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1. GĐRĐŞ 

 Nohut (Cicer arietinum L.), 10,000 yıl önce kültüre alınan, bezelye ve 

mercimek gibi baklagil üyeleri ve arpa, buğday gibi tahılları içeren Batı Asya 

Neolitik (BAN) ürünler topluluğu içerisinde yer almaktadır. Kültür nohutu olan 

Cicer arietinum L. eski dünyada ilk kültüre alınan baklagillerden biridir (Van der 

Maesen, 1972). Nohut muhtemelen bugün Türkiye’nin Güney Doğu Anadolu 

Bölgesi ve kısmen Suriye’yi kapsayan bir bölgeden köken almaktadır. Tohum 

protein elektroforez çalışmalarına göre Ladinzsky ve Adler (1976), Cicer 

reticulatum’un kültür nohutunun yabani atası olduğunu ve Türkiye’nin güney 

doğusunun nohutun anavatanı olduğunu ifade etmişlerdir. Ayrıca yabani nohutlar 

üzerinde melezleme (Singh ve Ocampo, 1993), karyotipik (Ocampo ve ark., 1992) ve 

izozim çalışmaları (Labdi ve ark., 1996) dokuz yabani tek yıllık tür arasında 

Ladiznsky ve Adler (1976)’in bulgularını nohutun anavatanı konusunda 

desteklemiştir. 

 Nohut’un yabani atası olarak tanımlanan Cicer reticulatum’un Güneydoğu 

Anadolu’da kültüre alınmasından sonra nohut bugün geniş alanlara yayılmış ve 

dünya baklagil ekim arazileri arasında bezelye’den sonra ikinci sırada yer almaktadır. 

Bugün yeryüzünde Antarktika kıtası hariç, tüm dünyada 33 ülkeyi kapsayan Güney 

Asya, Batı Asya, Kuzey Afrika, Güney Avrupa, Kuzey Amerika, Güney Amerika ve 

Avustralya bölgelerinde yetiştirilmektedir. Dünya üzerinde 10.200.000 ha alanda 

nohut ziraatı yapılmakta ve yıllık 7.845.000 ton ürün elde edilmektedir. Dekara 

verim ise ortalama 77.0 kg’dır. (Anonim 2004 ). Tahıl tüketiminin baskın olduğu 

Güney, Batı ve Doğu Asya’da ve et tüketmeyen vejetaryanlar için nohut yüksek 

kalitede protein ihtiyacını karşılamaktadır.  

 Nohut ülkemizde de çok eski yıllardan beri bilinen, tarımı yapılan ve insan 

beslenmesinde kullanılan bir yemeklik tane baklagil bitkisidir. Ülkemizde özellikle 

1980’li yıllardan itibaren gerek ekiliş alanlarında, gerekse üretim miktarında önemli 

artışlar olmuştur. 1980 yılında 240.000 ha alanda 275.000 ton nohut üretimi yapılmış 

ve dekara 115 kg verim gerçekleşmişken 2004 yılında 606.000 ha alanda 620.000 ton 

ürün elde edilmiş ve dekara 102.6 kg verim miktarına ulaşılmıştır (Anonim 2004). 
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 Nohut, kuru tanesinde % 21.0-23.9 oranında protein içeren bir baklagil bitkisi 

olup, protein yönünden diğer baklagillerden üstündür. Yumurtanın protein skoru 

referans olarak kabul edilip 100 alındığında bu değer mercimekte 37, baklada 38, 

fasulyede 41 iken nohutta 62’ye kadar yükselmektedir. Buna ilave olarak nohut 

proteininde çocukların gelişmesinde çok önemli olan histidin başta olmak üzere 

lösin, izolösin, lisin, sistin ve fenilalanin miktarı ana sütünden fazla, metyonin, 

triptofan ve valin seviyesi ana sütüne yakın bir değerdedir (Akçin 1988). 

 Nohut önemli bir besin kaynağı olmasının yanında bir başka özelliği de 

baklagil bitkisi olduğundan köklerinde simbiyotik olarak yaşayan ve her konukçu 

baklagil bitkisinde farklı şekillerde yumrucuk (nodül) meydana getirebilen çeşitli 

ırklardaki Rhizobium bakterileri sayesinde atmosferin serbest azotunu toprağa fikse 

edebilmektedir. Nohut bitkisinin toprağında diğer baklagillerde olduğu gibi gerekli 

olan tesirli Rhizobium ırklarının (Rhizobium ciceri) yeterli populasyonda bulunması 

veya tohum aşılaması ile toprağa verilmesi gereklidir (Akçin, 1988). 

 Nohutun evrimleşme tarihi diğer BAN ürünler topluluğu arasında farklılık 

göstermektedir (Abbo ve ark., 2003). Bunlar arasında nohutun birçok genetik temelli 

dar geçitlerden geçmesi ve ekilebilir alanlarının kısıtlanması söylenebilir. Belki de en 

önemli evrimsel dar geçit, ekiminin sonbahardan ilkbahar iklimine değişmesidir. 

Akdeniz ilkbahar iklimine uyumuyla birlikte, soğuk kış koşullarından kaçınılmış ve 

nohut etkin bir şekilde yağmur sonrası ekilen bir ürüne dönüşmüştür. Bu da 

Hindistan gibi (bugün dünya nohut üretiminin %75’ini gerçekleştirir) subtropikal 

bölgelere dağılışını kolaylaştırmıştır. Böylelikle nohut muson ikliminin hüküm 

sürdüğü nemli yörelerde Ascochyta zararlısının çok az baskısı altında ve tohuma 

geçiş sürecinde sıcak koşullar altında yetişmeye başlamıştır (Abbo ve Berger, 2003). 

 Yabani nohutların sonbahardan, yaza süren yaşam döngüsünü halen korumaları 

onların bu anlamda birçok genini kaybeden kültür nohutu için adapte olabilir bir 

genetik kaynak durumundadır. Günümüzde kültür nohutlarının genetik temellerini 

genişletmeye dayalı yabani nohutların potansiyeli ile ilgili keşifler önem 

kazanmaktadır (Robertson ve ark., 1997; Singh ve ark., 1998; Berger ve ark., 2003). 

Bu anlamda gelişen moleküler biyoloji ve genetik teknikleri kültür nohutu olan Cicer 

arietinum ile yabani nohut türleri arasındaki genetik çeşitliliği, filogenetik akrabalık 
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temelinin araştırılması ve kültür nohutunu geliştirecek gen kaynağı türlerin tespitinde 

önemli bir pay sahibi olmaktadır. 

 Biyoloji alanındaki gelişmeler moleküler biyolojide dev adım kabul edilen 

DNA’nın yapısının açıklanmasından sonra büyük bir hız kazanmıştır. Saiki ve ark., 

(1985) mevcut yöntemleri geliştirerek ve duyarlılıklarını artırarak, DNA’nın aslına 

sadık kalarak in vitro çoğaltma esasına dayalı bir teknik olan PCR (Polimeraz Zincir 

Reaksiyonu)’ı geliştirmeleri bir çığır açmış, moleküler ve biyokimyasal alanda bitki 

ve hayvanların daha sağlıklı filogenetik  sınıflandırmaları yapılmaya başlanmıştır. 

Ayrıca Taq (Thermus aquaticus) DNA polimerazın çalışmalara katılması ile hızlı 

çoğaltma tekniği geliştirilmiştir. Bu gelişmeler sayesinde canlıların DNA dizin 

haritalarının çıkarılması ile, diğer canlılarla benzerlik ve farklılıklarının tespit 

edilmesine yönelik çalışmalar hız kazanmıştır. Gelişen bu teknikler sayesinde 

genomda bulunan ve karakterleri kodlayan genler belirlenmeye başlanmıştır. 

Belirlenen bu genlerden önemli olanlar ıslah çalışmaları ile geliştirilmesi arzu edilen 

bireylere aktarılmaya çalışılmaktadır. 

 DNA'nın yapısının aydınlatılmasıyla başlayan ve 20. yüzyıla damgasını vuran 

Genetik Devrimi pek çok disiplinde olduğu gibi tarımsal alanda da önemli yararlar 

sağlamıştır. Günümüzde bitki türlerinin tanımlanmasında ve genetik varyasyonun 

araştırılmasında moleküler markörler yaygın olarak kullanılmaktadır. Son 20 yıl 

içerisinde hızla gelişen moleküler markör teknolojisi, çeşitlerin birbirleri arasındaki 

genetik farklılığın belirlenmesi, kromozom haritalamaları, gen kaynaklarının tespiti, 

evrimsel gelişim analizi ve transformasyonda başarı düzeyinin belirlenmesinde yeni 

yöntemler ortaya koymuştur. Bu yöntemler klasik yöntemlere göre büyük avantajlar 

sağlamaktadır. Morfolojik ve biyokimyasal markörlerin uygulamadaki yetersizlikleri 

moleküler markörlerle ortadan kalkmıştır. Moleküler teknikler, diğer tekniklere göre 

önemli bazı avantajlara sahip olup, çevre faktörlerinden etkilenmezler ve 

polimorfizm oranları yüksektir. Aynı zamanda pleotropik (bir genin birden fazla 

fenotipik karakter üzerindeki etkisi) ve epistatik (bir karakterin ortaya çıkmasından 

sorumlu olan farklı genler arasında baskılayıcı etkilerin olması durumu) etki 

göstermeyip son derece stabildirler (Soller ve Beckmann 1983; Tanksley 1983; 

Avise 1994; Bretting ve Widrlechner 1995). 
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 PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) ile spesifik DNA parçacıklarının 

çoğaltılması sağlanarak DNA polimorfızmi belirlenebilmektedir. DNA markörlerine 

dayanan haritalar "moleküler haritalar" olarak adlandırılmaktadır. Birçok tarla 

bitkisinde tür içi genetik uzaklıklar, moleküler, kimyasal ve morfolojik özellikler 

kullanılarak belirlenebilmektedir. Organizmalar arasındaki genetik varyasyonun daha 

iyi anlaşılabilmesi için, bu araçların tamamına ihtiyaç duyulmaktadır.  

 DNA dizinindeki polimorfızmin belirlenebilmesi için son yıllarda RFLP 

(kesilmiş parça uzunlukları polimorfizmi), AFLP (çoğaltılmış parça uzunluğu 

polimorfizmi), SSR (basit tekrar dizileri), RAPD (rastgele çoğaltılmış polimorfik 

DNA) ve ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) gibi moleküler markör teknikleri 

geliştirilmiştir. RAPD markörleri, tesadüfi olarak bazı primerlerin (10merler) 

kullanılması ile elde edilen markörlerdir. Bu markörlerde herhangi bir spesifik DNA 

dizin bilgisine ya da spesifik primerlerin sentezine ihtiyaç yoktur. Fragmanlar 

PCR'da primer olarak kullanılan rastgele ve çok kısa DNA parçacıklarından 

çoğaltılmaktadırlar. Böylece farklı bir lokusu temsil eden her bir PCR ürünü ile DNA 

düzeyindeki farklılık tahmin edilebilmektedir (Reiter Ve ark.,  1993). RAPD 

markörleri genetik haritalamada, bitki ve hayvan ıslahı uygulamalarında, populasyon 

genetiği çalışmalarında ve genetik farklılığı belirlemede kullanılmaktadır. Ayrıca 

DNA parmakizi analizlerinde, kromozom-spesifik DNA parçacıklarının hızlı 

belirlenmesi ve polimorfizm bakımından etkili bir yöntemdir (Newbury ve Ford-

Lloyd 1993). ISSR yöntemi, ökaryotik genomlarda tekrar eden 2, 3, 4, 5 gibi 

nükleotid birimlerinin lokustan bağımsız bir şekilde genomda rasgele dağılımlarını 

esas alan ancak RAPD yöntemine göre çok daha hassas ve tekrarlanabilirliği yüksek 

olan bir yöntem olarak öne çıkmaktadır. ISSR markörleri genetik çeşitliliğin 

belirlenmesinde, filogenetik çalışmalarda, genom haritalarının oluşturulmasında ve 

evrim biyolojisinde birçok tarla bitkisinde uygulanabilecek yararlı bir tekniktir. 

 Türkiye çok sayıda bitki türünün gen merkezi durumundadır. Tarımı yapılan 

bitkilerin çeşitliliği bakımından dünyanın en zengin ülkelerinden birisidir. Bunun en 

önemli nedeni ise; iklim farklılıkları, topografik çeşitlilikler, jeolojik çeşitlilikler, 

deniz, göl, akarsu gibi değişik su ortamı çeşitlilikleri, yükseklik farklılıkları ve 

ekolojik farklılıklardır (Atalay 1994, Çelik 2003). Cicer cinsine ait dünyada bulunan 

toplam 43 türün yaklaşık 15’inin ülkemizde bulunduğu bildirilmiştir (Davis 1973; 
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van der Maesen 1987). Bu cinse ait türlerde yapılacak olan genetik karakterizasyon, 

ıslah çalışmalarına basamak oluşturması ve aynı zamanda genetik materyalin 

değerlendirilmesi açısından son derece önem taşımaktadır. 

 Bu tez çalışmasının amacı, gen merkezi Anadolu olan nohutun, kültür formları 

çok sınırlı bir genetik varyasyona sahip olduğu için Anadolu’nun zengin yabani 

nohut biyoçeşitliliğinden yararlanılabilmesi maksadı ile genetik çeşitlilik ve 

benzerliklerinin RAPD ve ISSR markör teknikleri kullanılarak belirlenmesidir. 

Genetik varyasyonu dar olan bu bitkiden polimorfik markörlerin tespit edilmesi, 

özellikle ülkemiz için önemli olan bu baklagilin genetik havuzunun hastalıklara karşı 

direnç, iklim ve çevre şartlarına adaptasyon yeteneği sağlayacak genlerin tespit 

edilmesi ve ürün miktarı ile besin kalitesinin arttırılmasında etkili olacaktır.  
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2. KAYNAK ARAŞTIRMASI 

2.1. Cicer Cinsinin Morfolojisi 

 Cicer cinsi, Cicer arietinum gibi tek yıllık ve bazı çok yıllık türleri 

içermektedir. Bitki çoğunlukla çalımsı bir görünüme sahip olmakla birlikte gerçek 

bir çalı görüntüsü kazanmaz. Çok nadir boyu 1 metre’yi bulmaktadır (Saxena ve 

Singh, 1987). 

 Kökler sağlam ve uzun, bazı türler derin olmayan yüzeysel ve yatay kök yapısı 

göstermektedir. Cicer cinsi kökü, özellikle C. arietinum türünde, parankima dokusu 

nişasta açısından oldukça zengindir. Tüm periferal dokular olgunlaşmayla birlikte 

kaybolmakta yerini mantar dokusuna bırakmaktadır (Saxena ve Singh, 1987). 

 Gövde dallı, dik, yarı dik yada yatık olabilir. Gövde ince bir kütikula 

tabakasına sahiptir. Yapraklar gövde üzerinde almaşıklı dizilmiş, uzunlukları 4-6 cm 

arasında değişmektedir (Zhukovskij, 1951). Yapraklar, yaprak ekseni üzerinde 

karşılıklı yada karışık dizilmiştir. Kenarları testere dişlidir. Yaprak sapının dala 

birleştiği yerde görülen stipulalar (kulakçılar) dişli bir yapı gösterir. Stipul’un şekli 

Cicer cinsinin sınıflandırılmasında kullanılmaktadır. 

 C. arietinum türünde çiçeğin uzunluğu 5-50 mm arasında değişen beş adet 

çanak yaprak vardır. Çanak yapraklar alt kısımda birleşerek kaliks tüpünü 

oluştururlar. Taç yapraklar 4-30 mm uzunluğuna sahip ve karakteristik olarak 

kelebeğimsi yapıdadır. Genel çiçek formülleri K5/C/A(9)+1/G1 şeklindedir. Taç 

yaprakların renkleri çeşitlilik arz etmektedir. Bunlar beyaz, menekşe veya pembe 

damarlı olabilmektedir. Yalnızca bir tür sarı çiçeğe sahiptir (Saxena ve Singh, 1987). 

 Erkek organ 9+1 (diadelphous) durum gösteren flamentlerden oluşmuştur. Dişi 

organ, yumurtalık (ovaryum), dişicik borusu (style) ve tepeciği (stigma) kapsar. 

 Baklalar tek dikişli, şişkin oval şekilli ve 3 cm uzunluğa sahiptir. Baklalar 1-10 

arasında tohum içerirler (C. arietinum 1-3 tohum içerir). Tohumlar; küremsi, 

yuvarlak şekillere sahip olmakta, yabani türlerin tohum uzunluğu 4-6 mm arasında 

değişirken kültür nohutu C. arietinum’un tohum uzunluğu 15 mm’ye kadar 

çıkmaktadır. Tohum renkleri genellikle siyahtır. Fakat C. arietinum’da sarımsı 
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beyazdan, kırmızı kahverengiye, yeşil ve siyaha değişen renk çeşitliliği görülür 

(Akçin, 1988). 

 Tohumların çimlenmesi hızlıdır. Đklim koşullarına bağlı olarak bitki yaşam 

döngüsünü 90-180 gün arasında tamamlar (Akçin, 1988).    

 

2.2. Cicer Cinsinin Taksonomisi 

 Cicer cinsi Leguminosae (baklagiller) familyasının Papilionaceae (kelebek 

çiçekliler) alt familyasının çok önemli türlerini kapsamaktadır (Akçin, 1988). 

 Cicer cinsinin ilk sınıflandırılması bitkinin gövde ve yapraklarının durumları 

dikkate alınarak Jaubert ve Spach (1842) tarafından yapılmıştır. Daha sonra Alefeld 

(1859), bitkinin yaprak sapı özelliklerini dikkate alarak bu cinsi Imparipinnata, 

Cirrhifera ve Apiculata olmak üzere üç grupta toplamıştır. Popov (1929), 

gözlemlerine dayanarak Cicer cinsini iki alt cins, dört bölüm ve gerek duyduğunda 

alt bölüm ve alt serilere ayırmıştır (Akçin, 1988). 

