogenetik çalıĢmalarda 

dizge analizindeki zorluk nedeniyle tercih edilir (Baldwin ve Markos 1999). 

1.10 DNA Dizileme  

DNA dizilemesinde, gen yapısı ve kalıtsal denetim düzeneklerine dair çok sayıda bilgi 

edinmemize olanak vermiĢtir. 1960‟lı yıllarda baĢlayan DNA dizilemesinin geliĢimi 

süreklilik arz ederek bugünlere kadar gelmiĢtir (Zülal 2001)  

 Günümüzde, DNA dizi analizi sırasında aĢağıdaki gibi, birbirinden farklı iki teknik 

kullanılmaktadır:  

1- Maxam ve Gilbert kimyasal kırılma tekniği, 

2- Sanger ve Coulson zincir sonlanma tekniği.  
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Günümüzde bunlardan Sanger ve Coulson tekniği daha yaygınlıkla kullanılmaktadır. 

Allan Maxam ve Walter Gilbert tarafından geliĢtirilen tekniğin ilkesi, DNA‟da bulunan 

bazları, hidrazin, dimetil sülfat, ya da formik asit aracılığıyla değiĢtirilmesini ve sonradan 

eklenen piperidinin değiĢikliğe uğramıĢ nükleotidlerin bulunduğu noktalardan zinciri 

kırmasını temel alır (Klug vd 2000). Bu teknikte, DNA‟nın iki iplikçiği birbirinden 

ayrılarak, ya da DNA uygun bir sınırlama enzimiyle kesilerek, DNA yalnızca bir 

ucundan iĢaretlenir. Ġkinci aĢamada, DNA molekülleri dört tüpe ayrılır ve A, C, G ya da 

T nükleotidlerinin baĢkalaĢımı için ihtitaç duyulan reaksiyon için mahdut bir zaman 

zarfında müsaade edilir ve tüplerin her birinde amaçlanan nükleotidlerden, kırılmıĢ DNA 

parçaları elde edilir. Sonuçta kırılmanın gerçekleĢtiği konuma göre, hepsi                       

5‟- konumlarından iĢaretli, fakat uzunlukları değiĢken parçacıklar alınır. Uzunlukları 

azalan dizgeler, jel elektroforezi uygulanarak uzunlukları dikkate alınarak ayrıĢırlar 

neticede de bantlar otoradyografiyle görünür olurlar. (Sambrook vd 1989). 

 1.10.1 Maxam ve Gilbert tekniğinde kimyasal kırılma tekniği 

 Bahse konu teknikte, özgül bazlar aracılığıyla zincirlerin kırılması için ihtiyaç duyulan 

maddeler aĢağıda sunulmuĢtur. (Sanger vd 1977)  

Çizelge 1.8 Kimyasal kırılma tekniğinde ihtiyaç duyulan maddeler 

Özgül Baz  Baza özgül Baz ayırma  

amaçlı  

Zincir kırma  

amaçlı  

G  Dimetil sülfat  Piperidin  Piperidin  

A+G  Asit  Asit  Piperidin  

C+T  Hidrazin  Piperidin  Piperidin  

C  Hidrazin+Baz  Piperidin  Piperidin  

A>C  Baz  Piperidin  Piperidin  

 

Pürinleri kırmak için dimetil sülfat kullanılır. Dimetil sülfat ile N7 sayılı konumundan 

metillenen DNA‟ya, baz ortamda piperidin uygulandığında, DNA guanin bazından kırılır.  
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Baz yerine asidik ortam seçilirse, bu kez DNA guanin değil, adenin bazından kırılır. 

Pirimidin bazları ise hidrazin aracılığıyla kırılır. Hidrazin DNA‟yı hem sitozin, hem de 

timin bazından kırar. Bazları ayırmak üzere gerçekleĢtirilen tepkimelerden alınan 

parçacıkların elektroforezde beraber hareket ettirilir. DNA parçacıkları, en kısası en önde 

olacak biçimde yürürler. (Thompson vd 1994)  

1.10.2  Sanger ve Coulson tekniği  

Maxam ve Gilbert kimyasal kırılma tekniğine göre bu teknik hızlı olması ve toksik 

madde içermemesi nedeniyle tercih sebebidir. Fred Sanger ve arkadaĢlarının geliĢtirdiği 

zincir sonlanma yöntemi, enzimatik DNA bireĢimine istinat eder ve zamanımızda en 

popüler usuldür (Sambrook vd 1989). Belirtilen teknikte dizgei saptanması amaçlanan 

DNA iplikçiği, yeni bireĢimlenecek iplikçik için kalıp olarak kullanılır. Bu teknik, DNA 

polimerazın dNTP‟lerin (deoksiribonükleozit trifosfat) yanı sıra, deoksiribozun 3‟ 

konumunda OH grubu taĢımayan ddNTP‟leri de (dideoksiribonükleozit trifosfat) alt-

katman olarak kullanabilmesini temel alır (ġekil 1.16). Bir adet ddNTP‟nin sentezlenen 

DNA‟ya dahil, 3‟ konumunda OH grubu olmadığı için nedeniyle bireĢimin durmasına 

neden olur. Dizge analizi yapmak için dört farklı tepkime karıĢımı hazırlanır. Bu 

karıĢımlardan her biri, kalıp DNA zinciri, bir öncül, dNTP‟lerden dördü ve ddNTP‟lerden 

birinden az miktarda içerir. Özgül zincir sonlanması amacıyla her tepkimede ayrı bir 

ddNTP olur. Tepkimelerin hepsinde minimal ölçüde değiĢkin nükleotid kullanılmasıyla, 

yeni zincir bireĢimi rastgele sonlanır ve bir dizi DNA parçacığı oluĢur (Klug vd 2000).  

  

  

ġekil 1.16 (a) dATP (b) ddATP moleküller 
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 Bu teknik için gerekenler aĢağıdaki gibidir:  

 

- Tek iplikçikli kalıp DNA 

- dNTP‟ler, 

- ddNTP‟ler, 

- DNA Polimeraz, 

- Serbest OH grubu içeren öncül  

 

ddNTP‟ler, dideoksiribonükleozit trifosfat OH grubu taĢımayan, değiĢkin nükleotid alt-

katmanlarıdırlar. Bunlar riboz monosakkaritinin ikinci karbon atomunun yanı sıra, 

üçüncü karbon atomunda da deoksi- halinde olması nedeniyle, fosfodiester bağlarının 

oluĢumuna engel olur. Yeni nükleotidler bundan dolayı yapıya katılmaz, böylelikle DNA 

zincir uzaması sonlanmıĢ olur.  

 

Analizde kullanılacak olan kalıbın çoğaltımı asimetrik yollardan olur, böylece çok daha 

yüksek sayıda yapılır. Buna yönelik olarak, dizge analizinin yapılacağı kolun öncül 

deriĢiminin, tamamlayıcı kola göre daha yüksek tutulması gerekir. Döngünün daha ileri 

aĢamalarında, sınırlayıcı öncülün bittiği anda, yalnızca uzama kolu çoğalır. Çoğaltım 

bittiği zaman elde edilen ürün, ortamdaki maddelerden ayrıĢtırılır.  

 

DNA molekülünün iĢaretlenmesi tepkime sonucunda ortaya çıkacak olan ürünlerin iyi 

görüntülenebilmesi için gereklidir. ĠĢaretleme için genelde 
35

S, ve P33/ P32 izotopları 

kullanılır ve gama konumunda yapısındaki nükleotidlerden istifade ederek veya alfa 

konumundaki markalı dNTP‟ler aracılığıyla icra edilir. ĠĢaretli nükleotidlerin yapıya 

katılımı DNA polimeraz, öncül, kalıp DNA ve dNTP‟lerin ortama eklenmesiyle 

gerçekleĢtirilir. Kullanılan ddNTP‟lerin deriĢiminin diğer maddelerden daha düĢük 

olması gerekir. Markalama öncüle de uygulanabilir. ĠĢaretlemenin ardından tepkimeler 

baĢlatılır. KarıĢım dörde ayrılırarak tüplere aktarılır. Tüplere düĢük deriĢimli, farklı 

ddNTP‟ler gerekli enzim öğeleriyle birlikte koyulur ve inkübe edilir. Aynı karıĢıma 

koyulan ddNTP‟ler ile dNTP‟lerin aralarında bir çekiĢme olur. dNTP‟ler alt-katman 

olarak kullanıldığı sürece uzama olur ancak ddNTP kullanılırsa reaksiyon biter ve 
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sonlanma gerçekleĢir. Aynı anda tüplerde bağımsız tepkimeler oluĢur. Neticede 

birbirinden farklı uzunlukta DNA parçacıkları elde edilmiĢ olu.   

 

Reaksiyonlardan alınan parçalar elektroforezde, jelde beraberce iĢletilir. DNA 

parçacıkları jel üzerinde, oluĢan elektriksel alanın etkisiyle, kısadan baĢlayarak arkaya 

arkaya dizilirler. Belirlenen parçacıklar jelden, tepkime karıĢımına konulan ddNTP‟nin 

tipine göre okunur (Klug vd. 2000). Enzimatik zincir sonlanma tekniğiyle gerçekleĢtirilen 

tepkimelerin elektroforez sonrası görüntüsü ve okuma sonucu Ģöyledir: GGGCTG  

 

Ortaya çıkan ürünleri ayırt etmek amacıyla denatürasyon etkili poliakrilamid jel 

elektroforezi kullanılır ve ardından otoradyografi ile görüntülenir. Otoradyogramda 

görülen, kısadan baĢlayarak arka arkaya gelen bantlar, radyoaktif izotop taĢıyan tek 

zincirli DNA moleküllerine aittir. Jelde bulunan küçük parçalar, tepkime karıĢımına 

konulan ddNTP‟lerin tipine istinaden ve markalama usulü dikkate alınarak okunur 

(Thompson vd 1994). Böylece ġekil 2.16‟ da görüldüğü gibi, 5‟ ila 3‟ yönünde baz 

dizgesi belirlenmiĢ olur. (Klug vd 2000) 

 

 

ġekil 1.17 Zincir sonlanma tekniğiyle baz dizgesinin saptanması (Klug 1989) 
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2.10.2.1 Sanger ve Coulson zincir sonlanma tekniğinin kimyasal kullanımı 

Öncüller; Sanger-Coulson zincir sonlanma tekniğinde, aranan DNA kalıbının çoğaltımı 

ve dizge analizi için öncül olarak özgül oligonükleotidler gerekir. Öncül ikililerin elde 

edilmesinde ve çoğaltılmasında uygulanır. Öncüller aynı zamanda bu tekniğin son 

aĢamasındaki sonlanma tepkimesinde, geçerli ucu sağlarlar. Her birinde öncül çifti aynı 

oligonükleotidlerden oluĢabilir, fakat baĢka öncüller de kullanmak olasıdır. Alanın 

kazanılmasında kullanılan öncül çifti, dizgeyi dıĢarıdan belirlemek; dizge analizi 

tepkimesinde kullanılan öncülü ise bu öncüllerin arasında ve dizgenin analiz uygulanacak 

bölgesine daha yakın konumlanmalıdır. Dizgeleme tepkimesinde bir tek öncül uygulanır 

ve böylelikle tepkime yönü belirlenmiĢ olur (Sambrook vd 1989). 

 

Kalıp DNA; Sanger-Coulson tekniğinde, tek ve iki zincirli DNA kullanılabilir.  Tekniğin 

baĢlangıcında kalıp DNA olarak adlandırılan DNA parçacığı, PCR (Polimeraz Zincir 

Tepkimesi – Polymerase Chain Reaction) yöntemiyle elde edilir ve çoğaltılır. PCR 

sonucunda elde edilen kalıp DNA‟nın önce tepkime artıklarından arındırılması gerekir ki 

üzerinde titiz davranmayı gerekrtiren bir safhadır. Yeterince temizlenememiĢ bir model 

DNA ile, müteakip tepkimeye eklenecek maddeler ve öncül kalıntıları, tepkimenin 

duyarlığını bozacaktır (Sambrook vd 1989).  

  

Enzimler; birçok tipte DNA polimeraz enzimi Sanger-Coulson zincir sonlanma 

tekniğinde kullanılabilir. Bunların ortak özellikleri, özgül ve duyarlı enzimler olmalarıdır. 

Kullanılan enzim örnekleri aĢağıdaki gibidir (Sambrook vd 1989):  

 

E. coli Klenow Parçacığı DNA Polimeraz I; Bu enzim, baĢlangıçtaki teknikte 

kullanılmıĢtır, ancak iki önemli çekincesi bulunmaktadır. Bunların ilki, enzimin 

denetimsiz bir biçimde çoğaltma tepkimelerini yarıda kesmesidir. Bu sorun, özellikle 

uzun okumalarda, iyice belirginleĢir. Ġkinci çekince ise enzimden homopolimerik ve 

ikincil yapısı güçlü alanlarda aranan verimin sağlanamamasıdır (Sambrook vd 1989). 
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Ters Transkriptaz; Her ne kadar çok yaygınlıkla kullanılmasa da, ters transkriptaz 

(reverse transcriptase) enzimi, homopolimerik alanlarda etkindir. Klenow parçacığından 

daha etkili ve elveriĢlidir (Sambrook vd 1989). 

 

Sekuenaz Enzimleri; T7 bakteriofajından alınan Sekuenaz (Sequenases
TM

) enzimlerinin 

3‟-5‟ ekzonükleaz etkenlikleri engellenmiĢtir ve bu özellikleri nedeniyle tek yönlü ve 

süratli çalıĢırlar. Yüksek özgül etkenliği ve dayanıklılığı kalıp DNA‟nın uzun olduğu 

deneylerde tercih nedenidir (Sambrook vd 1989). 

 

Taq DNA Polimeraz; bu enzim türü sıcağa dayanıklı olması nedeniyle yaygınlıkla 

kullanılır ve tek zincirli DNA dizgesi belirlemek için tercih sebebidir. Özellikle 95 
0
C‟da 

etken olması sayesinde her bölgede çok kullanıĢlıdır (Sambrook vd 1989). 

 

Elektroforez; fosfat grubu taĢımaları nedeniyle DNA molekülleri eksi (-) yüklüdür ve 

anot yönünde (+ kutba), DNA‟nın yapısına ve uzunluğuna bağlı olarak hareket ederler. 

Kısa DNA parçacıkları jel boyunca daha süratli yol alırken, uzunluk arttıkça bunların 

sürati azalır. Her iki dizge analiz tekniğinde DNA‟nın bu özelliği kullanılarak, elde edilen 

değiĢik uzunluklardaki parçacıklar birbirlerinden ayrılır ve tanımlanır. DeğiĢik 

sonlanmaları olan tepkime ürünleri söz konusu jel matrikse dört ayrı bölümde yüklenir. 

OluĢturulan elektriksel alanda, DNA parçacıkları boylarıyla sıralanırlar ve böylelikle 

okunabilirler. Tekniklerin ikisinde de Poliakrilamid jeller kullanılır. Bu jeller, tek 

nükleotidi bile ayırt edebilir. DNA dizge analiz tepkimesi sonucunda ortaya çıkan 

parçacıklar, radyoaktif, veya floresan boyalarla markalanarak yahut gümüĢ boyama 

yoluyla tespit edilebilir. Poliakrilamid jellerin yerine, otomatik DNA aygıtlarının 

geliĢmesiyle polimerler geçmiĢtir. Yoğunluklarla değiĢen yüksek bir ayrım gücüne 

sahiptirler. Özel aygıtlarda çapları milimetreden küçük olan cam kapilerler içine 

yüklenen polimer sayesinde daha önce karĢılaĢılan sorunlar minimum seviyeye çekilir 

(Hillis vd 1996). 
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1.11 Otomatik DNA Dizileme Yöntemi  

Ġnsan dahil projelerin çoğunda genom, DNA dizge analizi öngörmektedir. Analiz sayıları 

çoğaldıkça, bunlar çok zaman almakta, daha da çok iĢ gücü gerektirmektedir. Bu 

nedenlerle otomasyon gereksinimi doğmuĢtur. Otomatik DNA dizge analizleri, 

araĢtırmacılara zaman kazandırmanın yanı sıra, çalıĢma koĢulları standartları ve ulaĢılan 

sonuçların değerlendirilmesinde de yararlı olmuĢtur.  

 

Bu yöntem, Sanger ve Coulson zincir sonlanma tekniğinin ilkelerini temel alır. Tek fark, 

iĢaretleme sürecinde floresan boyaların radyoaktifin yerine kullanılmasıdır. Dört adet 

boyadan yararlanılır ve dizgenin sonuç vermesini sağlayan ve her rengin bir nükleotidi 

simgelediği dört farklı renkte pik oluĢur: Guanin siyah, Adenin yeĢil, Timin kırmızı ve 

Sitozin mavi renklerle markalanır. Neticede alınan pikler aĢağıda sunulmuĢtur.  

 

  

ġekil 1.18 Otomatik dizgeden alınan pikler 

 

Otomatik DNA dizge analiz aygıtları, sabit olarak bilgisayara bağlı uygulamalar ve bu 

uygulamaların yürüttüğü elektroforez sistemlerini içerir. Elektroforez biriminde, lazer 

ıĢık kaynağı aracılığıyla monokromatik bir ıĢık oluĢturulur. Dizgesi elde edilmek istenen 

DNA‟nın bulunduğu jel, bu monokromatik ıĢıkla taranır, böylece elektroforez sürecinde 

DNA‟ya bağlanmıĢ olan floresan boya, cinsine göre, kendi karakteristik dalga boyunda 

ıĢıma verir. Bu ıĢıma sistemdeki bir detektör tarafından kaydedilir ve monitörde 

görüntülenir.  
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1.12 Dizgelerin Hizalanması, CLUSTALW ve MULTALIN  

Biyoenformatik alanının temel araçlarından biri de, çoklu dizge hizalamadır. Özellikle 

dizge ve filogenetik ağaç oluĢturma, moleküler kalıplama çalıĢmalarında uygulanır. 

Çoklu dizge ve ikili dizi hizalama yöntemlerine oranla yüksek oranda veri üretir. Mevcut 

çoklu hizalama teknikleri, optimum hizalamayı ancak dizge sayısıyla üstsel iliĢkili bir 

sürede hesaplayabilir, bu nedenle de günümüz hesaplama yöntemleriyle büyük boyutlu 

verilerle hesaplamayı olanaksız kılar. Farklı ve iyi hizalama sağlayacak yazılımlar bu 

yüzden büyük önem kazanmıĢtır.   

 

Bu teknikle çok sayıda uygulama bulunmaktadır. Biri olan CLUSTALW (Corpet 1988) 

tarafından sunulan metodun dayandığı ilke, ikili benzerliklerin kullanılmasıyla kuramsal 

filogenetik ağaçların oluĢturulmasıdır. Bu bilgiler daha sonra dizgeleri aĢamalı olarak 

hizalamak için kullanılır.   

 

Kalıtsal algoritmalar, çoklu hizalama sorunlarını çözmek için kullanılan bir baĢka 

yöntemdir. MULTALIN bu algoritmalarla geliĢtirilen ve mikrobilgisayarlarda da kolayca 

kullanılabilen uygulamalardandır (Sambrook vd 1989); bu algoritma aracılığıyla hem 

proteinler, hem de nükleik asitler hizalanabilir. Uygulamanın ilkesi, aĢamalı hizalamanın 

dinamik programlanması tekniğine dayanır. BaĢlangıçta dizgeler hiyerarĢik biçimde 

gruplara ayrılır, ardından yakın dizgeler hizalanarak gruplanır (Hillis vd 1996) 

 

1.13 Kalıtsal ÇeĢitlilik ve Kalıtsal Nitelendirme  

Belli bir coğrafyaya uyum sağlamıĢ, o bölgede yaygın tür ve ırkların kalıtsal nitelikleri ve 

birbirleriyle olan iliĢkilerinin niteliği anlamına gelen kalıtsal çeĢitlilik, hayvansal üretim 

ve ıslah programlarının temelidir. Evcil hayvanlarda, ırk-içi ve ırklar-arası olmak üzere 

iki tip kalıtsal çeĢitlilik söz konusudur.  

 

Bu iki çeĢitliliğin saptanması ve nitelendirme çalıĢmaları Dünyada ve Türkiye‟de önemli 

bir yere sahiptir. 1980‟lerde, kan ve süt protein polimorfizmi kullanılarak yerli ırkların 

kalıtsal yapıları ve bazı verim özellikleriyle olan iliĢkileri incelenmiĢ, son geliĢmelerle de 



83 

 

mikrosatelit belirteçler ve SNP‟ler yaygınlaĢmıĢtır (Ceriotti vd 2003; Ibeagha-Awemu ve 

Erhardt, 2005)  

 

Mikrosatelitler yanı sıra baĢka biyokimyasal belirteç sistemleri de kalıtsal nitelendirme 

çalıĢmalarında kullanılmıĢtır (Moazami-Goudarzi vd 1997; Kantanen vd 1999) Ağırlıklı 

olarak AFLP (Negrini vd 2007), mtDNA (Loftus vd 1994; Bradley vd 1996; Finnilä vd 

2001; Mannen vd 2004) ve Y kromozomuna özgün mikrosatelitlerden yararlanılsa da, 

SNP belirteçleri de kullanılmaya baĢlanmıĢtır (Li vd 2006; McKay vd 2008). Ayrıca, 

belirteç sistemleri dıĢında, aile ağacı kayıtları da kalıtsal nitelendirme çalıĢmalarında 

kullanılır (Trinderup vd 1999; Honda vd 2006).  

 

Mikrosatelit belirteçler kullanılarak sığır ırkları üzerinde yapılan analizlerde, Taurin ve 

Zebu sığır karıĢımı bulunmamıĢsa da, Y kromozomu ve mtDNA gibi baĢka belirteç 

sistemleriyle yapılan çalıĢmalar bir arada değerlendirildiğinde, Y kromozomu belirtecinin 

verilerinde, bu ırklarda Zebu karıĢımının bulunduğu bulgulanmıĢtır (Lirón vd2006).  

 

Bitkiler, deniz ürünleri ve çeĢitli hayvan türleriyle gerçekleĢtirilen moleküler 

araĢtırmalarda, SNP‟ler çokca ve beraberce kullanılmaktadır (Trinderup vd 1999; Honda 

vd 2006). 

 

Sonuç olarak; daha önce birçok belirteç sistemi kullanılmıĢken, PCR sonrasında onunla 

birlikte mikrosatelitler ağırlık kazanmıĢlardır. Özellikle son yıllarda da, SNP belirteç 

çalıĢmaları artmıĢ ve SNP çipleri oluĢturulmaya baĢlanmıĢtır.  
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2. KAYNAK ÖZETLERĠ  

ÇalıĢmalarında ISSR kullanan araĢtırmacılar genellikle ISSR‟ın öncül bir sekans bilgisi 

gerektirmemesi, basit ve çabuk operasyonu, laboratuvar seviyesinde çalıĢılabilmesi ve 

güvenilir olması, dengeli olması, radyoaktivite gerektirmemesi gibi nedenlerden dolayı 

tercih etmektedirler. Korunga bitkisi üzerinde yapılan çalıĢmalar ise genel olarak 

Yunanistan bölgesinde yoğunlaĢmıĢ, araĢtırmacılar buralardaki genetik çeĢitlilik ve 

fenotipik özellikleri ISSR yoluyla analiz ederek yorumlamıĢlardır.  

 

Abraham vd. (2015) çalıĢması Yunanistan‟da bir bölgede korunga bitkisinin ortamı, 

çeĢitliliği ve etrafındaki türlere göre genetik çeĢitliliğini haritalamak amacıyla yapılmıĢ 

ve ISSR moleküler belirteçleriyle sonuç almaya çalıĢmıĢtır. ISSR analizlerini 

sağlayabilmek ve sekansları basitleĢtirmek için yedi oligonükleotid PCR yükseltmesi 

ISSR belirteçleriyle belirtilmiĢtir. ISSR‟ların dominant belirteçler olduğu deneyde her bir 

belirtecin bir fenotipi belirtmesi amaçlanmıĢtır ve sadece kararlı bir Ģekilde tespiti 

sağlanan belirteçler analiz edilmiĢtir. Bu Ģekilde belirteçlerin varlığı ve yokluğu ile 

sayısal veriler atanarak oluĢturulan niteliksel veritabanı Hardy-Weinberg eĢitliğini 

kullanan POP-GENE 1.32 versiyonuna yüklenmiĢtir. Ayrıca Shannon endeksi H= -

piLog2 pi olarak hesaplanmıĢtır ki “pi” ISSR belirteçlerinin belirlenmiĢ bir grup ya da 

bölgedeki varlığı ve yokluğunun sıklığını belirtmektedir. Toplamda toplanan 7 seçilmiĢ 

ISSR belirteci ile 92 bölgenin analizine ulaĢılmıĢtır. Bunlardan %78.26‟sı polimorfik 

%21.74‟ü ise türler içi ve arasında monomorfik çıkmıĢtır. Shannon endeksi HW eĢitliğine 

dayanmadığı için daha güvenilir olduğundan daha az tarafsız olduğu için hesaplanmıĢtır. 