 Cicer cinsinin kapsamlı  sınıflandırılması üzerinde en son Van der Maesen 

(1972) çalışmıştır. Van der Maesen, bitkilerin tek veya çok yıllık oluşuna, morfolojik 

karakterlerine göre Cicer cinsini iki alt cins, 4 bölüm ve 14 alt bölüme ayırmış ve 

cinsin kapsamında 39 türün bulunduğunu belirtmiştir. Ladizinsky (1975) C. 

reticulatum, Contandriopoulos ve ark. (1972) C. heterophyllum, Czrepanov (1981) 

C. laetum, Lincz C. rassuloviae ve Santos Guerra ve Lewis (1985) C. canariense 

türlerini daha sonra listeye eklemişlerdir. Böylelikle Cicer cinsine bağlı tür sayısı 

43’e yükselmiştir (Çizelge 2.1). 

 Cicer cinsi Peunonosis ve Viciastrum olmak üzere iki alt cinsten oluşarak 4 

bölüm halinde incelenmektedir. Birinci bölüm olan Monocicer sekiz tek yıllık 

türden, ikinci bölüm Chamacicer bir tek yıllık ve bir çok yıllık türden, Polycicer ve 

Acanthocicer bölümleri ise kalan çok yıllık türden oluşmaktadır (Van der Maesen 

1972, 1987). 
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 Çalışmamızda kullandığımız Cicer türlerinin kromozom sayıları 2n = 16 

şeklindedir ( Ahmad, 2000). 

 Yukarıda adı geçen türlerden Monocicer bölümüne ait C. arietinum L., C. 

bijugum K. H. Rech., C. echinospermum P. H. Davis, C. judaicum Boiss., C. 

pinnatifidium Jaub. ve Spach., C. reticulatum Ladiz. tek yıllık türler ile Chamacicer 

bölümüne ait C. insicum (Willd.) Maly. ve Polycicer bölümüne ait C. anatolicum 

Alef., C. isauricum P.H. Davis, C. montbretii Jaub. ve Spach., C. heteropyhllum  

Contand., C. floribundum Fenzl. Türkiye’de yetişmektedir. 

 

2.3. Cicer Cinsi Türlerinin Ekocoğrafyası 

 Cicer türleri deniz seviyesinden 5600 m yüksekliklere kadar yetişebilmektedir. 

Bazı tek yıllık türler 1000 m’nin üzerinde yetişmektedir. Polycicer grubuna giren 

türler 1000-2000 m yükseklikler arasında yetiştiği halde, Chamacicer ve 

Acanthocicer grubunda olan türler 2000-5600 m arasında değişen yüksekliklerde 

yetişmektedir. C. arietinum türü Hindistan’da 2400 m yüksekliklerde yetişmektedir 

(Van der Maesen, 1972). 

 Bölgesel floralara göre tek yıllık yabani nohutlar Orta Asya’nın batısından 

başlayarak Kızıldeniz civarında kesintiye uğramakla beraber Kuzey-Doğu Afrika’ya 

kadar yayılış göstermektedir. C. pinnatifidum en fazla yayılış gösteren tür olup, Doğu 

Akdeniz, Irak, Ermenistan ve Anadolu içlerine kadar yetişmektedir. Onun yakın 

akrabası C. judaicum çoğunlukla güneye doğru Doğu Akdeniz’de görülmektedir. C. 

cuneatum en güneyde yer alarak Kuzey Afrika’da izole olmuş bir şekilde 

Etiyopya’da yetişmektedir. C. bijugum daha dar bir yayılış göstermekte ve batıya 

doğru bir yetişme alanına sahiptir. C. reticulatum ve C. echinospermum kültür 

nohutu C. arietinum gibi sınırlanmış bir yayılış göstererek, Doğu Anadolu’da ve 

Kuzey Irak’ta yayılış gösterirler. C. chrossanicum doğuya doğru Irak, Afganistan 

hattında yayılır. C. yamashitae ise yalnızca Afganistan’da yetişerek buraya sanki 

hapsolmuştur. 

 Türkiye’de yayılış gösteren tek yıllık Cicer türlerinden C. pinnatifidum, C. 

judaicum, C. bijugum, C. reticulatum ve C. echinospermum Güneydoğu Anadolu’da 
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yoğun bir şekilde yayılış göstermektedir. Aynı zamanda kültür nohutu olan tek yıllık 

C. arietinum Türkiye’nin hemen hemen tüm bölgelerinde ekilebilmektedir. Çok 

yıllık bir tür C. heterophyllum ise Antalya ilinde yayılış alanına sahiptir. C. 

anatolicum çoğunlukla Güneydoğu Anadolu’da olmak üzere Anadolu içlerine kadar 

devam eden bir alanda yayılış göstermektedir. C. montbretii türü Kuzey Ege’de 

yetişmektedir. C. isauricum ve C. insicum ise Đç Anadolu’da yayılış gösterirler. 

 

2.4. Genetik Markörler 

        Genetik markör, bir kromozom ya da kromozom bölgesinin ebeveynlerden 

bir sonraki generasyona geçerken takip edilebilen kısmı anlamına gelmektedir 

(Bovenhuis ve Meuwissen 1996). Kromozom üzerinde yer gösteren küçük bir DNA 

parçası, gen veya genin bir parçası yada genler arasındaki bir DNA dizilimi  ve bir 

tür içerisindeki bireyler arasındaki farklılığı gösteren bir işaret gibi farklı tanımlar 

yapmakta mümkündür. Genetik markörler morfolojik markörler, protein markörleri 

ve DNA markörleri olmak üzere üç ana başlık altında toplanabilir. 

 

2.4.1. Morfolojik markörler 

         Çok uzun zamandır bilinmelerine rağmen sayılarının az oluşu yanında çevreden 

ve diğer lokuslardan etkilenmeleri nedeniyle fazlaca kullanılmamaktadırlar. Ayrıca 

çoğunlukla dominant özelliktedirler yani sadece dominant genotipe ait fenotipi (AA 

ve Aa) resesif genotipe ait fenotipten (aa) ayırabilirler. Heterozigotları (Aa) 

homozigot dominanttan (AA) ayırt edemezler. Asıl avantajları analizlerinin  kolay 

olmasıdır. Haritalama populasyonunda yapılacak bir gözlem ile kolayca belirlenirler. 

Genetik haritalarda kullanılan morfolojik markörlere örnek olarak arpada gövde 

mumluluğu, kılçığın kaba veya düz olması, rachilla tüylülüğü verilebilir (Kleinhofs 

ve ark. 1993). 

         Bretting ve Widrlechner (1995)’e göre morfolojik markörler en eski ve en 

yaygın kullanılan genetik markörlerdir. En önemli avantajları ucuz olmaları, hızlı ve 
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basit bir şekilde tanımlanabilmeleridir. Hatta herbaryum materyali ve ölü dokularda 

bile tanımlanabilir olduğunu belirtmişlerdir. 

         Staub ve ark. (1996)’na göre morfolojik markörler; sayılarının az olması, çevre 

faktörlerinden etkilenmesi, epistatik ve pleotropik etkilere maruz kalması, genellikle 

resessif olmaları ve birçoğunun mutasyonlar sonucu oluşması gibi olumsuz 

özellikleri nedeniyle kullanılışları sınırlı olmaktadır. 

         Ahmad ve ark. (1997), korolla rengi, gövdedeki antosiyanin, stipul şekli, çiçek 

rengi gibi morfolojik markörleri kullanarak Lens cinsindeki türleri 

sınıflandırmışlardır. Lens cinsine ait 22 örnekte morfolojik karakterlerle genetik 

ilişkiler araştırılmış ve L. culinaris ssp. orientalis, L. nigricans ve L. odemensis’in 

aynı grupta toplandığı fakat L. ervoides ve L. culinaris ssp. culinaris’in ayrı ayrı 

gruplarda toplandığı belirtilmiştir. 

 

Morfolojik markörlerin avantajları 

• Genellikle dominanttırlar. Dominant bir geni resesif genden ayırmada kullanılır. 

• Sayı bakımından çok azdırlar. Herbir çaprazlamada birkaç tane bulunur. 

• Herbir lokusta 2 allel bulunur. 

• Analizleri çok kolaydır. 

• Haritalama populasyonunda yapılacak bir gözlemle kolayca belirlenirler. Örneğin; 

genetik haritalamada kullanılan bazı morfolojik markörler arasında, arpa’da gövde 

mumluluğu, kılçığın kaba veya düz olması, ′′rachila′′ tüylülüğü gibi (Kleinhofs ve 

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

 

Morfolojik markörlerin dezavantajları 

• Heterozigotları belirleyemezler. 

• Mutasyonlarla oluşmuş olabilir. 

• Çevresel faktörlerden etkilenirler. 

• Epistatik veya pleiotropik etkilere maruz kalırlar. 
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2.4.2. Biyokimyasal markörler (Enzim veya Protein Markörleri) 

         Protein markörleri, depo proteinleri ve enzim proteinleri olarak iki ana gruba 

ayrılırlar. Depo proteinleri bir jel üzerinde hareket ettirilip boyandıklarında, farklı 

genotiplerde ortaya çıkan yapı farklılıkları genetik markör olarak kullanılabilir. 

Buğday tohumunda bulunan iki depo protein grubu olan gliadin ve glutenin bu 

amaçla yaygın olarak kullanılmaktadır. En önemli avantajları analizlerinin çabuk, 

güvenilir ve tekrarlanabilir olmasıdır. En büyük dezavantajları ise, sayıca çok az 

olmalarıdır. 

         Enzim markörleri kendi içinde iki ana grup altında incelenebilir. Bunlar; 

Alloenzim ve Đzoenzim olarak adlandırılırlar. Alloenzim, birbirinden ayırt edilebilen 

allelleri bulunan enzimleri ifade etmektedir. Alloenzimler aynı genin farklı allelleri 

tarafından meydana getirilmektedir. Đzoenzim, farklı genler tarafından üretilen, ancak 

birbirine çok benzeyen enzimleri ifade etmektedir. Enzim markörlerinin temel 

avantajları analizlerinin çabuk, ucuz ve güvenilir olmasıdır. Çevreden ve diğer 

lokuslardan etkilenmezler. En büyük dezavantajları sayılarının çok az olmasıdır. 

Diğer bir önemli dezavantajı ise bazı alloenzimlerin ancak özel dokularda ve belli bir 

gelişme döneminde gözlenebilir olmasıdır (Van den Berg ve ark., 1983). 

         Labdi ve ark. (1996), 9 tek yıllık Cicer türünden 139 aksesyonla çalışarak, tek 

yıllık türler arasındaki genetik çeşitliliği ve filogenetik akrabalığı izoenzim 

polimorfizmi bakımından incelemişlerdir. Sekiz Cicer türünde yüksek oranda 

polimorfizm tespit edilmiştir. C. reticulatum en yüksek polimorfik orana sahip tür 

olmuştur. Kültür nohutu olan C. arietunum’da 14 lokustan 2 tanesi polimorfik bant 

vermiştir. 9 tür akrabalıklarına bakılarak filogenetik olarak gruplandırılmıştır.  Buna 

göre, birinci grupta; C. arietunum, C. reticulatum ve C. echinospermum, ikinci 

grupta; C. bijugum, C. judaicum ve C. pinnatifidum, üçüncü grupta; C. chrossanicum 

ve C. yamashitae ve dördüncü grupta yalnızca C. cuneatum yer almıştır. Araştırıcılar 

çalışmalarının neticesine göre C. reticulatum’un muhtemelen C. arietunum’un atası 

olabileceğini bildirilmişlerdir. 

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

kullanarak genetik yakınlıklarını jel elektroforezi ile tespit etmeye çalışmışlardır. C. 
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reticulatum ve C. pinnatifidum en yüksek polimormizme sahip çıkarak (%17,39), 

aynı zamanda en yüksek lokus başına allele sahip (1,22 ve 1,17) olmuşlardır. 

         Kazan ve Muehlbauer (1991), 30 izoenzim kullanarak 9 tek yıllık ve bir çok 

yıllık Cicer türünün elektoroforetik ortamda genetik akrabalıklarına ve çeşitliliğine 

bakmışlardır. Genetik yakınlık değerlerine göre çeşitli gruplar elde etmişlerdir. 

Örneğin; C. arietunum, C. reticulatum ve C. echinospermum bir grupta yer 

almışlardır. Ayrıca çok yıllık bir tür olan C. anatolicum da bu gruba yakın olduğu 

gözlenmiş aynı şekilde C. judaicum, C. bijugum ve C. pinnatifidum bir diğer grubu 

teşkil etmişlerdir. Đki tek yıllık C. chrossanicum ve C. yamashitae beraber bir grup 

oluştururken C. cuneatum diğer türlere en uzak kalarak tek başına gruplandırılmıştır. 

Araştırıcılar türlerin genetik akrabalıları ile coğrafik dağılımları arasında korelasyon 

olduğunu belirtmişlerdir. 

Sudupak ve Kence (2002), Türkiye’de yetişen 10 Cicer türünün ( tek yıllık ve 

çok yıllık) genetik akrabalığını ve çeşitliliğini değerlendirmek için 7 enzim sistemi 

kullanmış ve 12 skorlanabilir lokus elde etmişlerdir. Sonuçta iki büyük grup elde 

edilmiş ve ilk grupta çok yıllık 3 tür (C. montbretii, C. isauricum ve C. anatolicum) 

ve diğer grupta 6 tek yıllık tür (C. pinnatifidum, C. bijugum, C. judaicum, C. 

echinospermum, C. reticulatum ve C. arietinum) ve bir çok yıllık tür (C. incisum) 

gözlenmiştir. Çok yıllık bir tür olan C. insicum tek yıllık türlere yakın akrabalık 

göstermiştir. Altı tek yıllık türün daha önce bildirilen gruplandırmalarla paralel bir 

karakterizasyona sahip olduğu belirlenmiştir. 

Enzim markörlerinin avantajları ve dezavantajları aşağıdaki gibi sıralanabilir; 

 

Enzim markörlerinin avantajları 

• Kodominant markörlerdir. 

• Analizleri çabuk, ucuz ve güvenilirdir. 

• Çevreden ve diğer lokuslardan etkilenmezler. 

• Morfolojik markörlerden sayıca fazladırlar. 

 

Enzim markörlerinin dezavantajları: 

• Sayıları çok azdır. 
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• Bazı izoenzimlerin ancak özel dokularda ve belli bir gelişme peryodunda 

gözlemlenebilmesidir. Örneğin: Esteraz ve peroksidazlarda olduğu gibi. 

• Çok azda olsa bazen epistatik etki gösterirler. 

 
 
2.4.3. DNA Markörleri 

 DNA markörleri farklı genotiplere ait DNA diziliş farklılığını çeşitli şekillerde 

ortaya koyan markörlerdir. Nükleik asit temeline dayalı genetik markörlerin genom 

analizlerinde kullanımı ıslahçılar için ihtiyaç duyulan bir alandır. Bu markörler 

kullanılarak genetik varyasyon araştırılabilir. Örneğin birbirine morfolojik olarak çok 

yakın olan kültür çeşitleri ayrılabilir ve tanımlanabilir. Türlerin taksonomik 

tanımlaması yapılıp, filogenetik akrabalıkları bulunabilir (Lowe ve ark., 1996). 

Soyağacı analizleri, bağlantı haritalamaları ve seleksiyon programlarında 

kullanılabilir. DNA polimorfizmi, klasik morfolojik veya biyokimyasal markörlerden 

daha fazladır.   

 Doğadaki yabani varyetelerin toplanması ve moleküler düzeyde tanımlanması 

ekonomik değeri olan çeşitlere yeni ve üstün özellikler kazandırılması açısından 

önemlidir (Bothmer ve ark., 1991). Bu varyetelerin genitör olarak kullanımı ve 

moleküler yöntemlerle istenilen tiplerin seçimi klasik ıslah yöntemlerindeki 

güçlüklerin aşılmasına yardımcı olmaktadır. 

 Bütün bir genomun analiz edilebileceği DNA'yı elde etmek için az miktarda 

bitki dokusu yeterli olmaktadır. Bitkiden alınan herhangi bir kısım DNA izolasyonu 

için kullanılabilir (Botstein ve ark., 1980). DNA markörleri stabildirler, tüm 

dokularda ortaya çıkabilirler, ekolojik koşullardan etkilenmezler (Williams ve ark.,  

1990). Epistatik ve pleiotropik etkilere hassas değildirler, kodominant ya da 

dominant özellikte olabilirler, kalıtımı basit ilkelere sahiptir. 

 DNA markörleri hibridizasyona dayalı DNA markörleri ve PCR’a (Polimeraz 

Zincir Reaksiyonu) dayalı DNA markörleri olmak üzere iki ana başlık altında 

toplanırlar. 
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2.4.3.1. Hibridizasyona dayalı DNA markörleri 

 RFLP (Kesilmiş parça uzunlukları polimorfizmi) analizi, hücrelerden izole 

edilen genomik DNA’nın belirli bir noktadan nükleik asit dizilişlerini tanıyan DNA 

kesim enzimlerince spesifik olarak kesilmesi ve prob (sonda) DNA’nın melezlendiği 

DNA etrafındaki farklı kesim yapılarının saptanması esasına dayanır. Genomik 

DNA’nın kesimi tipik olarak 4-6 nükleotid tanıyan enzimlerce yapılır. Kesim 

sonrasında DNA bir jel destek sistemi içinde elektroforeze tabi tutulduğunda taşıdığı 

negatif yüklerden dolayı pozitif yöne doğru hareket edecektir. DNA’nın bu hareketi 

kütlesinin logaritmasıyla ters orantılıdır. Yani küçük parçalar daha hızlı hareket 

edeceklerdir. Kesilen parçalar elektroforez sonucunda jel içinde büyüklüklerine göre 

sıralanırlar. Bu sıralanma sonrası DNA jel ortamdan daha kullanışlı olan naylon 

filtrelere tek iplikçik halinde Southern transfer metoduyla transfer edilir. 