ISSR belirteçleri aracılığıyla hesaplanan genetik çeĢitlilik analizinde, araĢtırmanın 

yapıldığı bölgedeki korunga çeĢitliliği hakkında bilgilere ulaĢmıĢlardır. Bilgilere göre 

Shannon Endeksi 0.269 ila 0.340 arasında belirlenmiĢtir. AMOVA analizine göre ise 

genetik çeĢitliliğin %91‟lik bölümü popülasyonlar içerisindeki farklılıklara, kalan %9‟u 

ise popülasyonlar arasındaki farklılıklara atfedilmiĢtir. ISSR belirteçleri ile bulunan 

genetik çeĢitlilik sonuçları ise çalıĢmanın bölgesel sınırlılıklarına bağlı olarak önemli bir 

sonuç ortaya koymamıĢ, çevresel faktörlerin etkisi yorumlamasından öteye 

geçilmemiĢtir. Yine de genetik çeĢitlilik çevresel faktörler dıĢında coğrafi uzaklıkla 

genetik çeĢitlilik arasında bir korelasyon olduğu iddia edilmiĢ, aralarında uzaklık bulunan 
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türler arası gen aktarımının güç olması belirtilmiĢtir. Sonuç olarak açık alan ve ormanlık 

alandaki bitkilerin fenotipik özellikleri farklı bulunmuĢ, açık alanda yapılan otlanma 

faaliyetleri ile bitkilerin adaptasyonu gözlemlenmiĢ, bu da çevrenin ekolojiye olan 

etkisini göstermiĢtir. Ormanlık alanda sayıca daha fazla bitki bulunması da daha az 

otlanmaya yorumlanmıĢtır. Türlerin genetik çeĢitliliği de böylece korunga bitkisinin 

genetik çeĢitliliğinden çok çevresel etmenlere sağladığı uyuma yorumlanmıĢtır.  

 

Bitkinin bölgedeki yaygınlığı sebebiyle Merkouropoulos vd.  (2016) yine Yunanistan‟da 

3 farklı bölgede yapılan genotip ve genetik çeĢitlilik araĢtırmasında da sırasıyla alçak 

(Drama), orta yükseklikte (Kilkis), ve yüksek alanda (Chalkidilki) yapılan veritabanı 

çalıĢması ile çiçek döneminde (Haziran 2013) alınan örnekler Atina Üniversitesine 

götürülerek muhafaza altında incelemeye alınmıĢ, çalıĢmada yine ISSR tekniği ile 

moleküler belirteçler vasıtasıyla tespit ve analiz yapılmıĢtır. Ġlk baĢta elde edilen 14 ISSR 

belirtecinden 9‟u analizde kullanılmak üzere seçilmiĢ ve sonuçlar popgene 1.32 

programına yüklenerek ANOVA analizi GenAlEx ver.6.5b5 ile yorumlanmıĢtır. 

Ġstatistiksel önem testleri 9999 permütasyon ile sağlanmıĢ ve sıralı Bonferroni 

doğrulaması yapılmıĢtır. ISSR primerları arasındaki genetik çeĢitlilik Nei‟nin genetik 

uzaklığına göre hesaplanmıĢtır (Nei, 1973). AraĢtırma sonucundaki bulgularda ise alçak 

ve orta yükseklikten alınan bitkiler arasında önemli bir farklılık gözlemlenmemiĢ, yüksek 

bölgeden alınan bitkilerde ise yaprak boyutlarında önemi yüksek olmayan küçük 

farklılıklar gözlemlenmiĢtir. Genelde alçak alandan alınan örnekler uzun bitkiler 

olmuĢken, yüksek alandan alınan bitkilerde de alanda yapılan otlanma faaliyetleri 

dolayısıyla daha kısa bitkiler olmuĢtur. Genetik analizde ise çevresel etmenlerden 

tamamen bağımsız olacak Ģekilde toplamda 105 örnek 9 ISSR primerı ile birlikte 

yekünde 450-3500 bp arasında değiĢen 721 DNA bandı oluĢturmuĢtur. Genetik 

varyasyon (HE) 0.073 ile 0.055 arasında değiĢirken Shannon endeksi ise 0.085 ile 0.123 

arasında bulunmuĢtur. Yüksek alandan alınan örneklerde bu değerler yükseltisi nispeten 

daha düĢük olan alanlara göre daha yüksek bulunmuĢtur. AMOVA‟ya göre de genetik 

çeĢitliliğin %85‟i popülasyonlar içindeki farklılıklara, %15‟i ise popülasyonlar arasındaki 

farklılıklara atfedilmiĢtir. Popülasyonlar içerisindeki değiĢikliğin bu yüksek oranı L. 

corniculatus gibi yaygın, coğrafi olarak geniĢ çapta bulunabilen, birden fazla polen temin 

etme Ģekline sahip bir bitki için normal karĢılanmıĢtır. Sonuç olarak sadece yüksek 
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bölgedeki bitkilerin genetik fenotipine iliĢkin adaptasyonu ile çevresel etmenlerden 

ekolojik dengenin etkilenmesine iliĢkin yorumlar yapılmıĢtır. Korunga bitkisinin 

popülasyonlar içindeki genetik çeĢitliliği ise yükseklik ve iklimsel özelliklerle 

yorumlanmıĢtır. Bu yolla iklim değiĢikliklerinden nispeten daha az etkilenebilecek bu 

gibi bitkilerin arazi restorasyonlarında kullanılabileceği açıklanmıĢtır. 

 

Kramina vd. (2016) Lotus türünde yaptığı filogeniye yönelik çalıĢmada nrITS ve nrETS 

ve plastid belirteçlerin kısmi farklılıkları ve biocoğrafik sonuçları araĢtırılmıĢtır. Lotus 

türü yaklaĢık 130 tür bitkiyi barındırdığından eski nrITS tabanlı filogenilerin bitki 

çeĢidinin taksonomik özellikleriyle farklılıklar göstermesi, özellikle Dorycnium türünün 

beklenmedik bir Ģekilde Lotus türünün L bölümüne yakın konumlandırılması hem 

yetersiz taksonomik örnekleme hem de tek bir DNA belirteci kullanımından oluĢtuğu 

belirtilmiĢtir. Lotus filogenisinin kökü, benzer veya aynı soydan gelen bitkiler ve coğrafi 

Ģablonları da özellikle tartıĢılmıĢtır. Bu çalıĢma Lotus türü üzerinde hem plastid hem de 

atomik belirteçler kullanılarak yapılan ilk çalıĢmadır. AraĢtırmadaki nrITS bölgeleri 98 

Lotus türünü temsil eden 155 örnekten oluĢmuĢtur. Sıralama yapılan nrITS, nrETS, 

psbA-trnH ayracı ve rps16 intronu için 54 cinsi temsil eden 70 örnek kullanılmıĢtır. 

Farklı türler olan Dorycnium ve Tetragonolobusun Lotus türüne yakın konumlandırılması 

kanıtlanmıĢtır.  

 

Plastid verilerinin analizleri Lotusun iki ayrı türe ayrımını desteklemiĢ, bu türler de Lotus 

türündeki çeĢitlilik ve aynı zamanda geleneksel olarak Dorycnium türü altında incelenen 

örneklerden de oluĢmuĢtur. Ortak atalı türlerden öncekinin tür çeĢitliliği Avrupa ve 

Kuzey Asya‟da iken, sonraki Makaronezya, Afrika ve Güney Asya‟dadır. Sadece güneyli 

olan bitki nrITS ve nrETS verileri içerisinde çözümlenebilmiĢtir. Plastid, nrITS ve nrETS 

verilerinden elde edilen soyağaçları birden fazla küçük çaplı ortak atalı altcinslere denk 

gelmiĢ, aynı zamanda geleneksel taksonomik konseptlerden uzak bazı yerleĢik türlere de 

denk gelmiĢtir. Atomik ve plastid belirteçler arasında birden fazla farklılık gözlemlenmiĢ 

ve belgelenmiĢtir ki sebep olarak ağ Ģeklinde evrim gösterilebilir. Lotus türünün mevcut 

coğrafi tercihleri ise muhtemel olarak hem Akdeniz bölgesindeki ekolojik değiĢimlerin 

fazla olması hem de geniĢlemeye yönelik türlerin artması olarak değerlendirilmiĢtir.  
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3. MATERYAL VE YÖNTEM 

3.1 Biti Materyalinin Temin Edilmesi  

Bu çalıĢmanın bitkisel materyalinin Osmangazi Üniversitesi Öğretim Elemanlarından 

Prof. Dr. Süleyman Avcı tarafından diğer kısmı ise TAGEM destekli olarak yürütülmüĢ 

olan„‟Orta Anadolu Bölgesinden Toplanan Korunga (Onobrychis L.) Bitkilerinin 

Karakterizasyonu‟‟ projesine ait korungalardan oluĢmaktadır. 

 Çizelge 3.1 Korunga (Onobrychis) türlerinin isimleri  

Sıra No Tür No Tür Adı 

1 4 Onobrychis lasiostachya Boiss. (EskiĢehir) 

2 5 Onobrychis gracilis Besser. (Adana) 

3 6 Onobrychis fallax var. longifolia Aktoklu var. nov. (Malatya) 

4 7 Onobrcyhis argyrea Boiss. subsp. argyrea Boiss. (Sivas) 

5 9 Onobrychis huetiana Boiss. (Sivas) 

6 10 Onobrychis ornata (Willd.) Desv. (Ankara) 

7 13 Onobrychis tournefortii (Willd.) Desv. 

8 15 Onobrychis cilicica Kit Tan Et  Sorger 

9 17 Onobrychis hypargyrea Boiss. (Ankara) 

10 20 Onobrychis armena Boiss. Et Huet. (Erzincan) 

11 22 Onobrychis meschetica Grossh (Kars) 

12 33 Onobrychis radiata (Desf.) Bieb.(Kars) 

13 34 Onobrychis atropatana var. grandiflora Aktoklu var.nov. (Kars) 

14 35 Onobrychis stenostachya Freyn. subsp. sosnowskyi (Grossh.) 

Hedge.(Kars) 

15 44 Onobrychis elata Boiss. Et Bal. (NevĢehir) 

16 45 Onobrychis armena Boiss. Et Huet. (Kütahya) 

17 46 Onobrychis hypargyrea Boiss. (Kütahya) 

18 48 Onobrychis viciifolia Scop. (Kütahya) 

19 51 Onobrychis gracilis Besser. (Kütahya) 

20 54 Onobrychis fallax var fallax Freyn Et. Sint. (Malatya) 

21 55 Onobrychis galegifolia Boiss. (Adıyaman) 

22 57 Onobrychis galegifolia Boiss. (Antep) 
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Çizelge 3.1 Korunga (Onobrychis) türlerinin isimleri (devam) 

23 60 Onobrychis viciifolia Scop. (Erzurum) 

24 68 Onobrychis kotschyana Fenzl. (Gaziantep) 

25 70 Onobrychis altissima Grossh. (Kars) 

26 

27 

28 

29 

30  

31 

32                            

71 

75  

87 

88 

K-027  

Lütfibey 

Özerbey-

03           

Onobrychis hajastana Grossh. (Erzurum) 

Onobrychis ornata (Willd.) Desv. (Çankırı) 

Onobrychis viciifolia Scop. (Bolu) 

Onobrychis pisidica Boiss. (Isparta) 

Onobrychis oxyodonta Boiss. (Ankara) 

Onobrychis viciifolia Scop. (Lütfibey-Ankara) 

Onobrychis viciifolia Scop. (Özerbey-Ankara)         

   

   

 

 

Ekim iĢlemleri için Tarla Bitkileri Merkez AraĢtırma Enstitüsü Müdürlüğü bünyesinde 

bulunan merkezlerden biri olan Biyoteknoloji AraĢtırma Merkezi‟nde bulunan kontrollü 

seralar kullanılmıĢtır. Bu seralarda torf:perlit (2v/1v) karıĢımı harç kullanılmıĢtır. Her bir 

materyalden 11 tekerrür olacak Ģekilde viyollere ekim yapılmıĢtır. Her bir viyole 3-5 

tohum yerleĢtirilmiĢtir (ġekil 3.1). Periyodik olarak kontrolü yapılarak sulama iĢlemi 

gerçekleĢmiĢtir. YaklaĢık olarak 15 gün sonra DNA izolasyonu için iki-üç yapraklı genç 

fidelerden yaprak örnekleri alınmıĢtır. Alınan yaprak örnekleri aliminyum folyaya 

sarılarak sıvı azota (-196˚C) daldırılmıĢtır. Sonrasında laboratuvar ortamında sıvı azottan 

alınan yaprak örnekleri izolasyon çalıĢması için -80 C de muhafaza edilmiĢtir.  
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                          ġekil 3.1 Tohum örneklerinin viyollere ekilmesi  

3.2 DNA Ġzolasyonu  

Silika jelde kurutulmuĢ, taze veya herbaryum bitki materyali DNA izolasyonu 

aĢamasına kadar – 80
0
C dolabında saklandı. Genomik DNA izolasyonu Lefort vd. 

(1998) göre gerçekleĢtirildi. DNA izolasyonunun aĢamaları; 

 

1. 100 mg yaprak dokusuna, 1 ml DNA ekstraksiyon solüsyonu eklendi 

(örnek baĢına 10 µl olup, 2-merkaptoethanol içerir). 

2. Örnekler 65 
0
C-15 dakika su banyosunda ara sıra çalkalanarak bekletildi. 

Sonrasında oda koĢullarında soğutuldu. 

3. Soğutulan örneklerin üzerine 0.7 ml kloroform/isoamil alkol (24:1) 

eklenerek, 20-25 defa sallanarak, karĢtırılması sağlandı. Sonrasında 30 

dakika buz üzerinde bekletildi.  

4. 10 dakika 14000 rpm‟de santrifüj edildi. 

5. Üst sıvı (süpernatant) yeni bir tüpe (yaklaĢık 0.7 ml) aktarıldı. 

6. Üzerine yaklaĢık 0.8 ml isopropanol eklendi.  

7. 15-20 dakika buz üzerinde bekletilir (ya da tercihen -20 
0
C‟de gece 

boyu).  

8. Bekletilen örnekler 3 dakika 14000 rpm de santrifüj edildi.  

9. Ardından üst sıvı (süpernatant) atıldı. 
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10. Alt katı (pellete) üzerine 1 ml (%70‟lik) ethanol eklendi ve 2 dakika 

14000 rpm de santrifüj edildi. 

11. Etanol uzaklaĢtırılarak pellet kurutuldu ve 50-100 µl TE (ph 8) veya H2O 

(nuclease free) da çözülerek pipetajla pellet oynatıldı ve gece boyu 

4
0
C‟de tutularak DNA‟nın çözülmesi sağlandı. 

12. 100 µl DNA için 3µ l RNase eklendi. 

13. 37 
0
C‟de 20 dakika bekletilecektir. DNA miktarı ve saflığı ve PCR‟da 

kullanılacak sulandırım oranlarının hesaplanması Nanodrop 

Spektrofotometre Cihazı kullanılarak tayin edildi. OD260/OD280 oranı 

DNA  kontaminasyon oranını vermektedir. Bu oranın 1.8 ile 2.0 arasında 

olması temiz bir DNA izolasyonun yapıldığı anlamına gelmektedir. 

14. DNA örneklerinin % 1‟lik agaroz jele yüklene iĢlemi gerçekleĢtirldi ve 

Polimeraz Zincir Reaksiyonu‟nunda (PZR) kullanılmak üzere 

sulandırılarak -20˚C‟ye kaldırılmıĢtır.  

CTAB (Ekstrasyon Solusyonu)                                            %4w/v 

NaCI                                                                                      1.4 M 

2-Mercaptoethanol                                                                %2w/v 

EDTA                                                                                   20 mM 

Trisma Base                                                                         100 mM 

PVP-40                                                                                 %3w/v 

Son hacim 100 ml olacak Ģekilde tamamlanarak pH 8.0‟a ayarlanır.  

 

Ġkinci olarak, CTAB yöntemine alternatif olarak „Qiagen DNeasy Plant Mini Kit 

Protokolü‟ kullanılmıĢtır. Yöntemin aĢamaları aĢağıdaki gibidir:   

1. Yaprak örnekleri (100 mg genç yaprak, 20 mg kuru yaprak) sıvı azotla birlikte 

havanda ezilerek, 2 ml‟lik tüplere aktarıldı.  

2. Tüplere 400 µl AP1 tamponu ve 4 µl RNaz eklenerek, sertçe vortexlendi. 

Vortexlenen karıĢım 10 dakika 65
o
C de inkübe edildi (inkübasyon süresince 

tüpler 2-3 kere ters çevrilerek karıĢtırılması sağlandı).  

3. KarıĢıma 130 µl buffer P3 tamponu lizata eklendi ve karıĢtırıldı. Sonrasında buz 

üzerinde 5 dakika inkübe edildi ve 5 dakika 14.000 rpm‟de santrifüj edildi. Lizat 
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(özellikle süpernatant kısmı) pipetleme yoluyla pembe tüplere aktarılarak, 2 

dakika 14000 rpm‟de santrifüj edildi.  

4. Altta toplanan fraksiyon pelete dokunmadan yeni bir tüpe aktarılırdı. Hacmin 

toplamının1,5 katı kadar AW1 tamponu lizata eklendi ve sonrasında 

pipetleyerek iyice karıĢtırılması sağlandı.  

5. KarıĢımın 650 µl‟si pipetle beyaz spin kolumn tüpüne alındı (kalıntı parçacıklar 

da dahil olmak üzere). 1 dakika 8000 rpm‟de santrifüj edilerek, altta kalan sıvı 

döküldü. Aynı iĢlem tekrarlandı ve süzülen sıvı alttaki tüple beraber atıldı.  

6. Spin kolumn yeni bir toplama tüpüne (2 ml‟lik) yerleĢtirildi. 500 µl AW2 

tamponu eklendi ve 8000 rpmde 1 dakika santrifüj edildi. Süzülen sıvı döküldü 

ve toplama tüpü bir sonraki aĢamada yeniden kullanıldı.  

7. Spin kolumna 500 µl AW2 tamponu eklendi ve 14000 rpm‟de 2 dakika santrifüj 

edildi. Spin kolumn hiçbir yere değdirilmeden dikkatlice 2 ml‟lik tüpe aktarıldı. 

Membran üzerine direk olarak 100 µl AE tamponu eklendi. 5 dakika oda 

sıcaklığında inkübe edilerek (ağzı açık Ģekilde, 1 dakika 8000 rpm‟de santrifüj 

edildi. 

8. DNA miktarı ve saflığı iĢlemi ilk yöntemde kullanmıĢ olduğumuz Nanodrop 

Spektrofotometre Cihazı kullanılarak tayin edildi 

Her iki yöntemdeki DNA miktar ve kontaminasyon oranları karĢılaĢtırıldığında 

CTAB yöntemine göre Qiagen DNeasy Plant Mini Kit Protokolü‟nde çok daha 

yüksek oranda sonuçlar elde edilmiĢtir. Bu sebepten ikinci yöntem olan „Qiagen 

DNeasy Plant Mini Kit Protokolü‟‟nden elde edilen DNA‟lar kullanılmıĢtır.  

3.3 ITS-PCR Reaksiyonları   

Moleküler filogenetik analiz için kullanılacak genlerin ITS-PCR aracılığıyla 

çoğaltılmasında kullanılan ITS primer dizileri Çizelge 3.2‟de, ITS-PCR bileĢenleri ve 

miktarları da Çizelge 3.3‟de gösterilmiĢtir.  
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Çizelge 3.2 ITS primer dizileri 

 

Genler Ġleri Primer Geri Primer Referans 
ITS TCCTCCGCTTATTGATATGC GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG Schmidt 

ve 

Schilling, 

2000  

 

 

 

Çizelge 3.3 ITS-PCR bileĢenleri ve miktarları  

 
   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

50 µl reaksiyon hacminde gerçekleĢtirilen PCR uygulamasını takiben elde edilen PCR 

ürünleri 2%‟lik agaroz jelde 80 V‟da 40 dakika elektroforez iĢlemine tabii tutuldu.  

 

3.3.1 ITS-PCR ürünlerinin purifikasyonları 

ITS-PCR ürünlerinin purifikasyon uygulamasına, agaroz jel elektroforezi iĢlemi 

sonunda PCR ürünlerinin tek bant oluĢturmasının gözlenmesiyle geçildi. Agaroz jel 

elektroforezini takiben elde edilen tek bantlar jelden UV altında dikkatli bir Ģekilde 

kesilerek 1.5 ml‟lik tüpe alınarak tartıldı. Bant ağırlıkları bulunduktan sonra aĢağıdaki 

protokol izlendi: 

 

DNA  200 ng 

dNTP (2,5 mM) 0,5 µl 

MgCl2 (25 mM) 1,5 µl 

Primer F (10 pkmol) 1 µl 

Primer R (10 pkmol) 1 µl 

Buffer (5x) 5 µl 

Taq Polimeraz 0,5 µl 

Su DeğiĢken 

Toplam 50 µl 
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1. Jel ile 1/1 oranında olacak Ģekilde membran binding solusyonu eklendi ve 65 

ºC‟de eritildi. 

2. Kolon temiz tüpe takılır ve üzerine örnek yüklendi (örneğin kolonun tam 

ortasına bırakılmasına dikkat edildi). 

3. 14000 rpm‟de oda sıcaklığında 1 dakika santrifüj edildi ve alt solusyon 

döküldü. 

4. Kolona 700 µl „membran wash‟ solusyonu eklendi. 14000 rpm‟de oda 

sıcaklığında 1 dakika santrifüj edildi ve alt solusyon döküldü.  

5. „Membran wash‟ solusyonundan 500 µl  eklenerek iĢlem tekrarlandı. 14000 

rpm‟de 5 dakika santrifüj edildi. 

6. Kolon temiz bir tüpe takıldı (1.5 ml eppendorf tüp). 

7. 25 µl „Nukleaz free‟ su membrana değmeden ortaya bırakıldı ve 1 dakika 

beklendi. 

8. 14000 rpm‟de oda sıcaklığında 1 dakika santrifüj yapıldı. 

9. Kolon atıldı ve tüp +4 ºC‟de saklandı.  

10.  Saflık ve miktar tayini yapıldı. 

 

3.3.2 ITS-PCR sekans reaksiyonları ve dizileme 

Purikasyon iĢlemi sonrasında agaroz jelden alınan DNA (yaklaĢık 60 ng‟lik) PCR 

tüpüne konularak, 4 dakika 94 ºC‟de denature edilerek buza alındı ve Çizelge 3.4‟deki 

protokole uygun olarak hem ileri hem de geri yönde sekans PCR‟ı gerçeleĢtirldi.  

 

Çizelge 3.4 Sekans PCR (ileri ve geri yönde) koĢulları 

 

 

 

 

 

 

 

DNA 60 ng 

Premix 5 µl 

Primer  

(1.6 pmol) 

2 µl 

Su DeğiĢken 

Toplam 20 µl 
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Sekans PCR‟ı sonrası elde edilen PCR ürünü Ageancourt ile aĢağıdaki gibi temizlendi 

ve Ankara Üniversitesi Biyoteknoloji Enstitüsü Merkez Laboratuarında yer alan 

Beckman CQ 8000 Genetic Analysis System aracılığı ile sekans reaksiyonu 

gerçekleĢtirildi.  