 DNA’yı jel üzerindeki dizilişinin aynı şekliyle tek iplik halinde taşıyan filtreler 

üzerinde çeşitli biçimlerde (çoğunlukla radyoaktif 32P ve radyoaktif olmayan 

chemiluminescent sistem ile) etiketlenmiş ve tek iplik haline getirilmiş prob DNA 

uygulanır. Eğer prob DNA ile filtredeki DNA komplementeri ise prob DNA 

kendisine benzer dizilişi taşıyan parçanın üzerine yapışır. Karşılaştırılan iki genotip 

arasında prob DNA’nın yapıştığı bölge etrafında DNA kesim enziminin kesme motifi 

bakımından bir farklılık (polimorfizm) varsa probun yapıştığı parça büyüklüğü  iki 

ebeveyn arasında değişiklik gösterecektir. Prob DNA üzerindeki etiketin 

gözlenmesiyle iki ebeveyne ait DNA’lar birbirinden ayırt edilir. Bu ayırt etme bir 

açılma populasyonunda yapıldığında açılım gösteren bireyler prob DNA’nın temsil 

ettiği lokus bakımından analiz edilmiş olur. 

 RFLP markörleri eşbaskın (ko-dominant) özelliktedirler (Bark ve Havey, 

1995). Böylece heterozigot bireylerin de karakterize edilmesi mümkün olmaktadır. 

Polimorfizm oranları ise orta düzeydedir. 

 RFLP markörlerinin en önemli dezavantajları analizlerinin pahalı olması, 

fazlaca zaman ve işgücü gerektirmesidir (Bretting ve Widrlechner 1995). RFLP 

analizi için fazla miktarda (10-20 µg) ve yüksek kalitede DNA gereklidir. 

Genomlarda az kopya olan dizilişler belli noktalarda kümelendikleri için RFLP 
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markörleri genom üzerinde rasgele dağılış göstermezler. Bu markörlere dayalı 

haritalarda yaygın olarak büyük boşluklar görülebilir (Walton, 1993). 

 

RFLP tekniğinin avantajları 

• Türler, cinsler hatta familyalar arasında transferi mümkündür. Bu özelliklerinden 

dolayı bir bitki türünde RFLP markörü bir kez haritalanırsa akraba olan birçok bitki 

sistemi için o haritalama bölgesinde potansiyel bir markör bulunuyor demektir. Bu 

olay birçok tahıl ürününde rutin hale gelmiş durumdadır. 

• Güvenilirdir. Farklı laboratuvarlarda ve farklı araştırıcılar tarafından aynı sonuçlara 

ulaşılabilmektedir. 

• RFLP markörleri kodominant özellikte oldukları için heterozigotların 

belirlenmesinde ve karakterizasyonlarında kullanılmaktadırlar. 

• Orta düzeyde polimorfizm göstermektedirler. 

 

RFLP tekniğinin dezavantajları 

• Analizleri pahalı, fazla zaman alıcı ve çok fazla iş gücü gerektirmektedir. 

• Çoğu durumlarda yaygın olarak radyoaktif etiketleme yöntemi kullanılmaktadır. 

• Yüksek kalitede DNA’ya ihtiyaç vardır (10-20 µM). 

• Az kopya edilen dizilişlerin genomlarda belli noktalarda kümelenmelerinden dolayı 

RFLP markörleri genom üzerinde rasgele dağılım göstermezler. Bu da haritalamayı 

olumsuz yönde etkilemektedir. Çünkü haritalarda büyük boşluklar görülebilir 

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

 

2.4.3.2. PCR’ a dayalı DNA markörleri 

 PCR, hücrede normal şartlar altında gerçekleşebilen doğal DNA 

replikasyonunun laboratuvar şartlarında özel cihazlar ‘termocycler’ yardımı ile 

gerçekleşmesi olayına denir. 1980’li yılların ortalarında Cetus firması araştırıcıları 

tarafından geliştirilmesinden sonra klonlama, dizi analizi ve DNA haritalaması gibi 

temel moleküler biyoloji araştırmalarında kullanılmaya başlanmıştır. 
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 Botstein ve ark (1980)’na göre, PCR tekniğinin ortaya koyulması ile RAPD 

(rastgele çoğaltılmış polimorfik DNA), SSR (basit tekrar dizileri), AFLP (çoğaltılmış 

parça uzunluğu polimorfizmi) markör sistemleri de geliştirilmiştir. 

 PCR tekniğinin hızlı bir şekilde kabul görmesinin sebebi onun basitliği, 

kolaylığı ve hızından dolayıdır (Kumar 1989). 

 PCR, çift iplikli bir DNA molekülünde hedef dizilere oligonükleotid primerin 

bağlanması ve uzaması esasına dayanır. Primerler, kalıp DNA molekülleri yüksek 

sıcaklık derecelerinde  denatüre edildikten sonra, tek iplikli DNA molekülleri 

üzerinde kendilerine tamamlayıcı olan bölgelere bağlanırlar. Primerlerin hedef 

bölgelere bağlanması düşük sıcaklık derecelerinde gerçekleşir. Reaksiyon ortamında 

ayrıca pH’yı ve tuz konsantrasyonunu optimum hale getiren tampon çözelti, 

polimeraz enziminin ihtiyaç duyduğu MgCl2 ve DNA üretiminde kullanılacak 

Adenin (A), Timin (T), Guanin (G), Sitozin (S) nükleotidlerinden her biri yeterli 

miktarda bulunur. Polimeraz enzimi, başlatıcı DNA’nın bir kalıp DNA üzerine 

bağlanmasından sonra, onu 3’ ucundan 5’→3’ yönünde uzatmaya başlar ve kalıp 

DNA’nın aynısını üretir. Bir PCR döngüsü, DNA ipliklerinin birbirinden ayrılarak 

açılması (denatürasyon), primerin bağlanması (bağlanma), ve uzama 

(polimerizasyon) olarak adlandırılan üç aşamadan oluşur. Önce 95 oC civarında bir 

sıcaklık kullanımıyla kalıp DNA’ nın çift sarmal yapısı açılır ve DNA tek iplik haline 

getirilir (denaturasyon). Sonra primerin nükleotid içeriğine bağlı olarak 30-60 oC 

arasında bir sıcaklıkta başlatıcı DNA’nın kalıp DNA’ya yapışması sağlanır 

(bağlanma). Son olarak da 72 oC’de DNA üretimi yapılır (polimerizasyon). Bu 

adımların her birinde sadece 1-2 dakika kullanılır (Şekil 2.1). Bu üç adım isteğe bağlı 

olarak defalarca (normalde yaklaşık 30-45 defa) tekrarlanır ve DNA amplifikasyonu 

tamamlanmış olur.  
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Şekil 2.1. PCR’ ın çalışma prensibi (Temizkan ve Arda, 2004) 

 Her PCR döngüsü DNA molekülü üzerinde istenilen bölgenin iki katına 

çıkması ile sonuçlanır. PCR boyunca biriken ürünlerin boyu iki primerin boyu ve 

hedef DNA bölgeleri arasındaki mesafelerin toplamı kadardır. 

 

Matematiksel olarak amplifikasyon (2n – 2n) X formülü ile ifade eldir. 

n   = Döngü sayısı 

2n  = Birinci ve ikinci döngü sonucunda oluşan boyları bilinmeyen ürünler 

X  = Orijinal kalıbın kopya sayısı 

 

 Potansiyel olarak her döngünün %100 verimle gerçekleştiği kabul edilirse, 

örneğin 45 döngü sonrasında 245 kat ürün meydana gelir. Ancak pratikte 

amplifikasyon miktarı bu oranın altında gerçekleşir. 

 PCR reaksiyonu ile hangi diziliş üzerinde DNA üretimi yapılacağını belirleyen 

iki faktör vardır. Bunlardan en önemlisi başlatıcı DNA’nın kendi dizilişidir. Yeterli 

uzunlukta spesifik dizilişler kullanılması durumunda genomun çok spesifik bir 

bölgesine ait DNA üretilir. Kısa ve rasgele dizilişte başlatıcılar kullanılma 

durumunda ise rasgele bölgelere ait DNA üretilir. DNA üretiminin yapılacağı yeri 
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belirleyen ikinci faktör başlatıcı DNA’nın yapışmasının gerçekleştirildiği sıcaklık 

derecesidir (Tm= Temperature melting). Başlatıcı DNA 30-40 oC gibi düşük 

sıcaklıklara inildiğinde pek çok yere kolayca yapışacağı için pek çok yere ait spesifik 

olmayan DNA üretimi yapılır. Yapışma sıcaklığının yüksek tutulmasıyla (55-60 oC) 

ise başlatıcı DNA sadece spesifik bölgelere yapışır ve buradan üretim yapar. 

 PCR tekniği günümüzde birçok farklı alanda yaygın olarak kullanılmaktadır. 

Aşağıda PCR tekniğinin başlıca kullanım alanları verilmiştir. 

 

PCR tekniğinin bazı önemli kullanım alanları 

• Tanı ve Teşhis 

• Genetik Yapısı Değiştirilen Bitki veya Mikroorganizmaların Tespiti 

• Moleküler Klonlama (DNA Klonlaması) 

• DNA Baz Dizilişlerinin Belirlenmesi 

• Genetik Akrabalık ve Adli Tıp Vakalarının Tespiti 

 

 Farklı genotiplerde DNA dizilişinin farklı olması nedeniyle aynı primerlerin 

kullanılması ile farklı DNA ürünleri elde edilir. Bu farklı üretimler genetik markör 

olarak kullanılmaktadır. Bu şekilde çok değişik DNA markör tipleri geliştirilmiştir. 

Moleküler genetik laboratuvarlarında PCR kullanımına dayalı SSR (basit tekrar 

dizileri), AFLP (çoğaltılmış parça uzunluğu polimorfizmi), RAPD (rastgele 

çoğaltılmış polimorfik DNA) ve ISSR ( Inter Simple Sequence Repeat) gibi DNA 

markörleri rutin bir şekilde başarıyla kullanılmaktadır. Aşağıda SSR, RAPD, AFLP 

ve ISSR markör teknikleri  ile ilgili bazı özellikler verilmiştir. 

 

2.4.3.2.1. Basit tekrar dizileri (SSR) 

 SSR veya mikrosatelitler ökaryotik genomlar boyunca dağılmış ve ardışık 

olarak tekrarlanmakta olan 2-6 nükleotid gruplarından oluşmaktadır. Bu gruplar 

örneğin (AT)n, (GT)n, (ATT)n, (GACA)n, şeklinde gösterilmekte ve n ardışık tekrar 

sayısını belirtmektedir.  
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 Mikrosatelitleri çevreleyen DNA dizileri genellikle aynı türün bireyleri 

arasında korunmuş olduklarından, farklı genotiplerde çakışan SSR’ların PCR 

primerleri ile çoğaltılarak seçimine izin vermektedir. Ardışık SSR tekrarlarının 

sayısındaki farklılık PCR sonucu farklı uzunlukta parça çoğaltımıyla sonuçlanır. Bu 

tekrarlar çok yakın tür ve çeşitler arasında dahi tekrarlanan ünitelerin sayısında 

değişikliğe yol açan mutasyonlar nedeni ile oldukça polimorfiktir (Gupta ve ark. 

1994). SSR’ları çevreleyen korunmuş DNA dizileri primer olarak kullanılarak PCR 

metodu vasıtasıyla bir lokustaki farklı alleller tespit edilebilir. Ancak bu metodun 

kullanılabilmesi için ilgili lokuslara ait primer sekanslarının önceden bilinmesi 

gerekir. Bu da oldukça zahmetli bir iştir. Ancak kullanılacak primerler belirlendikten 

sonra farklı araştırmacılar tarafından rahatlıkla kullanılabilmektedir. 

 

SSR primerlerinin üretiminde genel olarak üç farklı yaklaşım tercih edilmektedir. 

Bunlar; 

1. Genomik DNA kütüphanelerinin SSR oligonükleotidleri ile hibridizasyonu 

yoluyla gözlenmesi, 

2. DNA veri bankalarında SSR’ların araştırılması, 

3.Akraba bitki türlerinde geliştirilmiş olan SSR-spesifik primerlerinin 

kullanımıdır (Zane ve ark., 2002). 

 SSR-spesifik primer çiftleri (ileri ve geri çalışan primerler) PCR çoğaltımı için 

mikrosatelitleri çevreleyen diziler temel alınarak dizayn edilirler. 

 Mikrosatelitlerin en önemli dezavantajı yeni markör geliştirilmesinin 

güçlüğüdür. Yeni markör geliştirilmesi için genomik DNA klonlarının tekrarlanan 

oligonükleotid içeren problarla melezlenme yoluyla bulunması, nükleotid 

dizilişlerinin belirlenmesi ve yan yana tekrarlanan yapıların başlangıç ve bitiş 

yerlerine özel başlatıcı DNA’lar geliştirilmesi gerekmektedir. Bu da oldukça işgücü 

gerektiren pahalı bir işlemdir. 

 SSR ilk olarak insanlarda tanımlanmış (Litt ve Luty, 1989; Weber ve May,  

1989) aynı bulgular hızlı bir şekilde memelilerden farelerde yapılan çalışmalar ile 

bunu izlemiş (Love ve ark., 1990) daha sonra domuzlarda (Johansson ve ark., 1992) 

ve sığırlarda (Kemp ve ark., 1993) yapılan çalışmalarla devam etmiştir. Bu 



 21 

potansiyel ile bitkilerde birçok tür için oldukça önemli olan bu markörlerin başarılı 

olarak izole edilmesi ve uygulanması başlamıştır. 

 SSR tekniğinin bitkilerde genetik haritalama çalışmalarında kullanımı 

avantajlarından ötürü her geçen gün artmaktadır. SSR’lar yüksek oranda polimorfik 

olduklarından bitkilerde oldukça fazla bilgi vericidir. Ayrıca eşbaskın markör 

vermesi ve PCR kolaylığına sahip olması da kullanım oranını artırmaktadır.  

 Son yıllarda dünya çapındaki birçok moleküler genetik laboratuvarında farklı 

bitki türlerinde SSR’ların başarılı bir şekilde kullanımı hızla artmıştır. Örneğin; 

soyafasülyesi (Akkaya ve ark., 1992; Morgante ve Olivieri, 1993; Rongwen ve ark., 

1995; Diwan ve Creagan, 1997), buğday (Roder ve ark., 1995; Devos ve Gale., 1995; 

Korzun ve ark., 1997; Stephenson ve ark., 1998; Dograr ve ark., 2000; Prasad ve 

ark., 2000), yabani buğday (Pestsova ve ark., 2000), arpa (Liu ve ark., 1996), çeltik 

(Wu ve Tanksley, 1993; Zhao ve Kochert, 1993; Yang ve ark., 1994), mısır (Senior 

ve Heun, 1993; Taramino ve Tingey, 1996;), patates (Provan ve ark., 1996), ve 

fasulye (Yu ve ark., 1999) ile yapılan bu çalışmalar buna örnek olarak gösterilebilir. 

 

2.4.3.2.2. Rasgele çoğaltılmış DNA polimorfizmi (RAPD) 

 Uzunluğu 10 nükleotid olan başlatıcı (primer) DNA’lar kullanılarak genom 

üzerinde rastgele bölgelerin DNA amplifikasyonu gerçekleştirilmesi esasına dayalı 

bir yöntemdir. Yalnızca bir tip primer kullanılır. Ancak, bunlar her iki DNA ipliğinde 

de  5′→3′ yönünde çalışır. Dolayısıyla kullanılan primerin DNA üzerinde birbirine 

yakın iki bölgeye yapışabildiği genom bölgelerinin amplifikasyonu yapılır. 

 PCR'ın keşfi ile DNA polimorfizmini araştıran yeni markör sistemleri hemen 

geliştirilmiştir. Bunlardan biri olan RAPD markörleri Williams ve ark.,  (1990) ve 

Welsh ve Mc Clelland (1990) tarafindan; basit, kısa oligonükleotid primerler 

kullanılarak genomik DNA'nın tesadüfi olarak dağılmış bölgelerinin amplifikasyonu 

olarak tanımlanmaktadır. Amplifikasyon ürünleri agaroz veya poliakrilamid jel 

elektroforezde ayrılabilir ve etidyum bromür yada gümüş nitrat boyaması ile 

görüntülenebilmektedir. RAPD tekniği markör teknolojisinde uygulanmasındaki 

kolaylık, sentetik oligonükleotidlerin çok fazla sayıda bulunması ve kolay olması, 
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RFLP'nin tersine az miktarda ve düşük kalitede DNA'ya gereksinim duyulması gibi 

nedenlerden ötürü tercih edilen markörlerdir. 

 Devos ve Gale (1992), diğer PCR esaslı teknikler gibi RAPD tekniğinin de 

haritalama ve karakterizasyon çalışmalarında daha az zamana, çalışmaya ve gidere 

gereksinim duyulması nedeniyle daha çok tercih edildiğini bildirmektedir. Özellikle 

RAPD yöntemi çok az bir kalıp DNA’ya gereksinim duyulması sebebiyle tercih 

edilmekte ve  birçok bitki türünde beklenilen düzeyde sonuçlar da vermektedir. 

 Barriga ve ark. (1994), RAPD’in genetik belirleyici olarak kullanılabilmesi 

amacıyla yaptıkları çalışmada optimize edilen reaksiyon koşullarında tekrarlanabilir 

amplifikasyon ürünleri elde ettiklerini, bunu etkileyen faktörlerin ise DNA, Mg+2 ve 

döngülerdeki yapışma (bağlanma) ve uzama süreleri olduğunu belirtmişlerdir 

 Lavi ve ark. (1994), RAPD markörlerinin zaman ve maliyet yönünden olumlu 

olmasına rağmen, dominant markör olmaları nedeni ile yorumlanmasının zorluğu, 

kompleks olması ve kolaylıkla tekrarlanamaması dezavantajlarına sahip olduğunu 

belitmişlerdir. Hatta bazı durumlarda tekrarlanan büyük bantların kullanıldığı 

durumlarda bile varyasyonun genetik yada değişik mikroorganizma kökenli 

kontaminasyon veya amplifikasyon sırasında meydana gelen bir sorundan mı 

kaynaklandığının tespit edilememesinin bu markörlerin olumsuz yönlerinden 

olduğunu bildirmişlerdir. 

 Vos ve ark. (1995), RAPD-PCR metodunun prensiplerinden yararlanarak 

AFLP metodunu geliştirmişlerdir. AFLP tekniğinin tekrarlanabilirliği ve 

polimorfizm düzeyi RAPD-PCR metoduna göre daha yüksektir. RAPD-PCR 

metodunun, genetik varyasyonun araştırılmasında, bitkilerin genetik haritaların 

çıkarılmasında ve markör yardımıyla seleksiyonda yoğun olarak kullanılmasının 

nedeni, metodun diğer moleküler metotlara göre daha ucuz, daha az DNA 

gerektirmesi ve otomasyona uygun olmasındandır. 

 

RAPD tekniğinin avantajları: 

• Çabuk sonuç vermesi, ucuz olması ve az iş gücü gerektirmesi, 

• Az miktarda DNA’nın yeterli olması ve 

• Polimorfizm oranının yüksek olması. 
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RAPD tekniğinin dezavantajları: 

• Güvenilirliğinin sınırlı olması, 

• Farklı laboratuvarlarda farklı sonuçlar hatta bir ′′termocycler’’ cihazından diğerine      

farklı sonuç verebilmesi, 

• Dominant markör olması ve bu yolla elde edilen markörlerin diğer haritalara    

transferde yaşanan zorluklardır. 

 

 Son yıllarda dünya çapındaki birçok moleküler genetik laboratuvarında farklı 

bitki türlerinde RAPD tekniğinin başarılı bir şekilde kullanılmaktadır. Örneğin; 

nohut (Hajj ve ark., 1996; Banerjee ve ark., 1999; Banerjee ve ark., 2001), yabani 

nohut (Ahmad, 1999; Iruela ve ve ark., 2002; Sudupak ve ark., 2002), buğday (Devos 

ve Gale., 1992; Sun ve ark., 1998; Weng ve ark., 2000; Mukhtar ve ark., 2002; 

Bhutta ve ark., 2006), çeltik (Yu ve Nguyan, 1994; Suh ve ark., 1997; Ge ve ark., 

1999; Ravi ve ark., 2003; Fukuoka ve ark., 2006), arpa (Tinker ve ark., 1993; Bustos 

ve ark., 1998; Albayrak ve Gözükırmızı, 1999; Terzi ve ark., 2001; Todorovska ve 

ark., 2003), fasulye (Tiwari ve ark., 2005), mısır (Osipova ve ark., 2001); lahana 

(Mergale ve ark., 1995), patates (Hu ve ark., 1991; Demeke ve ark., 1996; Alfonso 

ve ark., 2000; Chakrabarti ve ark., 2001; Sun ve ark., 2003), susam (Şençiçek, 2000; 

Ercan ve ark., 2004) 

 Bhutta ve ark. (2006), Pakistan kaynaklı ekmeklik buğdayından (Triticum 

aestivum L.) 10 genotipte 277 birey arasındaki genetik çeşitliliği ve akrabalığı RAPD 

markörlerini kullanarak incelemişlerdir. 25 primer ile 84 adedi ( %44.64) polimorfik 

olan toplam 190 bant üretmişlerdir. Populasyon içindeki genetik varyasyonun %83 

ila %93 arasında olduğu bildirilmiştir. Bu sonuçlara göre araştırıcılar RAPD 

markörlerinin buğday genotiplerinin gruplandırılmasında ve karakterizasyonunda 

kullanılabileceğini ve markör sisteminin geleceğe ait buğday ıslah programlarında 

yardımcı olacağını  belirtmişlerdir. 

 Tiwari ve ark. (2005), Himalaya merkezli 99 fasulye germplazmın genetik 

çeşitliliğini  RAPD markörleri ile araştırmışlardır. Elde edilen 112 polimorfik bant 

neticesinde 99 germplazm 12 kola ayrılarak gruplandırılmıştır. Her bir koldaki 

aksesyon örneklerinin morfolojik ve yetişme yükseltilerine göre yapılan 
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gruplandırılmalarıyla herhangi bir korelasyon göstermedikleri araştırıcılar tarafından 

bildirilmiştir. 

 Ravi ve ark. (2003), türler arasındaki akrabalığı değerlendirebilmek için RAPD 

ve SSR markör tekniklerini kıyaslamalı olarak kullanmışlardır. Çalışmalarında 

kültürü yapılan 40 ve yabani 5 çeltik (Oryza sativa L.) varyetesini 36 RAPD ve 38 

SSR markörü kullanarak genetik akrabalık bakımından incelemişlerdir. Üretilen 499 

RAPD bandının %90’ı polimorfik olarak gözlenmiştir. Đstatistiki analizler 

neticesinde RAPD ve SSR markör teknikleri korelasyonunun Mantel Matrix testine 

göre  beklenen en düşük değer olan 0.800’ün altında çıkarak 0.582 olduğunu 

bildirmişlerdir. RAPD tekniğine göre SSR sonuçlarının genetik akrabalığın tespitinde 

daha doğru bilgiler verdiği araştırıcılar tarafından belirtilmiştir. 

 Sudupak ve ark. (2002), Türkiye’deki yaşayan Cicer cinsine ait türlerin 

filogenetik ilişkisini incelemek için 50 RAPD primerinden 7 tanesinin ürettiği 95 

bandı kullanmışlardır. Bu bantların 92’si polimorfik sonuç vermiştir. Üretilen 

dendogramda iki ana kol oluşmuş ve ilk kolda 4 çok yıllık Cicer türü (C. montbretii, 

C. insicum, C. isauricum, C. anatolicum), diğer kol ise kendi arasında iki küme 

oluşturarak, ilk kümede tek yıllık türler C. judaicum, C. bijugum ve C. pinnatifidum 

yer almıştır. Đkinci kümede ise C. reticulatum, C. echinospermum ve C. arietinum 

birlikte yer almışlardır. Çalışmalarının neticesinde araştırıcılar, RAPD tekniğinin 

Cicer cinsinin taksonomisinin oluşturulmasında ve türler arasındaki genetik çeşitlilik 

ve akrabalığın belirlenmesinde etkili olduğunu bildirmişlerdir. 

 Şençiçek (2000), susamda fenotipik olarak farklı 52 populasyon arasındaki 

morfolojik ve genetik farklılığı tespit etmek için 13 farklı morfolojik karakter 

kullanarak 38 populasyona kadar indirmiş olup, bunları da RAPD markörleri 

kullanarak değerlendirmiştir. Morfolojik markörler ile oluşturulan dendogram RAPD 

markörleri ile oluşturulan dendogramla karşılaştırılınca RAPD markörlerinin daha 

güvenilir sonuçlar verdiğini bildirmiştir. 

 Albayrak ve Gözükırmızı (1999), Türkiye kökenli yabani arpa hatları 

(Hordeum murinum, H. bulbosum ve H. vulgare spontaneum) arasındaki çeşitliliği 

moleküler düzeyde RAPD tekniğini kullanarak karşılaştırmalı olarak araştırmışlardır. 

Kullanılan 23 hat arasındaki polimorfizm oranı çiftler halinde karşılaştırmalı olarak 

tayin edilmiş ve en yüksek polimorfizm oranı %60 olarak 40659 ile 49047 no’lu 
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yabani arpa hatları arasında bulunurken en düşük polimorfizm oranı ise %0.3 olarak 

50327 ile 50354, ve 48101 ile 50365 no’lu yabani arpa hatları arasında bulunmuştur. 

Elde edilen sonuçlar ile yabani arpa hatlarında mevcut olan ekonomik öneme sahip 

karakterlerin (hastalıklara, kuraklığa dirençlilik vb.) seçilmesinde RAPD 

markörlerinin kullanılabileceği tespit edilmiştir. 

 Demeke ve ark. (1996), içlerinde kardeş olan ve hiçbir akrabalığı olmayan 28 

patates genotipinde RAPD prosedürünü kullanarak genetik ilişkiyi 

değerlendirmişlerdir. Toplam 12 RAPD primeri, uzunlukları 490 ila 3200 bç arasında 

değişen 158 bant üretmiştir. Benzerlik ve Principle Coordinate Analysis (PCoA) 

yöntemleri ile yapılan analizler ile kardeşler arasındaki akrabalığın beklenene yakın 

olduğu belirlenmiştir. Bununla beraber, araştırıcılar akraba olan varyetelerin markör 

tekniklerle farklı genetik yapıya sahip olabileceklerinin tespit edilebileceğini 

bildirmişleridir. Araştırıcılar, RAPD analizlerinin bilinen morfolojik bilgilerle 

birlikte varyeteler arasında genetik farklılıkların değerlendirilmesinde, yalnızca 

morfolojik bilgileri ile yapılan değerlendirmelerden çok daha etkili olduğunun 

çalışmalarının sonuçlarının bunu desteklediğini bildirmişlerdir. 

 Mergale ve ark. (1995), 24 karnabahar, 24 lahana ve 48 karalahana 

populasyonunda sırasıyla 62, 10 ve 89 RAPD primeri kullanmışlardır. Her 

aksesyondan 40 tane tohum kullanılarak bulk hazırlanmıştır. PAUP genetik akrabalık 

paketini kullanarak gruplar arasındaki genetik ilişkiyi morfolojik ve agronomik 

bilgilerle kıyaslamayı amaçlayan araştırıcılar, yetiştiriciler tarafından ekimi için 

şiddetle elenen ve morfolojik farklılıklara sahip karnabahar ve lahana 

populasyonlarının RAPD markörlerine göre aynı gruplarda yer aldığını 

bildirmişlerdir. Karalahana homojen bir grup oluşturmuştur. Araştırıcılar 

çalışmalarının neticesinde, RAPD markörlerinin populasyonların genetik 

çeşitliliğinin tespitinde hızlı bir şekilde bilgi veren bir teknik olduğunu  

bildirmişlerdir. Ayrıca kendine döllenen (otogam, yazlık karnabahar gibi) veya 

yabani döllenen (allogam kışlık karnabahar gibi) populasyonlar ile populasyon içi 

(lahana gibi) çeşitliliğin de RAPD markör tekniği kullanılarak gözlemlenebileceğini 

bildirmişlerdir 

. 
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2.4.3.2.3. Çoğaltılmış parça uzunluğu polimorfizmi (AFLP ) 

 AFLP tekniği RAPD tekniğinin dezavantajlarını gidermek üzere 

geliştirilmiştir. Bu teknikte genomik DNA önce birisi altı, diğeri dört taban tanıyan 

iki kesim enzimi tarafından kesilir. Kesilen parçaların uçlarına nükleotid dizilişi 

sentetik olan DNA’lar eklenir. Eklenen sentetik DNA’nın nükleotid dizilişini de 

taşıyan başlatıcı DNA’lar (primerler) kullanımıyla nispeten spesifik DNA çoğaltımı 

yapılır. Bu çoğaltma iki aşamada gerçekleştirilir. Đlk aşamada, her iki uçtan DNA 

kesim enzimlerinin tanıdığı diziden sonraki ilk nükleotide göre seçici çoğaltımın 

yapıldığı ön üretim yapılır. Asıl üretimde ön üretimde elde edilen parçaların 

kullanımıyla kesim enzimi tanıma yerinden sonraki ikinci ve üçüncü nükleotidler 

için seçici üretim yapılır. Bütün başlatıcılar sentetik uçların nükleotid dizilişini de 

taşıdığı için üretim oldukça spesifik şartlarda yapılmış olur (Zabeau 1993). Üretilen 

parçacıklar bir baz uzunluğu farklarını dahi ayırt edebilen poliakrilamid jel (dizileme 

/ sekanslama jeli) üzerinde hareket ettirilerek farklı genotiplere ait farklılık gösteren 

parçacıklar tespit edilir. 

 Tekniğin polimorfizm oranı çok yüksektir. Masraf, işgücü gereksinimi ve 

güvenilirliği RAPD ve RFLP arasında yer almaktadır. Çok sayıda lokusu aynı anda 

ve etkili bir şekilde taraması nedeniyle parmakizi analizine çok uygundur. AFLP 

tekniğinin önemli dezavantajları arasında çoğunlukla dominant markörler vermesi ve 

farklı genetik haritalar arasında transferinin güç olması gelmektedir (Walton 1993). 

AFLP ile elde edilen markörler, kullanılan 6-nükleotidi tanıyan kesim enziminin 

özelliğine göre farklı genom dağılışı gösterirler. Genomun çok kopya olan ve 

metillenmiş sitozin taşıyan kısımlarını kesmeyen PstI enzimi kullanımıyla elde 

edilen markörler çoğunlukla genomun az kopyalı bölgelerini temsil ederken, 

metillenmeye hassas olmayan EcoRI enzimi kullanılmıyla elde edilen markörler 

tekrarlanan DNA’larca zengin bölgeleri temsil etmektedir. 

 Russel ve ark. (1997), kültürü yapılan 18 arpada genetik varyasyonu belirlemek 

için RFLP, AFLP, RAPD ve SSR gibi moleküler teknikler kullanmışlardır. Bu dört 

markör tipinin de polimorfizmi belirlemede farklı etkilerinin olduğu tespit edilmiştir. 

AFLP ve RFLP’nin sonuçları birbirlerine benzerlik göstermesine rağmen SSR düşük, 

RAPD ise daha düşük sonuç vermiştir. 
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 Sudupak ve ark., (2004) Türkiye’ de yetişen tek ve çok yıllık Cicer türlerinin 

genetik akrabalığını tespit etmek için AFLP tekniğinden yararlanmışlardır. Çok yıllık 

4 ve tek yıllık 6 türden toplam 47 aksesyon kullanılarak 306 AFLP bandı elde 

edilmiştir. AFLP tabanlı gruplandırmada iki ana grup elde edilmiş ve birinci grupta 

çok yıllık 3 tür olan C. montbretii, C. isauricum and C. anatolicum, ikinci grup ise 

iki alt kola ayrılarak ilk kolda çok yıllık tür olan C. incisum ve 3 tek yıllık türler olan 

C. pinnatifidum, C. judaicum ve C. bijugum gözlenmiş ve ikinci alt kolda ise kalan 

tek yıllık 3 tür C. echinospermum, C. reticulatum ve C. arietinum tespit edilmiştir. 

AFLP tabanlı genetik akrabalık ilişkilendirmesinde C. insicum tek yıllık türlere en 

yakın çok yıllık tür ve C. reticulatum da C. arietinum’a en yakın yabani tür olarak 

tespit edilmiştir.  Çalışmalar daha önce allozimler ve RAPD ile yapılan çalışmalara 

paralel çıkmıştır. Araştırıcılar, AFLP tekniğinin yabani Cicer türlerinin kültür 

nohutuna olan yakınlığının belirlenmesinde ve nohutun ilk kültüre alındığı yerin 

Türkiye’nin güney doğusu olduğunun anlaşılmasında etkili bir teknik olduğunu 

belirtmişlerdir. 

Shan ve ark., (2005), potansiyel olarak,  kültür nohutu olan Cicer arietinum’un 

geliştirilmesinde gen kaynağı olabilecek C. reticulatum, C. echinospermum, C. 

bijugum, C. pinnatifidum, C. cuneatum ve C. yamashitae türleri ile AFLP tekniğini 

kullanarak bunlar arasındaki genetik ilişkiyi ve coğrafik dağılımı incelemeyi 

amaçlamışlardır. 146 yabani tek yıllık aksesyon 455 AFLP markör ile  filogenetik 

analizlere tabii tutularak kültür nohutu için gen kaynağı olabilecek birincil, ikincil, ve 

üçüncül gen havuzları tespit edilmeye çalışılmıştır. En fazla genetik çeşitlilik 

Türkiye’nin güney doğusunda yetişen C. reticulatum, C. echinospermum, C bijugum 

ve C.  pinnatifidum türlerinde görülürken Filistin, C. judaicum’un gen merkezi olarak 

tespit edilmiştir. 

 

AFLP tekniğinin avantajları 

• RAPD’den yavaş RFLP’den hızlıdır. 

• Masraf, iş gücü ve güvenirlik açısından RAPD ve RFLP arasındadır. 

• Çok sayıda aynı anda etkili bir şekilde tarama yapması nedeni ile parmak izi 

analizine çok uygundur. 

• Sayıları RAPD ve RFLP’den daha fazladır. 
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• Genomik DNA’nın bilinmesine gerek yoktur. 

• Polimorfizm oranı çok yüksektir. 

• Bu özelliklerinden dolayı otomasyona uygundur. 

 

AFLP tekniğinin dezavantajları 

• Çoğunlukla dominant markör verirler. Ancak son zamanlarda kodominant 

markörde verdiği bildirilmiştir. 

• Farklı genetik haritalar arasında transferleri güçtür. 