 

1. 20µ l PCR ürününe 20 µl Ageancourt eklenerek 15000 rpm‟de 2 

dakika santrifüj edildi. 

2. Ürün AB Gene plate alındı, üzerine %85‟lik etanolden  62 µl eklendi 

ve 7-8 kez pipetaj edildi. 10 dakika süresinde SPRI plate üzerinde 

bastırıldı. 

3. SPRI plate üzerindeyken alkol uzaklaĢtırıldı, kenarlara değmeden 

alkol pipet ile çekildi. 

4. 100 µl %85‟lik alkolden eklendive 3 dakika SPRI plate üzerinde 

bastırıldı. 

5. Alkolün pipetle çekilmesi tekrarlandı. 

6. AB Gene plate SPRI plate‟den alındı ve ters Ģekilde 10 dakika 

süresinde oda koĢullarında kurutuldu. 

7. 40 µl SLS (her zaman taze olmasına özen gösterilir) eklendi. 

8. Kuyuların içi pipetajla iyice kazındı ve örnek SLS‟te iyice 

çözdürüldü. 

9. Örnek bu plate‟den alındı. Beckman sample plate‟e aktarıldı (40 µl 

SLS+kahverengi kazıntı) 

10. Buffer plate hazırlandı (Kuyuların 2/3‟ü kadar mineral yağ konur). 

11. Beckman‟a yüklenerek sekans reaksiyonu baĢlatıldı. 

 

3.3.3 ITS-PCR sekans sonuçların değerlendirilmesi ve filogenetik ağaçların 

oluĢturulması 

Sekanslama sonucunda elde edilen ham dizilerin hizalanması MEGA 6 yazılımı 

kullanılarak MUSCLE algoritmasına uygun olarak gerçekleĢtirilecektirildi (Edgar 2004, 

Tamura et al. 2011). Diziler arasındaki boĢluklar ileri ve geri dizilerin çakıĢtırılmasıyla 

birlikte minimum seviyeye indirildi. Hizalama sonucunda eĢit uzunlukta diziler elde 

etmek amacıyla trimleme iĢlemi yapıldı. HizalanmıĢ eĢit uzunluktaki dizilerin eldesini 
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takiben çalıĢılan çeĢitlerin evrimsel geçmiĢi ve moleküler filogenisi MEGA 6 yazılımı 

aracılığıyla Tamura-Nei modeli üzerinden „Maximum Likelihood‟ metodu kullanılarak 

analiz edildi. Filogenetik ağaçların çiziminde bootstrap değerleri göz önünde 

bulunduruldu ve bootstrap testleri 1000 replike üzerinden yapıldı (Felsenstein 1985). 

Evrimsel mesafeler (pairwise distances) „maximum composite likelihood modeli‟ 

kullanılarak hesaplandı. 

 

3.4 ISSR-PCR Reaksiyonları  

PCR reaksiyon solüsyonu toplam hacim 20 µl olacak Ģekilde hazırlandı. Ġçerisinde 1X 

PCR tamponu, 25Mm MgCI2, 2 mM dNTPs, 0.5 U Taq polimeraz, 10µM primer, distile 

su ve 10 ng DNA örneği bulunmaktadır (Touil ve ark. 2008). 

ISSR-PCR reaksiyonu için kullanılan program: 

1. 94 °C‟ de 6 dakika, 

2. 94 °C‟ de 30 sn 

3. 48 – 58 °C‟de 1 dakika 

4. 72 °C‟ de 45 sn 

olmak üzere toplam 35 döngü olarak uygulandı (Touil ve ark. 2008). 

ISSR primeri olarak „University of British Columbia‟ tarafından üretilen ISSR 

primerleri (set #9) kullanıldı (Çizelge 3.5). 

 

Çizelge 3.5 ISSR primerlerinin (set #9) baz dizilimleri  

     

No 

 

Primer (UBC) 

 

Baz dizilimi (5‟–3‟) 

1 801 3(ATA)+2(TAT)+TT 

2 802 3(ATA)+2( TAT)+TG 

3 803 3(ATA)+2(TAT)+TC 

4 804 3(TAT)+2(ATA)+AA 

5 805 3(TAT)+2(ATA)+AC 

6 806 3(TAT)+2(ATA)+AG 

7 807 3(AGA)+2(GAG)+GT 
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Çizelge 3.5 ISSR primerlerinin (set #9) baz dizilimleri  (devam) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

8 808 3(AGA)+2(GAG)+GC 

9 809 3(AGA)+2(GAG)+GG 

10 810 3(GAG)+2(AGA)+AT 

11 811 3(GAG)+2(AGA)+AC 

12 812 3(GAG)+2(AGA)+AC 

13 813 3(CTC)+2(TCT)+TT 

14 814 3(CTC)+2(TCT)+TA 

15 815 3(CTC)+2(TCT)+TG 

16 816 3(CAC)+2(ACA)+AT 

17 817 3(CAC)+2(ACA)+AA 

18 818 3(CAC)+2(ACA)+AG 

19 819 3(GTG)+2(TGT)+TA 

20 820 3(GTG)+2(TGT)+TC 

21 821 3(GTG)+2(TGT)+TT 

22 822 3(TCT )+2(CTC)+CA 

23 823 3(TCT )+2(CTC)+CC 

24 824 3(TCT)+2(CTC)+CG 

25 825 3(ACA)+2(CAC)+CT 

26 826 3(ACA)+2(CAC)+CC 

27 827 3(ACA)+2(CAC)+CG 

28 828 3(TGT)+2(GTG)+GA 

29 829 3(TGT)+2(GTG)+GC 

30 830 3(TGT)+2(GTG)+GG 

31 831 3(ATA)+2(TAT)+TYA 

32 832 3(ATA)+2(TAT)+TYC 

33 833 3(ATA)+2(TAT)+TYG 

34 834 3(AGA)+2(GAG)+GYT 

35 835 3(AGA)+2(GAG)+GYC 

36 836 3(AGA)+2(GAG)+GYA 

37 837 3(TAT)+2(ATA)+ART 

38 838 3(TAT)+2(ATA)+ARC 

39 839 3(TAT)+2(ATA)+ARG 

40 840 3(GAG)+2(AGA)+AYT 
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Çizelge 3.5 ISSR primerlerinin (set #9) baz dizilimleri  (devam) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

41 841 3(GAG)+2(AGA)+AYC 

42 842 3(GAG)+2(AGA)+AT 

43 843 3(CTC)+2(TCT)+TRA 

44 844 3(CTC)+2(TCT)+TRC 

45 845 3(CTC)+2(TCT)+TRG 

46 846 3(CAC)+2(ACA)+ART 

47 847 3(CAC)+2(ACA)+ARC 

48 848 3(CAC)+2(ACA)+ARG 

49 849 3(GTG)+2(TGT)+TYA 

50 850 3(GTG)+2(TGT)+TYC 

51 851 3(GTG)+2(TGT)+TYG 

52 852 3(TCT)+2(CTC)+CRA 

53 853 3(TCT)+2(CTC)+CRT 

54 854 3(TCT)+2(CTC)+CRG 

55 855 3(ACA)+2(CAC)+CYT 

56 856 3(ACA)+2(CAC)+CYA 

57 857 3(ACA)+2(CAC)+CYG 

58 858 3(TGT)+2(GTG)+GRT 

59 859 3(TGT)+2(GTG)+GRC 

60 860 3(TGT)+2(GTG)+GRA 

61 861 6(ACC) 

62 862 6(AGC)  

63 863 6(AGT) 

64 864 6(ATG) 

65 865 6(CCG)  

66 866 6(CTC)  

67 867 6(GGC) 

68 868 6(GAA) 

69 869 6(GTT)  

70 870 6(TGC) 

71 871 6(TAT) 

72 872 2(GAT)+AGA+TAG+ATA+A 

73 873 2(GAC)+AGA+CAG+ACA+A 
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Çizelge 3.5 ISSR primerlerinin (set #9) baz dizilimleri  (devam) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.4.1 ISSR-PCR reaksiyon ürünlerinin agaroz jel elektroforezi ile yürütülmesi  

ISSR-PCR reaksiyon ürünleri yatay jel elektroforezinde (Thermo, Midicell Promo) 

yürültülmüĢtür. % 1.2'lik agaroz jel kullanılmıĢtır. Bu agaroz jel, 5XTBE stok 

tamponunun seyreltilmesi ile elde edilen 0.5X TBE tamponu ile hazırlanmıĢtır. Erlen 

74 874 2(CCC)+TCC+CTC+CCT+T 

75 875 2(CTA)+GCT+AGC+TAG+G 

76 876 2(GAT)+AGA+TAG+ACA+A 

77 877 2(TGC)+ATG+CAT+GCA+A 

78 878 2(GGA)+TGG+ATG+GAT+T 

79 879 CTT+CAC+TTC+ACT+TCA 

80 880 GGA+2(GAG)+AGG+AGA 

81 881 2(GGG)+TGG+GGT+GTG 

82 882 VBV+2(ATA)+2(TAT)+AT 

83 883 BVB+2(TAT)+2(ATA)+TA 

84 884 HBH+2(AGA)+2(GAG)+AG 

85 885 BHB+2(GAG)+2(AGA)+GA 

86 886 VDV+2(CTC)+2(TCT)+CT 

87 887 DVD+2(TCT)+2(CTC)+TC 

88 888 BDB+2(CAC)+2(ACA)+CA 

89 889 DBD+2(ACA)+2(CAC)+AC 

90 890 VHV+2(GTG)+2(TGT)+GT 

91 891 HVH+2(TGT)+2(GTG)+TG 

92 892 TAG+ATC+TGA+TAT+CTG+AAT 

93 894 TGG+TAG+CTC+TTG+ATC+ANN 

94 895 AGA+GTT+GGT+AGC+TCT+TGA 

95 896 AGG+TCG+CGG+CCG+CNN+NNN 

96 897 CCG+ACT+CGA+GNN+NNN+NAT 

97 898 GAT+CAA+GCT+TNN+NNN+NAT 

98 899 2(CAT)+2(GGT)+GTT+TGT 

99 900 ACT+TCC+CCA+CAG+GTT+AAC 
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içinde 0.5X TBE tampon ile birlikte kaynatılan % 1.2'lik agaroz jelin katılaĢmamasına 

hususu dikkate alınarak 10X'lik 7 µl etidyum bromid ilave edilerek karıĢtırılmıĢ ve 

yatay jel elektroforez tablasına dökülmüĢtür. Sonrasında ISSR-PCR reaksiyon ürünleri 

9 µl örnek 1 µl yükleme tamponu her bir kuyucuğa 10 µl olmak üzere yüklenmiĢ olup, 

90 V'ta 70 dakika süre ile yürütülmüĢtür. OluĢan bant profilleri BioRad Molecular 

Imager DocXR cihazı ile görüntülenmiĢtir. Her bir jelde bant büyüklüklerinin 

değerlendirilmesi amacıyla ilk ve son kuyucuklara 100 bç'lik DNA ladder (Thermo 

Scientific GeneRuler) yüklenmiĢtir (ġekil 3.2). 

  

ġekil 3.2 DNA ladder (100 bç/Thermo Scientific GeneRuler) 

 

3.4.2 ISSR-PCR reaksiyonunda kullanılan primerlerin polimorfizm oranlarının 

belirlenmesi  

ISSR bantlarının  her biri için jel fotoğrafları üzerindeki Phoretix1DPro Software (Non-

linearDynamics) programı yardımı ile veriler ikili matrisleri var (1) ya da yok (0) olarak 

skorlanmıĢtır. ÇalıĢmıĢ olduğumuz her bir primer için toplam bant sayısı, polimorfik 

bant sayısı ve polimorfizm oranları belirlenmiĢ olup, polimorfizm oranı ise polimorfik 

bant sayısının toplam bant sayısına bölündükten sonra 100 ile çarpımının sonucunda 

edilen değer olarak hesaplanmıĢtır.  