2.4.3.2.4. Inter simple sequence repeat (ISSR) 

 ISSR yöntemi, ökaryotik genomlarda tekrar eden 2, 3, 4, 5 gibi nükleotid 

birimlerinin lokustan bağımsız bir şekilde genomda rasgele dağılımlarını esas alan 

ancak RAPD yöntemine göre çok daha hassas ve tekrarlanabilirliği yüksek olan bir 

yöntem olarak öne çıkmaktadır.  

 Reddy ve ark. (2002), ISSR markörlerinin genetik çeşitliliğin belirlenmesinde, 

filogenetik çalışmalarda, genom haritalarının oluşturulmasında ve evrim 

biyolojisinde birçok tarla bitkisinde uygulanabilecek yararlı bir teknik olduğunu 

bildirmişlerdir. 

 RAPD markörleri gibi ISSR markörleri de kullanımı hızlı, uygulanması kolay 

fakat primerleri daha uzun olduklarından güvenilirlikleri ise fazladır (Bornet ve 

Branchard, 2001). 

 Gilbert ve ark. (1999), çalışmalarında 10 ISSR primeri kullanarak 37 lüpen 

aksesyonunun genetik akrabalıklarını ortaya koymuşlardır. Benzer şekilde, Prevost 

ve Wilkinson (1999), ekimi yapılan 34 patates aksesyonunu 4 primerle, Lanham ve 

Brennan (1998) ise 3 primerle 16 frenküzümü genotipinin genetik akrabalıklarını 

ortaya koymuşlardır. Yeterli bilgi sunan ISSR primerlerini kullanmak düşük bir 

maliyet, zamandan tasarruf ve genetik analizlerde kolaylık sağlamaktadır (Reddy ve 

ark., 2002). 

 Wang ve ark. (1998), ISSR markörlerinin Mendel kalıtımına uygun olarak 

dominant markörler verdiğini, bununla beraber kimi durumlarda homozigot ve 

heterozigotluğun tanımlanmasında kodominant olduklarını bildirmişlerdir. 
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 RAPD markörlerinin düşük üretkenliği, AFLP markörlerinin yüksek maliyeti 

ve primer sentezlenebilmesi için sekans bilgisinin gerektiği SSR markörleri,  bir çok 

çalışmada önemli kısıtlamalar oluşturmaktadır. ISSR markörleri bu kısıtlamaların 

birçoğunun üstesinden gelinmesinde önemli bir tekniktir. (Zietkiewicz ve ark., 1994). 

 Son yıllarda dünya çapındaki birçok moleküler genetik laboratuvarında farklı 

bitki türlerinde ISSR’ların başarılı bir şekilde kullanımı hızla artmıştır. Örneğin; 

mısır (Kantety ve ark., 1995; Pejic ve ark., 1998; Osipova ve ark., 2003), buğday 

(Nagaoka ve Ogihara, 1997), patates (Prevost ve Wilkinson, 1999), çeltik (Blair ve 

ark., 1999; Joshi ve ark., 2000; Qian ve ark., 2001), fasulye (M’etais ve ark., 2000; 

Galvan ve ark., 2003; Marotti ve ark., 2006), arpa (Fernandez ve ark., 2002; Hou ve 

ark., 2005), nohut (Iruela ve ark., 2002; Rajesh ve ark., 2002; Sudupak, 2004), 

çavdar (Matos ve ark, 2001), bezelye (Kuznetsova ve ark., 2005), çilek (Arnau ve 

ark., 2003), mercimek (Duran ve ark., 2004). 

 Hou ve ark. (2005), 46 arpa aksesyonunda genetik çeşitliliği değerlendirmek 

için RAPD ve ISSR markörlerini kullanmışlardır. RAPD analizlerinde 109 banttan 

84 adedi (%77.06) polimorfik bulunmuştur. ISSR analizlerinde 107 banttan 105’i 

polimorfik çıkmıştır. Sonuçlara göre ISSR markörlerinin arpada genetik çeşitliliğin 

tespitinde daha etkili olduğunu bildirmişlerdir. Her iki genetik benzerlik bilgileri 

arasında zayıf bir korelasyon (r=0.113) gözlenmiş bunun da genetik benzerliği 

tespitte her iki markör sisteminin paralel olmadığını ortaya koyduğunu araştırıcılar 

dile getirmişlerdir. 

 Sudupak (2004), iki çok yıllık ve sekiz tek yıllık Cicer türü arasındaki genetik 

benzerlik ve akrabalığı belirlemek için 6 ISSR primeri kullanmıştır. Elde edilen 150 

ISSR bantı neticesinde çok yıllık bir tür olan C. insicum’un tek yıllık türlerden C. 

judaicum, C. bijugum ve C. pinnatifidum’un oluşturduğu kümeye yakın olduğunu 

bildirmiştir. Ayrıca C. reticulatum türü de kültür nohutu C. arietinum’a en yakın tür 

olarak belirlenmiştir. Araştırıcı, ISSR tekniğinin Cicer türlerinin genetik akrabalık ve 

benzerliğinin belirlenmesinde güvenilir, hızlı ve ucuz bir teknik olduğunu 

bildirmiştir. 

 ISSR tekniğinin, çilek varyetelerinin tanımlanmasında yararlı olan basit, hızlı, 

ucuz ve yüksek bir güvenirliğe sahip olduğu belirtilmiştir (Arnau ve ark., 2003). 
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Duran ve ark. (2004), mercimeklerin (Lens) genetik haritasının çıkarılması için 

AFLP, SSR, RAPD ve ISSR markörlerini kullanmışlardır. Çalışmalarının neticesinde 

araştırıcılar ISSR markörlerinin Lens cinsinin genetik haritasının çıkarılmasında 

yüksek potansiyele sahip araçlar olduklarını belirtmişlerdir 

 Galvan ve ark. (2003), Arjantin’de yetiştirilen 10 ve Fransa’dan toplanan 3 

fasulye (Phaseolus vulgaris L.) aksesyonunu ISSR markörlerini kullanarak bunların 

gen havuzları ve kökenleri hakkında bilgi elde etmek için analiz etmişlerdir. Daha 

önceki RAPD analizleri ile kıyaslamaya tabii tuttuklarında, araştırıcılar ISSR 

markörlerinin fasulyelerin gen havuzları ve kökenleri hakkında bilgi elde etmede 

daha faydalı araçlar olduklarını bildirmişlerdir. 

 Matos ve ark. (2001), Kuzey Portekiz ve Brezilya topraklarında yetişen 10 

çavdar populasyonunun genetik akrabalıklarını 20 izozim, ve toplam 511 PCR 

markörü (342 ISSR, 169 RAPD) ile analiz etmişlerdir. RAPD ve ISSR analizleri her 

populasyondan 25 bitki karıştırılarak yapılmıştır. RAPD ve ISSR analizleri bilinen 

soyağacı bilgileriyle uyumlu çıkmıştır. Kuzey Portekiz çiftçileri tarafından ekimi 

yapılan çavdarlar aynı grupta yer alırken C902591 (Brezilya kökenli), Alvioo 

(sentetik bir varyete) ve Larouca (Montanegre ve Brezilya varyeteleri melezi) farklı 

gruplar oluşturmuşlardır. Araştırıcılar RAPD ve ISSR markörlerinin bilinen soyağacı 

bilgilerine ilişkin polimorfik belirleyiciler üretmede hızlı bir metot olduğunu 

bildirmişlerdir. 

 Qian ve ark. (2001), Oryza granulata türüne ait Çin’in 2 bölgesinden beş 

populasyonda RAPD ve ISSR markörlerini genetik çeşitliliği belirlemek için 

kullanmışlardır. 20 RAPD primeri 199 bant üretirken bunların 61’i (%30.65) 

polimorfik ve 12 ISSR primeri 113 bant vermiş ve bunların 52’si (%46.02) 

polimorfik olarak belirlenmiştir. Hem RAPD hem de ISSR markörleri yabani O. 

granulata populasyonları arasında çok az bir genetik çeşitlilik olduğunu açığa 

çıkarmıştır. Araştırıcılar, ISSR markörlerinin RAPD markörlerine göre daha fazla 

polimorfik bant ürettiğini, bunun da ISSR markörlerinin polimorfizm 

araştırmalarında ve amplifikasyon üretkenliğinde RAPD markörlerine göre daha 

etkili olduklarını açıklamışlardır. 

 Prevost ve Wilkinson (1999), kültürü yapılan patateslerin ticari kaygılardan ve  

hızlı, güvenilir bir biçimde çok sayıdaki genotipi ayırt edebilecek parmakizi 



 31 

yöntemlerinin zorluğuna dikkat çekerek, ekimi yapılan 34 patates aksesyonunu 4 

ISSR primeri kullanarak parmakizi analizlerini yapmışlardır. Sonuçta araştırıcılar, 

ISSR markörlerinin hızlı, güvenilir, ucuz ve DNA parmakizi analizlerinde rutin 

kullanılabilecek bilgiler verdiğini açıklamışlardır. 

 Nagaoka ve Ogihara (1997),  diploid, tetraploid ve hekzaploid üyelerini içeren 

6 buğday aksesyonu ile ISSR markörlerini çalışmışlardır. Kullanılan 100 primerden 

33 tanesi bant üretmiştir. Ayrıca bant üreten primerlerin (33 banttan 30’u) çoğunluğu 

iki nükleotid tekrarlı olmuş bunun yanında üç, dört ve beş nükleotid tekrarlı 

primerler de bant üretmişlerdir. (AC)n tekrarlı nükleotitler en fazla polimorfik bant 

üretmişlerdir. Elde edilen 224 banttan 120’si polimorfik olarak gözlenmiştir. ISSR 

ürünlerinin çoğu zaman verdikleri bilgilerin RAPD markörlerden daha fazla 

olduğunu açıklanmıştır. Araştırmacılar, ISSR ile yapılan genetik akrabalık ve 

çeşitlilik sonuçlarının RAPD ve RFLP ile yapılan sonuçlarla aynı olduklarını ve 

ISSR markörlerinin genotiplerde kullanım güvenirliliğinin yüksek olduğunu 

bildirilmiştir. 

 Kantety ve ark. (1995), mısır’da yaptıkları çalışmada 19 popcorn ve 8 atdişi 

(dentcorn) bitkisinde toplam 54 ISSR bantı elde etmişlerdir. Đki ve 3 nükleotid 

tekrarlı 10 ISSR primeri mısır bitkileri arasında %73 ila %87 oranında polimorfizm 

vermiştir. ISSR uygulamalarının basit, ucuz ve zaman sarfını önleyen ayrıca bunların 

yanında polimorfik bant veren bir yöntem olduğu belirtilmiştir. Bu nedenle ISSR 

tekniğinin türlerin polimorfik potansiyellerinin tanımlanmasında kullanılarak DNA 

markör tabanlı bitki ıslah yaklaşımlarında kullanılabileceği bildirilmiştir.   

.  
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3. MATERYAL VE METOT 

3.1. Materyal 

 Bu çalışmada, Cicer cinsine ait 7 tek yıllık türden toplam 22 aksesyon 

kullanılmıştır. Bunlar; 1 aksesyon Cicer yamashitae Kitam., 4 aksesyon Cicer 

judaicum Boiss., 2 aksesyon Cicer bijugum K. H. Rech., 5 aksesyon Cicer 

pinnatifidum Jaub. ve Spach., 3 aksesyon Cicer echinospermum P. H. Davis, 3 

aksesyon Cicer reticulatum Ladiz. ve 4 aksesyon Cicer arietinum’ dan oluşmaktadır. 

Yirmi iki  aksesyondan elimizde bulunan tohumların yeterlilik durumlarına göre kimi 

aksesyonlardan birden fazla genotip kullanılmış ve  toplamda 37 genotip çalışmada 

incelenmiştir (Çizelge 3.1). 

 Çalışmada kullanılan bitkilerin tohumları (Şekil 3.1), Ege Tarımsal Araştırma 

Enstitüsü Menemen-Đzmir ve ICARDA (International Center for Agricultural 

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

 

 

    

Şekil 3.1 Çalışmada kullanılan Cicer türleri tohumları. C. yamashitae (1), C.   
judaicum (2), C. bijugum (3), C. pinnatifidum (4), C. echinospermum (5), 
C. reticulatum (6), C. arietinum (7) 

 

 

 

 

 

 

 

          1           2                  3              4                  5                6                7  
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Çizelge 3.1. Çalışmada kullanılan Cicer türleri, aksesyon numaraları ve kaynak  
ülkeleri 

 
Sıra no Tür adı Aksesyon no Kaynak ülke 

1 Cicer yamashitae ILWC3 (1) Afganistan 

2 Cicer judaicum ILWC31 (1) Ürdün 

3 Cicer judaicum ILWC93 (1 Etiyopya 

4 Cicer judaicum ILWC17 (1) Suriye 

5 Cicer judaicum ILWC54 (1) Afganistan 

6 Cicer bijugum ILWC277 (1) Suriye 

7 Cicer bijugum ILWC277 (2) Suriye 

8 Cicer bijugum ILWC7 (1) Türkiye 

9 Cicer bijugum ILWC7 (2) Türkiye 

10 Cicer pinnatifidum ILWC96 (1) Filistin 

11 Cicer pinnatifidum ILWC96 (2) Filistin 

12 Cicer pinnatifidum ILWC60 (1) Lübnan 

13 Cicer pinnatifidum ILWC92 (1) Etiyopya 

14 Cicer pinnatifidum ILWC49 (1) Suriye 

15 Cicer pinnatifidum TR47746 (1) Elazığ/türkiye 

16 Cicer echinospermum ILWC35 (1) Türkiye 

17 Cicer echinospermum ILWC35 (2) Türkiye 

18 Cicer echinospermum ILWC35 (3) Türkiye 

19 Cicer echinospermum ILWC0 (1) Türkiye 

20 Cicer echinospermum ILWC0 (2) Türkiye 

21 Cicer echinospermum ILWC0 (3) Türkiye 

22 Cicer echinospermum TR47740 (1) Şanlıurfa/Türkiye 

23 Cicer echinospermum TR47740 (2) Şanlıurfa/Türkiye 

24 Cicer echinospermum TR47740 (3) Şanlıurfa/Türkiye 

25 Cicer reticulatum ILWC247 (1) Türkiye 

26 Cicer reticulatum ILWC247(2) Türkiye 

27 Cicer reticulatum ILWC290 (1) Türkiye 

28 Cicer reticulatum ILWC290 (2) Türkiye 

29 Cicer reticulatum ILWC290 (3) Türkiye 

30 Cicer reticulatum ILWC290 (4) Türkiye 

31 Cicer reticulatum TR39221 (1) Mardin/türkiye 

32 Cicer reticulatum TR39221 (2) Mardin/türkiye 

33 Cicer reticulatum TR39221 (3) Mardin/türkiye 

34 Cicer arietinum TR42274 (1) Elazığ/türkiye 

35 Cicer arietinum TR40242 (1) Diyarbakır/Türkiye 

36 Cicer arietinum TR47618 (1) Amasya/türkiye 

37 Cicer arietinum TR47390 (1) Gaziantep/Türkiye 
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3.2. Metot 

3.2.1. Bitki Materyalinin Temini 

Bitki materyalinin moleküler çalışmalarda kullanılabilmesi için taze ve genç 

yapraklarından DNA izolasyonunun yapılması gereklidir. Tohumlar saksılarda; ısı, 

ışık ve nispi nemi bilgisayar kontrollü Selçuk Üniversitesi Ziraat Fakültesi’ne ait tam 

kontrollü serada çimlendirilmiştir. Araştırmanın yürütüldüğü serada vejetasyon 

süresi boyunca gündüzleri sera içi sıcaklığın 26±2 oC, solar radyasyon 1600±50 

kcal/m2 ve nispi nemin %65±5 olması saptanmıştır. Shan ve ark. (2005), önce 2-3 

gün  petride çimlendirdikleri tohumları daha sonra sıcaklığı 22/18 oC arasında olan 

serada bulunan saksılara almışlardır. Denememizde ise tohumlar serada saksılara 

ekilerek çimlendirilmiş olup laboratuvarda ön bir çimlendirmeye gerek kalmamıştır 

(Şekil 3.2). Cicer cinsine ait 7 türde çimlendirme ve bitki gelişimi 

gerçekleştirilmiştir.  

 

 

Şekil 3.2. Çalışmada kullanılan materyale ait örnekler 
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Serada yetiştirilen bitki örneklerinden çıkıştan itibaren 14. günde bitkilerin 

genç yapraklarından DNA izolasyonu için  örnekler alınarak sıvı azot ile şok 

dondurma sonrasında -80 derecelik ultra-derin dondurucuya konulmuştur. 

   

3.2.2. DNA izolasyonu ve saflaştırılması 

 Bitkideki DNA içeriğinin zarar görmemesi için -80 oC ‘de saklanan örnekler 

ayrı ayrı sıvı azot içinde toz haline getirilip, DNA izolasyonu için 2XCTAB (cetil 

three metil amonyum bromid) yöntemi (Hulbert ve Bennetzen, 1991) uygulanmıştır. 

2XCTAB metodunda kullanılan ekstraksiyon çözeltisi aşağıdaki gibi hazırlanmıştır: 

 

Çizelge 3.2. 2XCTAB solüsyonu bileşenleri 

2X CTAB Çözeltisinin Hazırlanması (125 ml) 

NaCl            10.23 g 

Tris 1M (pH=8)          12.5g 

CTAB (cetil three metil amonyum bromid)     2.5g 

EDTA (0.5 M)          5.0 ml 

Sodyum bisülfit          0.63 g 

 

 

 Solüsyonun son hacmi deiyonize su ile 125 ml’ye tamamlanmıştır. 2XCTAB 

solüsyonu hazırlandıktan sonra izolasyonda kullanılmadan hemen önce %1 

hacim/hacim olacak şekilde β-mercaptoethanol ile karıştırılmıştır (Örneğin: 25 ml 

CTAB ile 250 µl mercaptoethanol). Daha sonra DNA izolasyonu prosedürüne devam 

edilerek izolasyona başlanmıştır.  

Đzolasyon aşamaları aşağıda verilmiştir: 

 

• - 80 oC’de saklanan bitki örnekleri, erimemeleri için sıvı azot içine atılmıştır. 

• Örnekler sıvı N2 ile soğutulmuş steril havan içine alındıktan sonra sıvı azotta un 

haline gelinceye kadar bir topuz yardımıyla ezilmiştir. 
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• Toz haline gelen örnekler 2 ml’lik Eppendorf santrifüj tüplerine alınarak 

üzerlerine 750 µl 2XCTAB β-mercaptoethanol çözeltisinden ilave edilmiştir. 

• Örnekler ağızları parafilmle kapatılarak 65 derecelik blok ısıtıcıda, her birkaç 

dakikada bir çevrilerek, 30 dk süreyle bekletilmiştir. 

• Isıtıcıdan çıkarılan örneklerin üzerine 750 µl kloroform:izoamiloalkol (24:1) 

ilave edilmiştir. 

• Tüpler santrifüj cihazına alınarak 25 oC’de, 7000 rpm’de 5 dk süreyle santrifüje 

tabii tutulmuştur. 

• Santrifüjden çıkarılan örneklerde oluşan üst faz pipetman yardımıyla dikkatlice 

alınarak yeni bir 1.5 ml’lik eppendorf santrifüj tüpüne alınmıştır. 

• Đlk tüplere 300 µl kloroform:izoamiloalkol (24:1) ilave edilerek 15000 rpm’de 5 

dk süreyle tekrar santrifüj edilmiştir. 

• Santrifüjden çıkan örneklerde oluşan üst faz pipetman yardımı ile alınarak daha 

önce alınan üst fazın üstüne ilave edilmiştir. 

• Yeni santrifüj tüplerindeki örneklerin üzerlerine alınan üst fazın yaklaşık 3/5’i 

katı miktarında izoamilalkol ilave edilmiştir (Genellikle 600 µl için 360µl 

izoamiloalkol  ilave edilir). 

•  Đzoamiloalkol ilave edilen örnekler 15000 rpm’de 5 dakika süre ile santrifüj 

edilmiştir. 

• Santrifüj edilen örneklerde DNA peleti oluşumu gözlenerek tüplerdeki 

izoamiloalkol, peletin düşmemesine dikkat edilerek dökülmüştür. 

• Diplerinde DNA peletleri bulunan tüplere 1 ml %70’lik etanol ilave edilmiştir.  

• Etanol ilave edilen örnekler 5 dk süreyle 15000 rpm’de santrifüj edilmiştir. 

• Santrifüjün ardından ethanol ile yıkanmış peletlerin düşmemesine dikkat edilerek 

tüp içindeki ethanol tamamen dökülmüştür. 

• Kurumaya bırakılan peletlerin üzerine daha sonra 100 µl 1XTE (Tris- EDTA 

Buffer) ilave edilmiş ve DNA’nın çözünmesi sağlanmıştır. 

• Örnekler ağızları parafilmle sarılarak -20 derece derin dondurucuya 

kaldırılmıştır. 
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3.2.3. DNA konsantrasyonunun spektrofotometrik ölçümü 

 Nükleotidlerin heterosiklik halkaları 260 nm dalga boyunda maksimum 

absorbsiyon özelliği gösterirler. Bu nedenle 260 nm’de ölçülen absorbsiyon değerleri 

(A260) oldukça saf olarak izole edilen nükleik asitlerin mikrogram düzeyinde 

miktarlarının belirlenmesinde kullanılır. 280 nm’de ise protein miktarı belirlenir. 

A260/A280 değeri ise DNA’nın saflığını gösterir. Çift zincirli DNA molekülleri için, 1 

optik dansitenin (OD) 50 µg/ml’ye karşılık geldiği bilinmektedir. Buna göre çift 

zincirli DNA için miktar belirlenmesinde aşağıdaki formülden yararlanılmıştır: 

 

DNA (µg/ml) = 260 nm’deki OD (Absorbans değeri) x sulandırma oranı x 50 

 Çalışmada 100 µl steril 1XTE tampon çözeltisinde çözülen DNA’ların 

konsantrasyonları Eppendorf marka (Biophotometer) spektrofotometre (Şekil 3.3) ile 

260 ve 280nm dalga boylarında (OD260/OD280) okunmuş ve konsantrasyonları steril 

saf su ile 20ng/µl olacak şekilde eşitlenmiştir. Bu örneklerden eşit miktarlarda % 

1’lik agaroz jelinde (1XTE tamponunda) yürütülerek konsantrasyonlarının eşitliği 

gözle de gözlenmiş ve DNA’ların parçalanmamış oldukları belirlenmiştir. 

 

 

Şekil 3.3. DNA konsantrasyonunun ölçmede kullanılan spektrofotometre 
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3.2.4. PCR uygulamaları 

3.2.4.1. PCR uygulamalarında Mg+2 optimizasyon çalışmaları  

 MgCl2’ün PCR reaksiyon karışımındaki son konsantrasyonu değişebilmekle 

birlikte genellikle 0.5-3.0 mM’lık değerler arasında çalışılır. Mg+2 iyonları dNTP’ler 

ile çözünebilir kompleksler oluşturur, polimeraz ativitesini stimüle eder ve çift iplikli 

DNA’nın Tm değerini arttırırlar. Ayrıca primer/kalıp etkileşimini sağlarlar. Bu 

nedenle MgCl2’ün PCR’ın özgünlüğü ve ürün verimi üzerinde çok önemli etkisi 

vardır. Genellikle optimum MgCl2 olarak 1.0-1.5 mM’lık değerler tercih edilir. 

Düşük Mg+2 konsantrasyonu, ürün oluşumunda azalmaya, yüksek Mg+2 

konsantrasyonu ise spesifik olmayan ürün birikimine yol açar. 

 Çalışmamızda ticari olarak satılan, hazır halde gelen ve içerisinde 25 mM 

MgCI2 bulunan stoktan reaksiyonların 25 µl standart hacimlerde gerçekleştirildiği 

tüp başına  2.5 µl  MgCl2 kullanılmıştır.  

 

3.2.4.2. Primer seçimi ve konsantrasyonu 

 Oligonükleotidler, primer sentezi yapan  ticari kuruluşlardan temin 

edilebilmektedir. Primer tasarımı yapılırken çoğaltılması istenen DNA dizisinin iki 

ucundaki dizisi bilinen kısımlar dikkate alınır. Bu bölgelere özel olan primerler 

tasarlanır. Primer tasarımı yapmak için bilgisayar programlarından yararlanılır. 

Tasarım yapılırken oligo dizinindeki GC oranının belli bir seviyenin altına 

düşmemesine dikkat edilir. Sonucu olumsuz etkileyici istenmeyen oluşumları en aza 

indirgemek için önem verilmesi gereken bazı noktalar vardır. Bunlar; 

 

♦ Primerlerin polipürin, polipirimidin ya da tekrarlı bölgeler içermemesi, 

♦ Primer çiftlerinin 3' uçlarının birbirine yada primer içindeki bir bölgeye 

tamamlayıcı olmamasıdır. 

Bu çalışmada hedeflenen PCR amplifikasyon bölgeleri RAPD’ler için 

genomda yerleri bilinmeyen rastgele dizilerden oluşmaktadır. ISSR primerleri de 
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lokus-spesifik olmamakla birlikte genomun seçilen tekrar dizilerini taşıyan 

bölgelerine ait amplifikasyonları verecek primerlerdir. 

 Çalışmamızda denenen çok sayıda primerden olumlu sonuç veren 14 adet 

RAPD primeri ile 16 adet ISSR primeri (Çizelge 3.3) kullanılmıştır. Bu primerlerden 

her bir reaksiyonda toplam 50 pmol/µl kullanılmıştır.  

 Primerlerin TA (Annealing temperature=yapışma sıcaklığı) sıcaklıklarının 

optimizasyonu Eppendorf Mastercycle Gradient marka PCR cihazı kullanılarak 

gerçekleştirilmiştir (Şekil 3.4). Burada Tm sıcaklığının -5 ve +5 d0 C aralıkları 

denenerek en ideal yapışma  sıcaklıkları tespit edilmiştir. 

 

 
 

Şekil 3.4.  Eppendorf marka PCR cihazı 
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3.2.4.3. dNTP konsantrasyonu 

 Deoksiribonükleozid trifosfatlar (dATP, dGTP, dTTP, dCTP) yüksek saflıkta 

ya tek tek yada dörtlü karışım halinde ticari olarak sağlanabilir. Taq DNA polimeraz 

düşük dNTP konsantrasyonlarında (10-100 µM) kalıba uygun doğru bazları seçmede 

daha başarılı olmakla birlikte, normal koşullarda PCR 100 µM dNTP konsantrasyonu 

ile gerçekleştirilir. Ayrıca optimum dNTP konsantrasyonu; 

 

• MgCl2 konsantrasyonuna, 

• Reaksiyon koşullarına, 

• Primer konsantrasyonuna, 

• Çoğaltılmış ürünün boyuna ve 

• PCR döngü sayısına bağlıdır. 

 

 Yapılacak PCR için en uygun dNTP konsantrasyonu deneysel olarak 

belirlenmektedir. Çalışmamızda yapılan denemeler neticesinde  µl’sinde toplam 200 

µM dNTPs olacak şekilde ayarlanan stok solusyondan 25 µl toplam reaksiyon 

hacminde her tüp için 3 µl  kullanılmıştır. 

 

3.2.4.4. Taq DNA polimeraz konsantrasyonu 

 Termostabil DNA polimerazlardan PCR’da en yaygın olarak kullanılanı 

Thermus aquaticus’dan elde edilen Taq DNA polimerazdır. Taq DNA polimeraz’ın 

polimerizasyon oranı (nükleotid/saniye) enzim için en uygun sıcaklık olan 70-80 
oC’da 35-100’dür. Bu enzimin kalıptan ayrılmaksızın kalıba ilave ettiği ortalama 

nükleotid sayısı da yüksektir. 

         Çalışmamızda Bioron marka Taq DNA polimeraz  (5U/µl)’dan reaksiyon 

başına 0.5, 1 ve 1.5 ünite enzim kullanılmıştır. 
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3.2.4.5. 10X Taq DNA polimeraz tamponu 

 PCR’da kullanılan tamponlar arasında en çok kullanılanı Taq/Amplitaq 

enzimlerine özgü olan tampondur. Tampon çözelti içeriği 160mM (NH4)2SO4, 670 

mM TrisHCl pH8,8, 0,1 % Tween-20 şeklindedir. 

 Çalışmada kullanılan Bioron marka 10X Buffer, Taq DNA Polimeraz enzimi 

ile birlikte gelmiş olup, her tüp için 2.5 µl olacak şekilde kullanılmıştır.  

 

3.2.4.6. PCR reaksiyonu karışımı 

 Reaksiyonlar 4 µl DNA+21 µl karışım (reaction mix) olacak şekilde 25 µl 

hacimde ince çeperli RNase ve DNase-free PCR tüplerinde gerçekleştirilmiştir. 

PCR’da kullanılan moleküler biyoloji hassasiyetindeki kimyasallar ve miktarları 

Çizelge 3.4’de verilmiştir. PCR uygulamaları Eppendorf Mastercycler Gradient 

Thermal Cycler cihazında gerçekleştirilmiştir. Cihazın kapak sıcaklığı 105 oC ve 

blok sıcaklığı 94 oC olacak şekilde ayarlanmıştır. Bu ayarlamanın amacı PCR 

sırasında reaksiyon karışımının tüplerden buharlaşmasını engellemektir. Her bir 0.2 

ml’lik PCR tüplerine 4 µl DNA ilave edilerek üzerine hazırlanan karışımdan 21 µl 

konulmuştur. Böylelikle tüplerdeki toplam hacmi 25 µl olmuştur. 

     
Çizelge 3.4. PCR reaksiyon karışımı bileşenleri ve miktarları 

Reaksiyon karışımı 25 µl Reaksiyon Ortamında Bulunan Miktar 

DNA miktarı (20 ng/µl) 4 µl 

10x Taq tampon çözeltisi (Bioron) 2.5 µl 

25 mM MgCl2 (Bioron) 2.5 µl 

Her birinden 25 mM olacak şekilde 

dNTPs (Lavron) 

0.4 µl 

Primer (50 pmol/µl) 0.5 µl 

5 ünite/µl Taq DNA polimeraz (Bioron) 0.3 µl 

ddH2O (PCR hassasiyetinde su) 14.8 µl 
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3.2.4.7. RAPD-PCR koşullarının optimizasyonu 

 Genomik DNA'nın kısa oligonükleotid primerler kullanılarak amplifikasyonu, 

amplifikasyon protokolü ve reaksiyon koşullarına karşı duyarlıdır. Hedef DNA'nın 

konsantrasyonu, primer, Mg+2, DNA polimeraz miktarı, DNA kalitesi ile yapışma 

‘annealing’ sıcaklığı gibi termalcycler parametreleri DNA amplifikasyonunu etkiler. 

Bundan dolayı kritik parametreler RAPD çalışmaları için optimize edilmiştir. 

 PCR döngüsü ve süresinin optimize edilmesi amacı ile Sudupak ve ark. 

(2002)’nin kullandığı aşağıdaki döngü parametreleri değiştirilerek kullanılmıştır; 

 

• 94 °C ----60 saniye 

• 32 °C ----60 saniye            x 46 döngü 

• 72 °C -----2 dk 

• 72 °C ----10 dk 

•   4 °C ----bekleme sıcaklığı 

 

 Buna göre; 94 oC ---60 saniye, 32 oC ---60 saniye ve 72 oC ---2 dk şeklinde 46 

döngüyle tamamlanmıştır. 46 döngü sonunda 72 oC ---10 dk bekletilerek sentezi 

tamamlanamayan amplifikasyon ürünlerinin sentezini tamamlaması amaçlanmıştır. 

Cihazdaki işlemin bitiminden sonra bekleme sıcaklığı olarak da 4 oC kullanılmıştır. 

Denenen bu parametreler sonucunda uygun amplifikasyon ürünleri elde edilmiş olup, 

çalışmalarda bu koşullar kullanılmıştır. 

 
 
3.2.4.8. ISSR-PCR koşullarının optimizasyonu 

 ISSR-PCR çalışmaları Touch-Down PCR yöntemine uygun olarak 

gerçekleştirilmiştir. PCR döngüsü ve koşullarının optimizasyonu amacıyla aşağıdaki 

parametreler kullanılmıştır. 

  PCR 95 oC’de 3 dk denatürasyon ile başlayıp, 94 oC’de 1 dk denatürasyon ve 

72 oC’de 2 dk uzamayı içeren 20 döngüden oluşmaktadır. Bu döngüler esnasındaki 

bağlanma sıcaklığı 65 oC’den başlatılarak her bir döngüde 0.5 oC azaltılarak 55 oC’ye 

düşürülmüştür. Yirmi döngünün bitmesinin ardından 94 oC’de 1 dk denatürasyonu, 
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55 oC’de 1 dk bağlanmayı ve 72 oC’de 2 dk uzamayı kapsayan ek 20 döngü 

uygulanmıştır. 

 

 94 °C ---60 saniye 

 64 °C ---60 saniye 

      - 0.5  °C 

 55 °C----60 saniye x 20 döngü 

 72 °C --- 2 dk 

 94 °C ---60 saniye 

 55 °C----60 saniye x 20 döngü 

 72 °C-----2 dk 

 72 °C ---10 dk 

  4 °C --------bekleme sıcaklığı 

 
 Optimize edilen PCR iki defa tekrar edilerek güvenilirliği kontrol edilmiştir. 
 

3.2.4.9. Agaroz jel elektoforezi ve dokümantasyon 

 PCR cihazından çıkarılan ürünler bant görüntülerinin elde edilebilmesi için 

elektroforez işlemine tabii tutulmuşlardır. Elektroforez işlemi elektroforez tankı 

içinde gerçekleştirilmiştir. Tank içine elektrolit çözelti konulmuştur. Daha sonra 

hazırlanan agaroz jeldeki yuvalara önceden loading-dye boyaları konulmuş PCR 

ürünleri yüklenerek elektrik akımına (60 V) maruz bırakılmışlardır. Nihayetinde 

oluşan bantlar UV ışığı altında görüntülenerek fotoğrafları alınmış ve 

skorlamalarının yapılabilmeleri için elektronik ortama aktarılmışlardır. 

 

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

 Bu çalışmada elektrolit çözeltisi olarak TBE ( Tris-Borik asid-EDTA) çözeltisi 

kullanılmıştır. 10X yoğunlukta pH 8.0 olacak şekilde hazırlanan solüsyonun son 

hacmi distile su kullanılarak 1 litreye tamamlanmıştır (Çizelge 3.5). Bu stok 
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çözeltiden 100 ml alınıp üzeri distile su ile  1 litreye tamamlanarak  1X yoğunlukta 

TBE elde edilmiştir. Bu çözelti hem elektroforez tankına konulmuş hem de agarozu 

eritmek için kullanılmıştır. 

 

Çizelge 3.5. 10X’lik TBE tampon çözeltisinin hazırlanması 

10X’lik TBE Tampon çözeltisi (1Litrelik)                                             Miktar                  

 Tris  108 g                                                                       

  Borik asit   55 g 

 EDTA     50 ml 

 

     

3.2.4.9.2. %2’lik agaroz jelin hazırlanması ve dökülmesi 

 PCR işlemlerinin bitmesinden sonra RAPD ve ISSR yöntemleriyle çoğaltılan 

DNA örneklerinin elektroforetik ayırımı için agaroz jel (Serva Inc.) kullanılmıştır. 