 

3.4.3  ISSR-PCR reaksiyonunun veri analizleri  

 

Polimorfizm oranlarında elde edilen değerler kullanılarak,  popülasyonlar arasındaki 

genetik benzerlik değerleri Jaccard indeksi ile belirlenmiĢtir. UPGMA programıyla 
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popülasyonlar arasındaki genetik iliĢkileri gösteren filogenetik ağaç (denogram) 

çizilmiĢ olup, Phoretix1DPro programı kullanılarak elde edilen ikili data, UPGMA 

yöntemi kullanılarak Jaccard benzerlik ve mesafe verilerine ulaĢılmıĢtır. Bu verilerle 

oluĢturulan Newick formatındaki bilgi ile de MEGA 6.0 programıyla filogenetik ağaç 

(dendogram) elde edilmiĢtir. 
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4. ARAġTIRMA BULGULARI 

4.1 DNA Örneklerinin Kalite ve Miktar Tayinleri  

DNA örneklerinin saflığı ve miktarı, spektrofotometre (Nanodrop ® 1000)  cihazı 

yardımıyla (UV ıĢık altında A260 nm / A280 nm) belirlenmiĢtir (Çizelge 4.1). DNA 

örneklerinin kalite ve miktar tayinleri analizleri Tarla Bitkileri Merkez AraĢtırma 

Enstitüsü Müdürlüğü bünyesinde bulunan merkezlerden biri olan Biyoteknoloji 

AraĢtırma Merkezi‟nde bulunan Moleküler Biyoloji Laboratuvarı‟nda 

gerçekleĢtirilmiĢtir.  

 

Çizelge 4.1 DNA örneklerinin kalite ve miktar tayinleri  

Sıra 

No 

Pop. No/ÇeĢit 

Adı 
Türü 

DNA Miktarı  

( ng/µl) 

OD2

60/ 

OD2

80 

1  4 Onobrychis lasiostachya Boiss. 129.7 1.84 

2  5 Onobrychis gracilis Besser 212.2 1.89 

3  6 Onobrychis fallax var longifolia 

Aktoklu var nov. 

221.2 1.82 

4  7 Onobrychis argyrea BOISS subsp. 

argyrea BOISS 

182.0 1.89 

5  9 Onobrychis huetiana BOISS  220.2 1.82 

6 10 Onobrychis ornata (WILLD.) 

DESV 

186.5 1.89 

7 13 Onobrychis tournefortii (WILLD.) 

DESV 

112.0 1.80 

8 15 Onobrychis cilicica Kit Tan Et  

Sorger 

201.6 1.81 

9 17 Onobrychis hypargyrea BOISS 214.0 1.85 

10 20 Onobrychis armena BOISS. ET 

HUET 

248.5 1.86 

11 22 Onobrychis meschetica Grossh  221.8 1.92 
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Çizelge 4.1 DNA örneklerinin kalite ve miktar tayinleri (devam) 

12 33 Onobrychis radiata (DESF.) BIEB 193.4 1.87 

13 34 Onobrychis atropatana var 

grandiflora 

224.7 1.88 

14 35 Onobrychis stenostachya FREYN 

subsp. sosnowskyi (GROSSH.) 

HEDGE 

178.3 1.90 

15 44 Onobrychis elata BOISS ET BAL 173.8      1.92 

16 45 Onobrychis armena BOISS. ET 

HUET 

196.3 1.80 

17 46 Onobrychis hypargyrea BOISS 221.8 1.91 

18 48 Onobrychis viciifolia SCOP 198.6 1.94 

19 51 Onobrychis gracilis BESSER 203.7 1.98 

20 54 Onobrychis fallax var fallax 

FREYN SINT 

182.0 1.97 

21 55 Onobrychis galegifolia BOISS 164.3 1.96 

22 57 Onobrychis galegifolia BOISS 255.0 1.90 

23 60 Onobrychis viciifolia SCOP 202.6 1.95 

24 68 Onobrychis kotschyana FENZL 200.0 1.94 

25 70 Onobrychis altissima GROSSH 151.1 1.92 

26 71 Onobrychis hajastana GROSSH 185.5 1.82 

27 75 Onobrychis ornata (WILLD.) 

DESV 

246.3 1.96 

28 87 Onobrychis viciifolia SCOP 271.6 1.89 

29 88 Onobrychis pisidica BOISS 169.9 1.85 

   30 K-020  Onobrychis oxydontaBOISS 185.5 1.88 

   31 Lütfibey  Onobrychis viciifolia SCOP 197.9 1.99 

   32 Özerbey Onobrychis viciifolia SCOP 195.6 1.97 

 

 

GerçekleĢtirilen bu tez çalıĢmasında 32 adet Onobrychis popülasyonunun nrDNA ITS 

ve ISSR dizileri aracılığıyla filogenetik iliĢkileri araĢtırılmıĢtır. 
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4.2 nrDNA ITS-PCR Reaksiyonları  

Ġlk olarak çalıĢılan tüm popülasyonlar için, ITS dizileri MEGA11 yazılımı aracılığıyla 

MUSCLE hizalama yöntemi ile hizalanmıĢtır (Çizelge 4.2, Tamura vd. 2021).  

 

Çizelge 4.2 Mega11 yazılımı aracılığıyla Muscle hizalama yöntemi ile hizalanan 22 

adet Onobrychis taksonuna ait 32 popülasyonun nrDNA ITS dizilerine 

iliĢkin bir görüntü 

 

 

Dizilerin hizalanmasının ardından 539 baz çiftlik bir bölgesi kullanılarak yine MEGA11 

yazılımı aracılığıyla ağaç çiziminde kullanılacak en iyi modele karar verebilmek 

amacıyla „Find Best DNA/Protein Models (ML)‟ analizi gerçekleĢtirilmiĢtir (Çizelge 

4.3). Sonuç olarak ağaçta kullanılacak maksimum olabilirlik analizi (ML) için en uygun 

modelin K2+G (Kimura 2-parameter + Gamma distribution) olduğu tespit edilmiĢtir. Bu 

kararı verirken tablodaki BIC (Bayesian Information Criterion) değerlerine 

bakılmaktadır ve en küçük BIC değerini veren model en uygun model olarak 

değerlendirilir (Nei ve Kumar 2000).  
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Çizelge 4.3 24 farklı nükleotit substitusyon modelinin maksimum olabilirlik (ML) 

analizine uyumluluğu 

 

 

Maksimum olabilirlik analizi (ML) için en uygun modelin K2+G olduğuna karar 

verildikten sonra yine MEGA11 yazılımı ile filogenetik ağaç oluĢturulmuĢtur ve 

dizilenen Onobrychis popülasyonlarına iliĢkin nrDNA ITS dizileri NCBI GenBank‟a 

sunularak aksesyon kodları alınmıĢtır (Çizelge 4.4, ġekil 4.1).  

 

Çizelge 4.4 DNA dizi analizi gerçekleĢtirilen Onobrychis popülasyonlarının tür 

numaraları, popülasyon adları, lokalite ve genbank aksesyon kodları 

Sıra 

No 

Tür No PopülasyonAdı Lokalite GenBank 

Aksesyon Kodu 

1 4 O. lasiostachya Boiss. EskiĢehir ON660897 

2 5 O. gracilis Besser Adana ON660898 

3 6 O. fallax var. longifolia Aktoklu var. 

nov. 

Malatya ON660899 

4 7 O.argyrea Boiss. subsp. argyrea 

Boiss. 

Sivas ON660900 

5 9 Onobrychis huetiana Boiss. Sivas ON660901 

6 10 Onobrychis ornata (Willd.) Desv. Ankara ON660902 
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Çizelge 4.4 DNA dizi analizi gerçekleĢtirilen Onobrychis popülasyonlarının tür 

numaraları, popülasyon adları, lokalite ve genbank aksesyon kodları 

(devam) 

7 13 Onobrychis tournefortii (Willd.) Desv. Sivas ON660903 

8 15 Onobrychis cilicica Kit Tan Et  

Sorger 

Mersin 

 

ON660904 

9 17 Onobrychis hypargyrea Boiss. Ankara ON660905 

10 20 Onobrychis armena Boiss. Et Huet. Erzincan ON660906 

11 22 Onobrychis meschetica Grossh Kars 

 

ON660907 

12 33 Onobrychis radiata (Desf.) Bieb. Kars 

 

ON660908 

13 34 Onobrychis atropatana 

var.grandiflora Aktoklu var.nov 

Kars 

 

ON660909 

14 35 Onobrychis stenostachya Freyn. 

subsp. sosnowskyi (Grossh.) Hedge. 

Kars 

 

ON660910 

15 44 Onobrychis elata Boiss. Et Bal. NevĢehir 

 

ON660911 

16 45 Onobrychis armena Boiss. Et Huet Kütahya ON660912 

17 46 Onobrychis hypargyrea Boiss.  Kütahya ON660913 

18 48 Onobrychis viciifolia Scop.  Kütahya ON660914 

19 51 Onobrychis gracilis Besser.  Kütahya ON660915 

20 54 Onobrychis fallax var fallax Freyn Et. 

Sint. 

Malatya ON660916 

21 55 Onobrychis galegifolia Boiss.  Adıyaman ON660917 

22 57 Onobrychis galegifolia Boiss.  Antep ON660918 

23 60 Onobrychis viciifolia Scop. Erzurum ON660919 

24 68 Onobrychis kotschyana Fenzl. Gaziantep ON660920 

25 70 Onobrychis altissima Grossh. Kars ON660921 

26 71 Onobrychis hajastana Grossh. 

 

Erzurum ON660922 

27 75 Onobrychis ornata (Willd.) Desv. Çankırı ON660923 

28 87 Onobrychis viciifolia Scop.  

 

Bolu ON660924 

29 88 Onobrychis pisidica Boiss. 

 

Isparta ON660925 

30 K-027 Onobrychis oxyodonta Boiss. 

 

Ankara ON660926 

31 Lütfibey Onobrychis viciifolia Scop. (Lütfibey) 

 

Ankara ON660927 

32 Özerbey-03 Onobrychis viciifolia Scop. (Özerbey)           Ankara ON660928 
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Maximum likelihood analizine göre oluĢturulan ağaç tüm Onobrychis popülasyonlarını  

içerecek Ģekilde 2 ana gruba ayrılmıĢtır. Ayrıca çalıĢmada dıĢ grup örnekleri olarak 

kullanılan üç adet Caragana popülasyonları da beklenildiği Ģekilde ayrı bir dıĢ grup 

oluĢturmuĢtur (ġekil 4.1). 

 

 

ġekil 4.1 Onobrychis popülasyonlarının nrDNA ITS dizilerine dayalı olarak çizilen 

filogenetik ağaç (dendogram)  

  

Filogeni Bootsrap (1000 tekrar) metodu ile test edilmiĢtir ve bootsrap değerleri 0-1 

arasında belirlenmiĢtir.  Filogenetik ağaçta Grup 1‟in 2 daldan  (A ve B) oluĢtuğu ve 

sadece Hymenobrychis ve Heliobrychis seksiyonlarına ait 12 adet popülasyon içerdiği 

görülmektedir. Bu popülasyonlar Hymenobrychis seksiyonundan (A ve B) O. 

galegolifolia Boiss. (#55), O. galegolifolia Boiss. (#57), O. radiata (Desf.) Bieb. (#33), 

O. meschetica Grossh. (#22) O. hypargyrea Boiss. (#17) ve O. tournefortii (Willd.) 
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Desv. (#13) iken Heliobrychis seksiyonundan ise O. atropatana var. grandiflora 

Aktoklu var. nov. (#13), O. argyrea Boiss. subsp. argyrea  Boiss. (#7),  O. ornata 

(Willd.) Desv. (#75),  O. ornata (Willd.) Desv. (#10), ve O. huetina Boiss. (#9) 

popülasyonlarıdır (ġekil 4.1). 

 

Bu grupta O. galegolifolia Boiss (#55) ile O. galegolifolia Boiss (#57); O. argyrea 

Boiss. subsp. argyrea Boiss (#7), O. ornata (Willd.) Desv. (#75), O. ornata (Willd.) 

Desv. (#10) ile O. Huetina Boiss (#9) %100 bootsrap değeri ile benzer popülasyonlar 

olarak tespit edilmiĢtir. Diğer bir ifade ile bu taksonlardan elde edilen nrDNA ITS 

dizileri %100 benzerlik göstermiĢlerdir (ġekil 4.1, Çizelge 4.5). 