PCR ürünleri %2’lik agaroz jelde yürütülmüştür. 

 Jel hazırlanırken agaroz, erlenmayerde 1X yoğunluktaki TBE tampon çözeltisi 

içinde yüksek sıcaklıkta 300–350 oC’de bir mikrodalga fırın içinde 2–3 dk 

kaynatılarak eritilmiştir. Kaynama esnasında yaklaşık 10–20 sn’de bir çözeltiyi 

hafifçe sallamak suretiyle şeffaf bir görünüm kazanıncaya kadar karıştırılmıştır 

 Soğumaya bırakılan jel beklenirken, jelin döküleceği tepsiye DNA örneklerinin 

yükleneceği yuvaların oluşması için çok dişli (40 dişli) bir tarak yerleştirilmiştir. 

Daha sonra soğumakta olan jelin içine oluşan bantların görüntüleme cihazında UV 

ışığında görüntülenebilmeleri için DNA’ya bağlanma özelliğine sahip olan etidyum 

bromürden yaklaşık 10 µg/mL olacak şekilde jele ilave edilmiştir. Soğutulan eriyik 

jel, kalıbında ve tarakların bulunduğu bölgelerde hava kabarcığı oluşmamasına 

dikkat edilerek tepsiye dökülmüştür. Jelin donmasının ardından taraklar dikkatli bir 

şekilde çıkarıldıktan sonra jel kaseti, jel ile birlikte elektroforez tankının içine 

yerleştirilmiştir. Daha sonra hazırlanan 1XTBE elektrolit çözeltisinden jelin üst 

kısmını kapatacak kadar elektroforez tankına dökülmüştür. 
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3.2.4.9.3. PCR ürünlerinin jele yüklenmesi 

 PCR cihazı ile çoğaltılan DNA örneklerinin jelde yürütülebilmesi, takibi ve 

elektrolit çözeltisi ile karışmasının önlenmesi amacıyla Loading Dye (Yükleme 

boyası) adı verilen yükleme çözeltisi hazırlanmıştır. Loading Dye hazırlamada 

%25’lik Bromofenol mavisi, %25’lik Ksilen siyanol ve %30’luk gliserol 

kimyasalları kullanılmıştır. Elektroforez uygulanacak olan içinde 25 µl 

amplifikasyon ürünü bulunan her bir PCR tüpüne 4µl 6X yükleme boyası çözeltisi 

konularak mikro pipet ucu yardımıyla karıştırılmıştır. Daha sonra, her tüpten  15 µl 

karışım alınarak jelde hazır bulunan kuyucuklara yüklenmiştir. Yükleme yapılırken, 

her bir tüpteki PCR ürününün birbirine karışmamasına dikkat edilmiştir (Şekil 3.5). 

 

 

Şekil 3.5. PCR ürünlerinin jel kuyularına yüklenmesi 

3.2.4.9.4. PCR ürünlerinin jelde yürütülmesi 

 Jel kuyucuklarına yüklenen PCR ürünleri elektrik akımı olan ortamda 

birbirlerinden ayrılması için yatay elektroforez  (Şekil 3.6) cihazında 60 voltta 3.5-4 

saat ara sıra kontrol edilip görüntüleri alınarak yürütülmüştür. Kontrolün sebebi jelin 

bitiş noktasına kadar PCR ürünlerinin yürümesini engellemektir. 
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Şekil 3.6. Elektroforez cihazı 
 
 
 

3.2.4.9.5. Görüntüleme ve RAPD, ISSR bantlarının elde edilmesi 

 Jel çözelti içerisinden alınarak, RAPD ve ISSR bantlarına ilişkin fotoğraflar 

Vilbert-Loumart marka jel dokümantasyon sisteminde (Şekil 3.7) transilüminatör 

yardımı ile 254 nm dalga boyundaki UV ışığı altında elde edilmiş ve veriler 

elektronik ortamda saklanmıştır. 
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Şekil 3.7. Jel görüntüleme sistemi 

3.2.5. RAPD ve ISSR polimorfizmi ve genetik ilişkilerinin belirlenmesi 

 Dominant özellikte markörler olan RAPD ve ISSR uygulamalarından tekrarlı 

olarak elde edilen  bantlar her bir jelde, 1 ve 0 olarak kayıt edilmiş olup, ‘1’ bantın 

varlığını ‘0’ ise bantın yokluğunu göstermektedir. NTSYS-pc 2,0 (Numerical 

Taxonomy and Multivariate Analysis System - Sayısal Taksonomi ve Çok Değişkenli 

Analiz Sistemi) genetik analiz programında bireyler arasındaki genotipik yakınlığı 

gösteren dendogram ve Principal Coordinate Analysis (PCoA) sonuçları elde 

edilmiştir. 
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4. ARAŞTIRMA SONUÇLARI VE TARTIŞMA 

4.1. Moleküler Çalışmalar 

4.1.1. DNA izolasyonu ve konsantrasyonunun belirlenmesi 

 Çalışmada kullanılan bitki materyalinin taze ve genç yapraklarından alınan 

örneklerden 2XCTAB yöntemi kullanılarak DNA izolasyonları gerçekleştirilmiştir. 

Bu metodun nohut türlerinin DNA izolasyonunda başarılı sonuçlar verdiği daha 

önceki çalışmalarda da görülmüştür. Sudupak ve ark. (2002), çalışmalarında 

kullandıkları Cicer türlerinden DNA izolasyonunda 2XCTAB yöntemini 

kullanmışlardır. Ayrıca Banerjee ve ark. (2001), Ahmad (1999), Sudupak (2004), 

Firozueh ve Yamaguchi (2004)’da çalışmalarında 2XCTAB yönteminden DNA 

izolasyonunda olumlu sonuçlar almışlardır. Bizim çalışmamız da DNA izolasyon 

yöntemi açısından benzer nitelikteki çalışmalarla uyumlu olmuştur. Shan ve ark. 

(2005) Nucleon Phytopure Extraction (Amersham Biosciences) kitini kullanarak 

Cicer cinsine ait türlerden DNA izole etmeyi başarmışlardır. Bu kit ile denemeler 

yapmamıza rağmen istenen sonucu vermediğinden bu yöntem kullanılmamıştır. 

Toplam 22 aksesyona ait 37 bireyden  DNA izolasyonu yapılmış ve elde edilen 

DNA’lar %1’lik agaroz jel elektroforezinde yürütülerek DNA’nın hassas yöntemler 

olan RAPD ve ISSR için uygun olduğu belirlenmiştir. Şekil 4.1’de çalışmamızda 

kullandığımız örneklerin DNA görüntüleri verilmiştir. 

 

 

Şekil 4.1. Çalışmada kullanılan örneklerin DNA jel görüntüleri 
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Nükleotidlerin heterosiklik halkaları 260 nm dalga boyunda azami absorbsiyon 

özelliği göstermelerinden dolayı 260 nm’de ölçülen absorbsiyon değerleri (A260) 

oldukça saf elde edilen nükleik asitlerin miktar tayininde kullanılmıştır. 

         A260’daki değerler DNA ve RNA’yı birbirinden ayırt etmeye yetmez. Ancak 

izolasyon aşamasında RNaz uygulayarak toplam nükleik asitler içinde yer alan 

RNA’ların parçalanması sağlanmıştır. Örneklere karışan protein miktarının ise belli 

sınırlarda tutulması örneklerin pürifikasyon ertesinde kullanılacakları hassas 

uygulamalarda (örneğin; restriksiyon enzim kesimlerinde) sorun yaşanmamasını 

sağlamaktadır. Bu nedenle 260 ve 280 nm dalga boylarında okunan değerler 

arasındaki oran nükleik asitlerin saflığı hakkında bilgi vermektedir. A280 değeri 

ortamda bulunan protein moleküllerinin yoğunluğu hakkında bilgi vermektedir. 

Saflaştırılmış DNA’da A260/A280 oranı ideal olarak yaklaşık 1.75-1.8’in üzerinde 

olmalıdır. Bununla birlikte saflaştırılan DNA’nın A260/A280 oranı 1.2 civarına düşene 

kadar çeşitli uygulamalarda sorunsuzca kullanılabilmektedir. 

Çalışmamızda Eppendorf marka biofotometre ile elde edilen A260, A280 ve 

A260/A280 ve DNA konsantrasyon değerleri çizelge 4.1’de  verilmiştir. Buna göre, 

ILWC17 aksesyon numarasına sahip  C. judaicum aksesyonu 1.93’lük değerle en 

yüksek A260/A280 oranına sahip olmuştur. Örneklerden 4 tanesi 1.80 değerinin 

üzerinde, 1.50 ve 1.80 arasında 24 örnek, ve 1.50 değerinin altında 8 örnek tespit 

edilmiştir. ILWC31 aksesyon numaralı C. judaicum örneği 1.30’luk değerle en düşük 

orana sahip olmuştur. Tüm örneklerin kullanıldığı PCR uygulamalarında DNA 

saflığı veya konsantrasyonu ile ilgili herhangi bir sorunla karşılaşılmamıştır. 
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     Çizelge 4.1. Çalışmada kullanılan bitkilerin türleri, aksesyon numaraları ve 37    
birey ile birlikte DNA saflık değerleri 

 
 

Sıra 

no 
Tür adı Aksesyon no A260 A280 A260/280 

DNA 

Kons. 

1 Cicer yamashitae ILWC3 (1) 0.67 0.52 1.31 590 

2 Cicer judaicum ILWC31 (1) 0,151 0,116 1,30 362 

3 Cicer judaicum ILWC93 (1 0,178 0,122 1,47 176.3 

4 Cicer judaicum ILWC17 (1) 0,103 0,054 1,93 250.7 

5 Cicer judaicum ILWC54 (1) 0,105 0,079 1,33 256 

6 Cicer bijugum ILWC277 (1) 0,121 0,082 1,47 385.1 

7 Cicer bijugum ILWC277 (2) 0,081 0,047 1,75 223 

8 Cicer bijugum ILWC7 (1) 0,044 0,027 1,66 224.4 

9 Cicer bijugum ILWC7 (2) 0,066 0,047 1,40 177.5 

10 Cicer pinnatifidum ILWC96 (1) 0,225 0,149 1,51 461.5 

11 Cicer pinnatifidum ILWC96 (2) 0,042 0,028 1,51 103.5 

12 Cicer pinnatifidum ILWC60 (1) 0,070 0,045 1,57 181 

13 Cicer pinnatifidum ILWC92 (1) 0,042 0,025 1,53 92.1 

14 Cicer pinnatifidum ILWC49 (1) 0,109 0,067 1,63 264.3 

15 Cicer pinnatifidum TR47746 (1) 0,060 0,036 1,63 164.3 

16 Cicer echinospermum ILWC35 (1) 0,058 0,038 1,50 145.8 

17 Cicer echinospermum ILWC35 (2) 0,070 0,038 1,85 178.6 

18 Cicer echinospermum ILWC35 (3) 0,134 0,084 1,60 359.6 

19 Cicer echinospermum ILWC0 (1) 0,165 0,109 1,51 420.7 

20 Cicer echinospermum ILWC0 (2) 0,240 0,127 1,89 414 

21 Cicer echinospermum ILWC0 (3) 0,064 0,041 1,53 132.3 

22 Cicer echinospermum TR47740 (1) 0,118 0,077 1,53 297.3 

23 Cicer echinospermum TR47740 (2) 0,200 0,146 1,37 505.6 

24 Cicer echinospermum TR47740 (3) 0,182 0,112 1,63 436 

25 Cicer reticulatum ILWC247 (1) 0,142 0,099 1,44 372.6 

26 Cicer reticulatum ILWC247(2) 0,110 0,067 1,65 280.4 

27 Cicer reticulatum ILWC290 (1) 0,075 0,046 1,63 176.3 

28 Cicer reticulatum ILWC290 (2) 0,172 0,103 1,67 437.4 

29 Cicer reticulatum ILWC290 (3) 0,522 0,331 1,58 504 

30 Cicer reticulatum ILWC290 (4) 0,125 0,070 1,78 322.4 

31 Cicer reticulatum TR39221 (1) 0,330 0,214 1,54 857 

32 Cicer reticulatum TR39221 (2) 0,349 0,224 1,56 952 

33 Cicer reticulatum TR39221 (3) 0,111 0,067 1,67 281.3 

34 Cicer arietinum TR42274 (1) 0,250 0,138 1,82 410.2 

35 Cicer arietinum TR40242 (1) 0,155 0,086 1,80 256 

36 Cicer arietinum TR47618 (1) 0,180 0,102 1,75 350.4 

37 Cicer arietinum TR47390 (1) 0,090 0,054 1,65 392.7 
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4.1.2. PCR koşullarının ve reaksiyon karışımının optimizasyonu 

         Kullanılan PCR protokolü Banerjee (1999); Iruela ve ark., (2002); Sudupak ve 

ark., (2004)’nın bildirdiğine göre değiştirilerek optimize edilmiştir. 

         Đnce çeperli 0,2 ml’lik PCR tüplerine DNA izolasyonu sonucunda elde edilen 

her biri 20 ng/µl olacak şekilde seyreltilen DNA örneklerinden 4 µl ilave edilmiştir. 

PCR reaksiyonunda kullanılan moleküler biyoloji hassasiyetindeki kimyasallar ve 

miktarları Çizelge 3.4’de verilmiştir. RAPD ve ISSR uygulamalarının hassas 

yöntemler olmaları ve özellikle RAPD’in kullanılan kimyasal, DNA ve enzim ile 

primer içeriklerinden son derece etkilenen bir markör olması dolayısıyla tüm PCR 

uygulamaları aynı kimyasalların eşit oranlarda kullanımı ile gerçekleştirilmiştir. 

Uygulamalarda her zaman aynı PCR cihazı kullanılmıştır. Sadece amplifikasyon 

sıcaklık ve süreleri kullanılan primerlerin baz içeriğine bağlı olarak her PCR için ayrı 

ayrı optimize edilmiştir. 

 

4.1.3. RAPD amplifikasyonları 

Çalışmada denenen birçok RAPD primerinden (toplam 35 adet 10mer 

denenmiştir) 14 adedi Cicer türlerinde skorlanabilir tutarlı bant üretmiştir. Çalışmada 

kullanılan 14 RAPD primeri 37 örnekte toplam 133 bant üretimini 

gerçekleştirilmiştir (Çizelge 4.2). Üretilen bantların polimorfizm oranları yüksek 

olup, yaklaşık % 99’dur. CRAPD17 primeri 17 bantla en fazla bant üreten primer 

olurken, CRAPD15 primeri 2 bantla en az bant üreten primer olmuştur. CRAPD16 

primeri ise 1 adet monomorfik bant üretmiştir. 
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Çizelge 4.2. RAPD amplifikasyonları sonucu oluşan bantlar ve polimorfizm               

oranları 
 
 

Primer adı 
Toplam bant 

sayısı 

Polimorfik bant 

sayısı 

Polimorfizm oranı 

(%) 

CRAPD4 12 12 100 

CRAPD5 11 11 100 

CRAPD6 8 8 100 

CRAPD9 7 7 100 

CRAPD10 8 8 100 

CRAPD15 2 2 100 

CRAPD16 8 7 87.5 

CRAPD17 17 17 100 

CRAPD18 10 10 100 

CRAPD19 6 6 100 

CRAPD20 10 10 100 

RAPDL2 14 14 100 

RAPDL3 6 6 100 

RAPDL5 14 14 100 

Toplam 133 132 99 

 

Çalışmada kullanılan primerler ve polimorfik bant oluşumu: 
 

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

bant sayısı 12 olup, tüm bantlar polimorfiktir. 

 

CRAPD5 primeri: 5’-GTGGAGTCAG-3’ dizisine sahip olan CRAPD5 primerinin 

bant sayısı 11 olup, bantların hepsi polimorfiktir. 

 

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

oluşturduğu bant sayısı 8 olup, bantların tümü polimorfiktir. 
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CRAPD9 primeri: 5’-CCTGGGTTCC-3’ dizisine sahip olan CRAPD9 primerinin 

oluşan bant sayısı 7 olup, bantların tümü polimorfiktir. 

 
CRAPD10 primeri: 5’-CCTGGGCCTA-3’ dizisine sahip olan CRAPD10 primerinin 

bant sayısı 8 olup, bantların hepsi polimorfiktir.  

 
CRAPD15 primeri: 5’-TTACCCCGGC-3’ dizisine sahip olan CRAPD15 primerinin 

oluşturduğu bant sayısı 2 olup, bantlar polimorfiktir. CRAPD15 primeri en az bant 

üreten primer olmuştur. 

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

ürettiği bant sayısı 8 olup, bantlardan biri monomorfik kalan 7’si ise polimorfiktir. 

 
CRAPD17 primeri: 5’-GAAACGGGTG-3’ dizisine sahip olan CRAPD17 primerinin 

oluşturduğu bant sayısı 17 olup, tüm bantlar polimorfiktir. CRAPD17 primeri en 

fazla bant üreten primer olmuştur. En fazla bant üreten aksesyonlar C. pinnatifidum’a 

ait olmuştur. Ürettikleri polimorfik bant sayısı 7’dir, 

 
CRAPD18 primeri: 5’-CAGGCCCTTC-3’ dizisine sahip olan CRAPD18 

primerinden oluşan bant sayısı 10 olup, bantlar polimorfiktir. 

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

ürettiği bant sayısı 6 olup, bantların tümü  polimorfiktir. 

 

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

ürettiği bant sayısı 10 olup, bantların hepsi polimorfiktir. 