 

Grup 2‟nin ise 3 daldan (C, D ve E) oluĢtuğu ve sadece Onobrychis seksiyonuna ait 20 

adet popülasyon içerdiği görülmektedir. C dalı sadece O. stenostachya Freyn. subsp. 

sosnowskyi (Grossh.) (#35)   Hedge taksonundan oluĢurken, D dalı ise 16 popülasyon 

içermektedir. Grup 2‟deki diğer dal olan E ise sadece O. vicifolia Scop (Özerbey-03),  

O.vicifolia Scop (#87) ve O. altissima Grossh. (#70) popülasyonlarından oluĢmaktadır 

(ġekil 4.1). 

 

Grup 2‟de O. armena Boiss et al. Huet. (#45) ile O. elata Boiss. et Bal. (#44) % 90 

bootstrap değeri ile; O. vicifolia Scop (#87), O. vicifolia Scop (Özerbey-03) ile O. 

altissima Grossh (#70) % 60 bootstrap değeri ile benzer popülasyonlar olarak tespit 

edilmiĢtir. Yine bu grupta O. vicifolia Scop (#48), O. vicifolia Scop (#60) ile O. 

vicifolia Scop (Lütfibey) popülasyonları da benzer popülasyonlar olarak saptanmasına 

rağmen bootsrap değeri %50‟nin altında düĢük olarak değerlendirilmiĢtir (ġekil 4.1, 

Çizelge 4.5). 

 

Filogenetik analiz için dıĢ grup örnekleri olarak Avcı vd. (2016)‟ de olduğu üzere 

Caraganakorshinskii (AY626914.3), Caraganamicrophylla (AY626915.2) ve 

Caraganaarborescens (DQ311963) kullanılmıĢtır. Beklenildiği üzere dıĢ grup 

örneklerinin çalıĢılan Onobrychis popülasyonlarından uzakta ve ayrı bir grupta 

kümelendiği görülmektedir (ġekil 4.1). 
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Çizelge 4.5 Diziler arasındaki evrimsel mesafe tahminleri (popülasyonlar için tür numaraları verilmiĢtir) 

 

 

Analizler maksimum olabilirlik modeli-ML kullanılarak yapılmıĢtır ve son veri setinde toplamda 645 nükleotit pozisyonu için analiz 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Her dizi seti için (32) „Pairwise Deletion 0ption‟ kullanılmıĢtır. 

1
0
8
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4.3 ISSR-PCR Reaksiyonları  

ISSR-PCR analizi ile tez çalıĢması kapsamanında yer alan 32 Onobrychis taksonunda 

toplam 99 adet University of British Colombia set≠9 primerleri kullanılmıĢtır (Çizelge 

3.5). Bu ISSR pirimerlerinden 53 adetinin yüksek oranda polimorfik bant verdiği 

gözlemlenmiĢtir (Çizelge 4.1). 

 

Çizelge 4.6 ISSR primer adları, toplam bant sayısı, polimorfik bant sayısı  

                  ve polimorfizm oranları   

Sıra No  Primer Adı  Toplam 

Bant Sayısı  

Polimorfik 

Bant Sayısı  

Polimorfizm 

Oranı (%) 

1 UBC 807 26 25 96.15 

2 UBC 808 28 26 92.85 

3 UBC 809 16 14 87.50 

4 UBC 810 29 29 100 

5 UBC 811 25 24 96 

6 UBC 812 21 21 100 

7 UBC 813 13 10 76.92 

8 UBC 814 27 25 92.59 

9 UBC 815 28 27 96.43 

10 UBC 816 23 23 100 

11 UBC 817 18 16 88.89 

12 UBC 818 28 26 92.86 

13 UBC 822 26 23 88.46 

14 UBC 823 24 22 91.67 

15 UBC 824 19 16 84.21 

16 UBC 825 25 22 88 

17 UBC 826 26 25 96.15 

18 UBC 827 21 19 90.48 

19 UBC 834 27 26 96.30 

20 UBC 835 28 28 100 

21 UBC 836 18 17 94,44 

22 UBC 840 28 26 92.86 
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 Çizelge 4.6 ISSR primer adları, toplam bant sayısı, polimorfik bant sayısı  

ve polimorfizm oranları (devam)   

  Sıra No  Primer Adı  Toplam 

Bant Sayısı  

Polimorfik 

Bant Sayısı  

Polimorfizm 

Oranı (%) 

23 UBC 842 26 23 88.46 

24 UBC 843 24 22 91.67 

25 UBC 844 19 17 89.47 

26 UBC 845 25 23 92 

27 UBC 846 26 24 92.31 

28 UBC 847 21 19 90.48 

29 UBC 848 26 24 92.31 

30 UBC 849 28 26 92.86 

31 UBC 850 16 15 93.75 

32 UBC 851 29 27 93.10 

33 UBC 852 25 23 92 

34 UBC 853 21 19 90.48 

35 UBC 854 13 11 84.62 

36 UBC 855 27 26 96.30 

37 UBC 856 28 27 96.43 

38 UBC 857 23 23 100 

39 UBC 861 18 16 88.89 

40 UBC 862 28 26 92.86 

41 UBC 863 26 25 96.15 

42 UBC 866 24 22 91.67 

43 UBC 868 19 16 84.21 

44 UBC 872 25 23 92 

45 UBC 873 26 26 100 

46 UBC 876 16 13 81.25 

47 UBC 879 22 21 95.45 

48 UBC 895 27 26 96.30 

49 UBC 896 25 25 100 

50 UBC 898 21 19 90.48 

51 UBC 899 18 16 88.89 
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  Toplam Bant Sayısı          Polimorfik Bant Sayısı      Polimorfizm Oranı (%) 

 

Ortalama          22.92                             21.35                           90.88 

Toplam             1215                               1132                                

 

GerçekleĢtrilen bu tez çalıĢmasında; primerlere göre toplam bant sayısı, polimorfik bant 

sayısı ve polimorfizim oranları tespit edilmiĢtir. Kullanılan bant veren 53 adet ISSR 

primerinden toplamda 1215 adet bant vermiĢ olup, bu bantların 1132 adetinin 

polimorfik bant sonucuna varılmĢıtır. Her bir primerden elde edilen bant sayısı 13 ile 29 

arasında değiĢiklik gösterirken primer baĢına saptanan ortalama bant sayısı 22.92 olarak 

bulunmuĢtur. Primerlerin ortalama polimorfik bant sayısı ise 22.35 olarak saptanmıĢtır.  

 

53 adet ISSR primeri arasından en fazla bant UBC 810 ve UBC 851 kodlu 

primerlerinden (29 adet) elde edilmiĢtir. En az bant ise 813 ve 854 kodlu primerlerden 

(13 adet) elde edilmiĢtir. En yüksek polimorfizim oranı UBC 812, UBC 857, UBC 873, 

UBC 896 ve UBC 900 kodlu primerlerden % 100 olarak elde edilmiĢken, en düĢük 

polimorfizm oranı  ise % 76.92 ile UBC 813 kodlu primerden elde edilmiĢtir. 53 adet 

ISSR primerlerinden  elde edilen banların polimorfizm oranlarının ortalaması ise % 

90.88 olarak tespit edilmiĢtir (Çizelge 4.6). 

 

Bu tez çalıĢmasında; kümeleme analizi (Cluster Analysis-UPGMA) için; biyoçeĢitliliğin 

belirlenmesinde kullanılan diğer bir yöntem olan ISSR-PCR reaksiyonları sonucunda 

elde edilen bant profillerinin değerlendirilmesi yapılmıĢtır. Her bir bandın 

genotiplerdeki durumuna göre excelde var-yok diğer bir ifadeyle 1-0 Ģeklinde veriler 

oluĢturulmuĢtur ve bu veriler programa girilmiĢtir ve filogenetik ağaç (dendrogram) 

materyal ve yöntem kısmında belirtildiği üzere çizilmiĢtir.  

 

ISSR-PCR reaksiyonunda kullanılan 53 adet ISSR primerinin PCR sonuçlarından elde 

edilen bant görünüĢleri analiz edildiğinde oluĢan filogenetik ağaç (dendogram) 

incelendiğinde; iki ana gruba ayrıldığı (Grup A - Grup B) ve bu iki ana grubunda kendi 

içerisinde gruplara ayrıldığı tespit edilmiĢtir.  
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ġekil 4.2  32 Onobrychis popülasyonlarında, ISSR-PCR reaksiyonları sonucu elde 

edilen filogenetik ağaç (dendogram) 

 

DıĢ grup örneklerinin de Onobrychis popülasyonlarından uzakta ve ayrı bir grupta 

kümelendiği görülmektedir. ISSR-PCR reaksiyonunda kullanılan 53 adet ISSR 

primerinin PCR sonuçlarından elde edilen bant görünüĢleri analiz edilmiĢ ve oluĢan 

filogenetik ağaç (dendogram) incelenmiĢtir (ġekil 4.2). Sonuç olarak ġekil 4.2‟deki 

Onobrychis popülasyonlarında, ISSR-PCR reaksiyonları sonucu elde edilen filogenetik 

ağaç (dendogram) incelendiğinde, Onobrychis popülasyonlarının Grup A ve Grup B 

olmak üzere iki ana gruba ayrıldığı tespit edilmiĢtir. A grubunun sırasıyla Onobrychis 

seksiyonuna ait olan;  O. cilicica Kit Tan Et  Sorger (#15), O. gracilis Besser. (#5), O. 

gracilis Besser. (#51), O. hajastana Grossh. (#71), O. fallax var. longifolia Aktoklu var. 

nov. (#6), O. fallax var fallax Freyn Et. Sint. (#54), O. elata Boiss. Et Bal. (#44), O. 

kotschyana Fenzl. (#68), O. oxyodonta Boiss. (#K-027), O. armena Boiss. Et Huet. 

(#20), O. armena Boiss. Et Huet. (#45), O. pisidica Boiss. (#88), O. viciifolia Scop. 

(#Lütfibey), O. viciifolia Scop. (#Özerbey-03), O. lasiostachya Boiss. (#4), O. viciifolia 

Scop. (#48), O. viciifolia Scop. (#60), O. viciifolia Scop. (#87) popülasyonlarından 
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oluĢtuğu, B grubunun ise sırasıyla; Hymenobrychis seksiyonuna ait olan, O. hypargyrea 

Boiss. (#17), O. hypargyrea Boiss. (#46), O. galegifolia Boiss. (#55), O. galegifolia 

Boiss. (#57), O. meschetica Grossh (#22), O. radiata (Desf.) Bieb. (#33), O. tournefortii 

(Willd.) Desv. (#13), Onobrychis seksiyonuna ait olan, O. stenostachya Freyn. subsp. 

sosnowskyi (Grossh.) Hedge. (#35), O. altissima Grossh. (#70), Heliobrychis 

seksiyonuna ait olan O. ornata (Willd.) Desv. (#75),  O. ornata (Willd.) Desv. (#10), O. 

argyrea Boiss. subsp. argyrea Boiss (#7), O. atropatana var.grandiflora Aktoklu 

var.nov (#34), O. huetiana Boiss.(#9), popülasyonlarından  oluĢtuğu gözlemlenmiĢtir.  

 

ISSR-PCR reaksiyonları sonucu elde edilen filogenetik ağacı (dendogram) detaylı bir 

Ģekilde inceleyecek olursak, 32 Onobrychis popülasyonunun oluĢturduğu iki ana 

grubuna (Grup A ve Grup B)  ayrıldığı ve bunların benzerlik ayrılma noktalarının 

sırasıyla yaklaĢık olarak; %80, %82 olduğu tespit edilmiĢtir. En fazla benzerlik gösteren 

diğer iki popülasyonunda B grubunda bulunan Hymenobrychis seksiyonuna ait olan  

%98 ile O. hypargyrea Boiss. (#17) ve O. hypargyrea Boiss. (#46) olduğu tespit 

edilmiĢtir. Bunu takip eden diğer en fazla benzerlik gösteren diğer iki popülasyonunda 

B grubunda bulunan ve Hymenobrychis seksiyonuna ait olan yaklaĢık olarak %96 ile O. 

galegifolia Boiss. (#55), O. galegifolia Boiss. (#57) popülasyonları olduğu 

belirlenmiĢtir.  

 

A grubunda en fazla benzerlik gösteren iki popülasyonun yaklaĢık %95 ile Onobrychis 

seksiyonuna ait O. gracilis Besser. (#5), O. gracilis Besser. (#51)  popülasyonları 

olduğu bulunmuĢtur. O. stenostachya Freyn. subsp. sosnowskyi (Grossh.) Hedge. (#35) 

ve O. altissima Grossh. (#70) popülasyonları  nrDNA ITS dizilerine dayalı olarak 

çizilen filogenetik ağaçta beklenildiği üzere olması gereken yerde yani Onobrychis 

seksiyonlarının olduğu grupta yer alırken ISSR-PCR reaksiyonları sonucu elde edilen 

filogenetik ağaçta, Hymenobrychis ve Heliobrychis seksiyonlarının yer aldığı B 

grubunda konumlanmıĢtır. Bu filogenetik çalıĢmalarda karĢılaĢılabilen bir durumdur. 

Fakat bu sonuç bize nrDNA ITS dizilerine dayalı olarak çizilen filogenetik ağacın, 

ISSR-PCR reaksiyonları sonucu elde edilen filogenetik ağaca göre Onobrychis 

popülasyonlarını ayırma gücünde çok daha baĢarılı olduğunu gösterebilir.  
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5. TARTIġMA VE SONUÇ 

Korunga en önemli yem bitkilerinden biri olup, aynı zamanda farklı özellikte 

topraklarda yetiĢebilir ve kuraklığa dayanabilir. Hayvan besleme yönünden paha 

biçilemeyen bir bitki olması, çok çeĢitli uyum yeteneğine sahip olması, ürün vermeyen 

ve çorak topraklarda dahi yetiĢebilmesi, toprak ıslahında önemli bir yeri olmasını 

sağlamaktadır (Açıkgöz, 2001). 

 

Lewke Bandara vd. (2013) nukleer (ITS) ve kloroplast (matK) markörleri sistemleriyle 

41 farklı Onobrychis türünde moleküler analizler yapmıĢlardır. Bu markörlerin bazı 

Onobrychis türleri arasında ayrım yapma anlamında yetersiz kaldığını göstermiĢlerdir.  

 

Amirahmadi vd. (2016) tarafından Onobrychis türlerinde altcins ve seksiyonlar için 

monofili ve aralarındaki iliĢkiyi değerlendirebilmek için yapılan çalıĢmada ITS ve 3 

farklı kloroplast bölgesiyle (trnL-F,rpl32rpl32-trnL(UAG) ve ndhF- rpl32) filogeni 

analizleri gerçekleĢtirmiĢlerdir. Bu analizler sonucunda Onobrychis cinsinin monofiletik 

olarak 2 ayrı gruptan oluĢtuğu ve bunun yanında mevcut olan taksonomik 

sınıflandırmasına yeni seksiyonlar olan Lipskyanae ve Litvinovianae seksiyonları, 

Onobrychis cinsinin altcinslerinden olan Sisyrosema altcinsine eklenerek revize edildiği 

ortaya konmuĢtur. Buradan da Onobrychis cinsi ile ilgili daha fazla tür ve DNA 

markörleri ile analizin gerekli olduğu vurgulanmıĢtır.  

 

Kaveh vd. (2018) Onobrychis cinsi içerisinde yer alan bazı türlerde nükleer (ITS) ve 3 

farklı kloroplast sekansıyla (trnL-F, rpl32-trnL (UAG) ve ndhF-rpl32) moleküler 

filogenetik analizler yapmıĢardır. Filogeni sonuçlarından Heliobrychis seksiyonunun 

monofiletik olduğu ve 2 ayrı gruptan oluĢtuğunu tespit etmiĢlerdir ve bunun yanı sıra 

bazı karakterler (yaĢam döngüsü, tohum sayısı vb.) analiz edilmiĢ ve türlerin çoğunun 

çok yıllık olduğunu vurgulamıĢlardır.  

 

ÇalıĢmalarında ISSR kullanan araĢtırmacılar genellikle ISSR‟ın öncül bir sekans bilgisi 

gerektirmemesi, basit ve çabuk operasyonu, laboratuvar seviyesinde çalıĢılabilmesi ve 

güvenilir olması, dengeli olması, radyoaktivite gerektirmemesi gibi nedenlerden dolayı 
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tercih etmektedirler. Korunga bitkisi üzerinde yapılan çalıĢmalar ise genel olarak 

Yunanistan bölgesinde yoğunlaĢmıĢ, araĢtırmacılar buralardaki genetik çeĢitlilik ve 

fenotipik özellikleri ISSR yoluyla analiz ederek yorumlamıĢlardır (Abraham vd. 2015, 

Merouropoulos vd. 2016).  

 

Abraham vd. (2015) çalıĢması Yunanistan‟da bir bölgede korunga bitkisinin ortamı, 

çeĢitliliği ve etrafındaki türlere göre genetik çeĢitliliğini haritalamak amacıyla çalıĢma 

gerçekleĢtirilmiĢ ve ISSR moleküler belirteçleriyle sonuç almaya çalıĢmıĢtır. Toplamda 7 

adet seçilmiĢ ISSR belirteci ile 92 adet bölgenin populasyon analizleri yapılmıĢtır. 

Bunlardan %78.26‟sının polimorfik %21.74‟ü ise türler içi ve arasında monomorfik 

olduğu tespit edilmiĢtir.  

 

Merkouropoulos vd. (2016) yine Yunanistan‟da 3 farklı bölgede yapılan genotip ve 

genetik çeĢitlilik araĢtırmasında da sırasıyla alçak (Drama), orta yükseklikte (Kilkis), ve 

yüksek alanda (Chalkidilki) yapılan veritabanı çalıĢması ile çiçek döneminde (Haziran 

2013) alınan örnekler Atina Üniversitesine götürülerek muhafaza altında incelemeye 

alınmıĢ, çalıĢmada yine ISSR tekniği ile moleküler belirteçler vasıtasıyla tespit ve analiz 

yapılmıĢtır. Ġlk baĢta elde edilen 14 ISSR belirtecinden 9‟u analizde kullanılmak üzere 

seçilmiĢ ve sonuçlar popgene 1.32 programına yüklenerek ANOVA analizi GenAlEx 

ver.6.5b5 ile yorumlanmıĢtır. Ġstatistiksel önem testleri 9999 permütasyon ile sağlanmıĢ 

ve sıralı Bonferroni doğrulaması yapılmıĢtır. ISSR primerları arasındaki genetik çeĢitlilik 

Nei‟nin genetik uzaklığına göre hesaplanmıĢtır (Nei, 1973). AraĢtırma sonucundaki 

bulgularda ise alçak ve orta yükseklikten alınan bitkiler arasında önemli bir farklılık 

gözlemlenmemiĢ, yüksek bölgeden alınan bitkilerde ise yaprak boyutlarında önemi 

yüksek olmayan küçük farklılıklar gözlemlenmiĢtir. Genelde alçak alandan alınan 

örnekler uzun bitkiler olmuĢken, yüksek alandan alınan bitkilerde de alanda yapılan 

otlanma faaliyetleri dolayısıyla daha kısa bitkiler olmuĢtur. Genetik analizde ise çevresel 

etmenlerden tamamen bağımsız olacak Ģekilde toplamda 105 örnek 9 ISSR primerı ile 

birlikte yekünde 450-3500 bp arasında değiĢen 721 DNA bandı oluĢturmuĢtur. Genetik 

varyasyon (HE) 0.073 ile 0.055 arasında değiĢirken Shannon endeksi ise 0.085 ile 0.123 

arasında bulunmuĢtur. Yüksek alandan alınan örneklerde bu değerler yükseltisi nispeten 

daha düĢük olan alanlara göre daha yüksek bulunmuĢtur. AMOVA‟ya göre de genetik 
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çeĢitliliğin %85‟i popülasyonlar içindeki farklılıklara, %15‟i ise popülasyonlar arasındaki 

farklılıklardan kaynaklandığı sonucuna varmıĢlardır.  

 

Morfolojik karakterler incelenerek gerçekleĢtirilmiĢ olan tez çalıĢmasında, Avcı (2010) 

farklı lokasyonlardan toplanmıĢ bazı yabani korunga türleri için morfolojik ve fenolojik 

(yaprakçık eni, yaprakçık boyu, dal uzunluğu, dal kalınlığı, çiçek boyu, anter boyu, 

flament boyu gibi özellikler) gözlemler tespit edilmiĢtir. Analizler sonucunda 27 türün 

arasında yüksek oranda varyasyon ortaya konmuĢtır. Bunun yanında tür içi 

popülasyonlarda bazı türlere ait popülasyonlar arasında önemli oranda farklılıklar 

gözlemlenmiĢtir.  

 

Avcı vd. (2016) Türkiye'de doğal olarak yetiĢen Onobrychis ve Sisyrosema alt cinsine 

ait 5 adet seksiyon (Dendobrychis, Lophobrychis, Onobrychis, Heliobrychis ve 

Hymenobrychis) 36 adet Onobrychis taksonundan 49 popülasyonun filogenetik iliĢkileri 

nrDNA ITS dizileri yardımıyla belirlendi. Tüm popülasyonlar için, filogenetik bir ağaç 

oluĢturmak için ITS dizilerinin 577-bp'lik bir bölgesi kullanıldı.  

 

nrDNA ITS dizilerine dayalı olarak çizilen filogenetik ağacın ve ISSR-PCR 

reaksiyonları sonucu elde edilen filogenetik ağacı birlikte değerlendirecek olursak, çok 

büyük oranda uyumun sağlandığını görmekteyiz. Her iki filogenetik ağaçta da 2 büyük 

ana grubun oluĢtuğunu, bu iki büyük ana grubunda seksiyonlarının aynı 

popülasyonlardan meydana geldiği gözlemlenmiĢtir. Filogenetik analiz için kullanılan 

dıĢ grup örnekleri olan Caraganakorshinskii (AY626914.3), Caraganamicrophylla 

(AY626915.2) ve Caraganaarborescens (DQ311963) beklenildiği üzere her iki 

yöntemle çizilen filogenetik ağaçta da Onobrychis popülasyonlarından uzakta ve ayrı 

bir grupta kümelendiği tespit edilmĢitir. Yanlızca. O. stenostachya Freyn. subsp. 

sosnowskyi (Grossh.) Hedge. (#35) ve O. altissima Grossh. (#70) popülasyonları  

nrDNA ITS dizilerine dayalı olarak çizilen filogenetik ağaçta beklenildiği üzere olması 

gereken yerde yani Onobrychis seksiyonlarının olduğu grupta yer alırken ISSR-PCR 

reaksiyonları sonucu elde edilen filogenetik ağaçta, Hymenobrychis ve Heliobrychis 

seksiyonlarının yer aldığı B grubunda yer almıĢtır. Bu da bize nrDNA ITS-PCR 

reaksiyonları sonucu elde edilen sonuçların ISSR-PCR reaksiyonları sonucu elde edilen 
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sonuçlara göre Onobrychis popülasyonlarını ayırma gücünde çok daha baĢarılı 

olduğunu gösterebilmektedir. 

 

GerçekleĢtirilen bu tez çalıĢması, önemli bir yem bitkisi olan korunganın, moleküler 

olarak genetik çeĢitliliğin ve gen yapısının ortaya çıkartılması ve böylece yapılacak olan 

diğer çalıĢmalara türün kendisinin veya yakın akraba türlerinin ıslahı, genetik ve 

morfolojik karakterizasyon çalıĢmalarına olanak sağlama anlamında etkili bir yere sahip 

olduğunu göstermektedir. Özellikle sıradıĢı alanlarda yetiĢen korunga gibi yem 

bitkilerinin genomlarının moleküler analizlerle ortaya çıkarılması, bu tür üzerinde 

yapılan ıslah çalıĢmalarının hızlanarak, daha üstün özellikli yeni korunga 

popülasyonların geliĢtirilmesine ve böylece bu türün tarımının yaygınlaĢmasının 

sağlanmasında da önemli rollere sahip olacaktır. 

 

Aynı zamanda bu tez çalıĢması, korunga yem bitksinin genetik çeĢitliliği, popülasyon ve 

popülasyonlar arası varyasyonu belirlemede imkan sağlaması anlamında ve de türün 

genetik yapısının ortaya çıkarılarak, biyoçeĢitliliğinin geliĢtirilmesinde, bundan sonraki 

yapılacak olan çalıĢmalara ıĢık tutma niteliği sağlayacaktır.  
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