 

RAPDL2 primeri: 5’-GTTTCGCTCC-3’ dizisine sahip olan RAPDL2 primerinin 

ürettiği bant sayısı 14 olup, 14 bant da polimorfiktir. 

 

CRAPDL3 primeri: 5’-GTAGACCCGT-3’ dizisine sahip olan RAPDL3 primerinin 

bant sayısı 6 olup, bantlar polimorfiktir. Bu primerde C. yamashitae, C. bijugum ve 

C. judaicum aksesyonlarında bant üretimi gerçekleşmemiştir. 
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RAPDL5 primeri: 5’-AACGCGCAAC-3’ dizisine sahip olan RAPDL5 primeriden 

oluşan bant sayısı 14 olup, bantlar polimorfiktir. 

 

Aşağıda kullanılan RAPD primerlerden bant görüntüleriyle ilgili bazı örnekler 

verilmiştir. 

 
  M      1     2      3    4     5     6     7     8      9    10   11   12    13   14   15   16  17  18     19   20    21  22    23   24   25  26    27   28   29   30   31    32   33   34   35  36   37 

 
 

Şekil 4.2. CRAPD15 primerinin Cicer aksesyonlarında oluşturduğu bantlar 

 
  M   1     2     3     4      5     6     7    8      9    10    11   12   13   14   15   16  17    18   19   20    21   22   23   24   25    26   27   28   29   30    31  32   33    34   35   36   37 

 
 

Şekil 4.3. CRAPD17 primerinin Cicer aksesyonlarında oluşturduğu bantlar 

 
    M   1     2     3     4      5      6    7     8      9   10   11    12   13   14    15  16   17   18  19   20    21    22   23   24    25   26    27   28  29   30    31   32   33   34   35   36   37 

 
 

Şekil 4.4. RAPDL2 primerinin Cicer aksesyonlarında oluşturduğu bantlar 

 
   M   1     2     3     4     5     6     7     8     9     10   11   12   13   14    15   16   17   18    19   20   21   22  23    24  25    26   27   28    29   30   31   32   33    34   35   36   37 

 
 

Şekil 4.5. CRAPDL5  primerinin Cicer aksesyonlarında oluşturduğu bantlar 
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Çalışmada skorlanan bantlar NTYSC-pc 2.0 istatistik programı ile genetik 

benzerlik ve uzaklık matrisi oluşturularak dendogram elde edilmiştir (Şekil 4.6). 

Jaccard benzerlik katsayısı ile oluşturulan  dendograma göre 7 tür arasında benzerlik 

0.10 ile 0.92 arasında gerçekleşmiştir. Dendograma göre Cicer türlerinde genel 

olarak iki ana kol oluşmuştur. Birinci kol kendi arasında iki kümeye ayrılmış ve C. 

bijugum, C. pinnatifidum, C. judaicum birinci kümede yer almışlardır. C. 

reticulatum, C. echinospermum ve kültürü yapılan C. arietinum ile birlikte ikinci 

kümeyi oluşturmuşlardır.  C. yamashitae ise tek başına kalarak diğer kollardan uzak 

bir kolda yer almıştır. C. reticulatum kültürü yapılan C. arietinum’a en yakın yabani 

tek yıllık Cicer türü olarak tespit edilmiştir. Yalnızca Afganistan’da yetişen ve 

endemik bir tür olan C. yamashitae diğer türlerden çok uzakta kalarak uzak bir 

akrabalık sergilemiştir. C. judaicum, C. bijugum ve C. pinnatifidum’a yakın olmakla 

beraber ILWC17 ve ILWC54 aksesyonlarının C. pinnatifidum’a C. bijugum’a göre 

evrimsel açıdan daha yakında yer aldığı görülmüştür. C. echinospermum ise C. 

reticulatum’a daha yakın fakat C. arietinum’un bulunduğu küme içinde yer almıştır. 

RAPD analizi sonucu üretilen dendogramda aksesyonlar arasındaki genetik 

akrabalığın görünümü Principle Co-ordinate Analysis (PCoA) yöntemiyle de tutarlı 

sonuç vermiştir (Şekil. 4.7). PCoA analizi ile özellikle türler arasındaki genetik 

mesafe net olarak görülmektedir. C. arietinum ve C. reticulatum açık bir şekilde 

diğer türlerden uzakta kendi aralarında bir akrabalık ilişkisi sergilemişlerdir. 
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Çalışmamızda elde edilen dendogram sonuçları daha önce Cicer cinsi 

filogenetiği üzerine yapılan çaprazlama ve izozim (Ladizinsky ve Adler, 1976; 

Ahmad ve ark., 1992; Tayyar ve Waines, 1996; Sudupak ve Kence, 2004), RAPD 

(Sudupak ve ark., 2002; Javadi ve Yamaguchi, 2004; Iruela ve ark., 2002), AFLP ( 

Sudupak ve ark., 2004; Nguyen ve ark., 2004; Shan ve ark., 2005) ve ISSR 

(Sudupak, 2004)  tabanlı çalışmalarla uyumlu sonuç vermiştir. Fakat Ahmad (1999), 

Rajesh ve ark. (2002)’nın çalışmalarıyla uyuşmazlıklar göstermiştir. Bizim 

çalışmamızda C. reticulatum, C. echinospermum’a göre kültür nohutu C. arietinum’a 

en yakın tür olmuştur. Bu sonuç daha önce RAPD (Sudupak ve ark., 2002; Iruela ve 

ark., 2002; Javadi ve Yamaguchi, 2004), AFLP (Sudupak ve ark., 2004; Nguyen, 

2004; Shan ve ark., 2005) ile yapılan çalışmaların sonuçlarıyla uyumlu olmuştur. 

Ayrıca Sethy ve ark., (2006)’nın mikrosatelitlerle yaptıkları çalışma da C. 

reticulatum’un C. arietinum’a en yakın tür olduğunu desteklemiştir. Singh ve 

Ocampo (1997) yaptıkları çalışmalarda C. echinospermum’dan C. arietinum’a  bazı 

hatlarda çaprazlama ile kimi özelliklerinin geçtiğini ifade etmişlerdir.  

Çalışmamızda PCoA analizinde PCo1’e göre C. echinospermum C. arietinum’a 

yakın yer almasıyla Tayyar ve Waines (1996)’in belirttiği gibi kültür nohutunun 

evriminde rol oynamış olabilir. Dolayısıyla aynı çaprazlama grubunda yer alan bu 

türden Singh ve Ocampo (1997)’nın çalışmalarında yer verdikleri bazı karakterlerin 

C. arietinum’a kazandırılması mümkün görülmektedir. Bununla birlikte PCo2’ye 

göre bu iki tür birbirinden belirgin bir şekilde ayrılmaktadır. Her iki koordinatın da 

değerlendirilmesi ile C. reticulatum’un C. arietinum’a en yakın akraba tür olduğu bu 

çalışmamızla teyit edilmiştir. Dolayısıyla, birçok agronomik özellik bakımından 

daralmış bir gen havuzuna sahip olan C. arietinum’a aktarılması istenen karakterlerin 

birinci derecede aranması gereken yabani nohut türü şüphesiz Cicer reticulatum 

olacaktır. Nitekim bu iki tür arasında melezleme konusunda ve de fertil melezlerin 

oluşturulmasında herhangi bir sorun yaşanmamaktadır. Bu türde bulunmayan bazı 

genetik özelliklerin ise ilk bakılacağı yer C. echinospermum olmalıdır. Bu şekilde 

kültür nohutunun gen havuzunun zenginleştirilme potansiyeli mevcuttur.       

         C. arietinum türünde üretilen RAPD bantlarının 39 (%29.1) adedi polimorfik 

olurken, bu sayı yabani atası olarak kabul edilen C. reticulatum’da 75 (%55.9)’tir. 

Yaklaşık 2 katı kadar polimorfik bant üreten C. reticulatum türünün gen havuzunun 
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C. arietinum’a göre daha geniş ve zengin olduğu buradan da anlaşılmaktadır. Berger 

ve ark. (2003)’nın da belirttiği gibi C. arietinum kültüre alındıktan sonra birçok 

biyotik ve abiyotik stres koşuluna dayanıklılık genlerini yitirmiştir. Bu nedenle C. 

arietinum ile aynı küme içerisinde yer alan C. reticulatum başta olmak üzere C. 

echinospermum’dan çaprazlama metotlarıyla gen aktarımı mümkün görünmektedir. 

Çalışmamızda TR40242 numaralı C. arietinum aksesyonu diğer C. arietinum 

aksesyonlarından daha uzak bir akrabalık ortaya koymuştur. Bu da tür içindeki 

varyasyonda TR40242 aksesyonunun genomunun diğerlerinden bazı farklılıklara 

sahip olduğunu göstermektedir. Sudupak ve ark. (2002) çalışmalarında kullandıkları 

ILWC247 numaralı C. reticulatum aksesyonu, çalışmada kullanılan C. arietinum 

aksesyonlarına yakın bir akrabalık gösterirken, bizim çalışmamızda bu aksesyon 

kültür nohutuna daha uzak bir akrabalık sergilemiştir. Bu da kullandığımız C. 

arietinum aksesyonlarına ait bireylerin Sudupak ve ark. (2002)’nın kullandıklarından 

(tür içi genetik varyasyon sebebiyle) farklı olduğunu göstermektedir. RAPD 

analizleri sonucu kültür nohutu olan C. arietinum’a en yakın aksesyon TR39221 

numaralı C. reticulatum aksesyonudur. Bu aksesyon Türkiye’nin Güney Doğu 

Anadolu Bölgesi ili olan Mardin kökenlidir. Bizim elde ettiğimiz bu sonuç da önceki 

çalışmalarda belirtilen C. reticulatum’un C. arietinum’un yabani atası ve Türkiye’nin 

güney doğusunun nohutun anavatanı olduğu görüşünü desteklemektedir. 

        Dendogramda (Şekil 4.7) oluşan birinci koldaki ikinci kümede C. bijugum, C. 

judaicum ve C. pinnatifidum yer almaktadır. Çalışmamızın sonucuna göre C. 

judaicum, C. pinnatifidum’a daha yakın bulunmuştur. Bununla birlikte kullanmış 

olduğumuz bazı C. judaicum aksesyonlarının (ILWC31 ve ILWC93) C. bijugum ile 

C. pinnatifidum’a eşit mesafede oldukları gözlenmiştir. Bu sonuçlar Sudupak ve ark. 

(2002), Nguyen ve ark., (2004), Sethy ve ark., (2006)’nın buldukları sonuçlarla 

tamamen uyumlu değildir. Buna karşın, Iruela ve ark.,(2002),  Sudupak (2004), 

Javadi ve Yamaguchi (2004) C. pinnatifidum ile C. judaicum aksesyonlarının daha 

yakın olduklarını bildirmişlerdir. Bu uyum bu türlerin çalışıldığı en son literatür 

örneği olan Sethy ve ark. (2006)’nın yer verdiği mikrosatelit analiz sonuçları ile de 

sürmüştür. Bu grupta yer alan türlerin kendi aralarındaki filogenetik akrabalık 

çelişkilerinin çözümlenmesi büyük bir gen çeşitliliğine sahip bu türler için gereklidir 

(Sethy ve ark., 2006). Singh ve Ocampo (1997), C. bijugum, C. judaicum ve C. 
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pinnatifidum’un bazı stres koşullarına dayanıklı birçok geni barındırdığını ve bu 

genlerin kültür formuna aktarılması amacıyla çaprazlama programlarına alınmasının 

önemini vurgulamaktadır. Yaptıkları çalışmada C. echinospermum ve C. reticulatum 

kullanılarak C. bijugum, C. judaicum ve C. pinnatifidum’dan kültür nohutu arasında 

köprü çaprazlamayla gen aktarımının mümkün olabileceğini ifade etmişleridir. 

Çalışmamız neticesinde elde edilen bilgiler de bu türler arasındaki genetik ilişkilerin 

belirlenmesinde yarar sağlayacaktır. 

         Genetik ilişkilerin gözlendiği iki kol dışında kalan üst kolda ise tek başına C. 

yamashitae yer almış ve analizlerimizde dış grup görevi görmüştür. C. yamashitae 

türü Afganistan’a sanki hapsolmuş izole bir şekilde yetişmektedir (Berger ve ark, 

2003). Çalışmamız neticesinde C. yamashitae’nin bizim çalıştığımız tek yıllık Cicer 

türleri içinden ayrılarak uzak bir akrabalık ortaya koyması daha önce yapılan Iruela 

ve ark., (2002)’nın  RAPD çalışmaları ile uyumlu olurken, Ahmad (1999)’in 

çalışmasında C. yamashitae’nin C. arietinum’un bulunduğu kola yakın olduğunu 

ifade etmesi açısından farklıdır. Ahmad (1999)’da bizim çalışmamızdaki gibi C. 

yamashitae’den bir aksesyon kullanmasına rağmen daha sonraki çalışmalarla çelişen 

sonuçlar elde etmiştir. Dolayısıyla çalışmamızın diğer literatür bilgileriyle uyumlu 

olduğu aşikardır. C. yamashitae, C. arietinum’a çok uzak bir filogenetiğe sahiptir. 

Günümüzde bu iki tür arasında çaprazlama neredeyse imkansızdır. Bu çalışmamızda 

Türkiye dışında yetişen bu tür kullanılarak bu türün kültür nohutuna uzak 

akrabalığını gözlemlemeyi amaçladık.         

          PCoA çözümlemesi (Şekil 4.6) Cicer cinsi sınıflandırılmasında yaşanan bazı 

aksaklıkların çözümünde daha ileri bilgiler sunmaktadır. PCoA sonucunda C. 

reticulatum ve C. arietinum oluşan dendogramla (Şekil 4.5) uyumlu olarak diğer 

gruplardan ayrılmışlardır. PCoA, dendogram sonuçlarının güvenirliğini destekleyen 

bir teknik olarak öne çıkmıştır. Böylelikle, RAPD markörlerinin kültür nohutu olan 

C. arietinum’a en yakın tür ve gen kaynağı olmaya aday olan C. reticulatum’un  

filogenetik akrabalığının güvenirliliğinin ortaya konulmasında ve Cicer cinsinin tek 

yıllık türlerinin sınıflandırılmasında uygulaması kolay, ucuz ve hızlı sonuç veren 

faydalı araçlar oldukları belirlenmiştir. 
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Şekil 4.7. RAPD analizi sonucu oluşan Jaccard PCoA. C. yamashitae (1), C.   
judaicum (2), C. bijugum (3), C. pinnatifidum (4), C. echinospermum 
(5), C. reticulatum (6), C. arietinum (7) 

 

4.1.4. ISSR amplifikasyonları 

Çalışmada denenen birçok ISSR primerinden 16 adedi  Cicer türlerinde bant 

üretimini sağlamıştır. Çalışmada 252 ISSR fragmanı elde edilmiş ve bunların hemen 

hepsinin polimorfik olduğu gözlenmiştir (Çizelge 4.3). M6 primeri ürettiği 31 

poliformik fragmanla en fazla bant amplifikasyonunu yapan primer olurken, M1 

primeri 9 bantla en az bant üretmiştir. 
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Çizelge 4.3. ISSR amplifikasyonları sonucu oluşan bantlar ve polimorfizm               
oranları 

 
 

Primer adı 
Toplam bant 

sayısı 

Polimorfik bant 

sayısı 

Polimorfizm oranı 

(%) 

M1 9 9 100 

M2 29 29 100 

M3 13 13 100 

M4 10 10 100 

M5 18 18 100 

M6 31 31 100 

M7 11 11 100 

M8 11 11 100 

M10 23 23 100 

M11 15 13 87 

M12 17 17 100 

M14 17 17 100 

M15 11 11 100 

M16 13 13 100 

M17 13 13 100 

N2 11 11 100 

Toplam 252 250 99 

 

 

Çalışmada kullanılan primerler ve polimorfik bant oluşumu: 

 

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

bant sayısı 9 olup, bantlar polimorfiktir. 

 

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

ürettiği bant sayısı 29 olup, bantların tümü polimorfiktir. 
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M3 primeri: 5’-AGCAGCAGCAGCAGCAGCC-3’ dizisine sahip olan M3 

primerinden en fazla oluşan bant sayısı 13 olup, bantların tümü polimorfiktir. 

 

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

10 bant üretmiş ve bantların tümü poliformiktir. 

 

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

primerinin ürettiği bant sayısı 18 olup, bantların tümü polimorfiktir. 

 

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

31 bant üretmiş olup bantların tümü polimorfiktir. 

 

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

olan M7 primeri 11 bant üretmiş, bantların tümü polimorfiktir. 

 

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

11 bant üretmiş ve tümü polimorfiktir. 

 

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

23 bant üretmiş ve bantların tümü polimorfiktir. 

  
M11 primeri: 5’-CACCACCACCACCAC-3’ dizisine sahip olan M11 primeri 15 
bant üretmiş ve bantların 2’si monomorfik kalan bantlar polimorfiktir. 
 

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

17 bant üretmiş ve üretilen bantların tümü polimorfiktir. 

 

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

ürettiği bant sayısı 17 olup bantların tümü polimorfiktir. 

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

bant üretmiş ve bantların tümü polimorfiktir. 
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M16 primeri: 5’-CACACACACACACACAGC-3’ dizisine sahip olan M16 primeri 

13 bant üretmiş ve bantların tümü polimorfiktir. 

 

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

primeri 13 bant üretmiş, bantların tümü polimorfiktir. 

 

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

üretmiş ve bantlar polimorfiktir. 

 
Aşağıda ISSR primerlerine ait oluşan bant görüntülerine ait örnekler 

verilmiştir. 

 
 

      M    1     2     3     4    5     6     7     8     9    10    11   12   13   14   15    16  17   18    19  20    21  22    23   24   25  26    27  28   29    30   31   32   33   34    35  36  37 

 
 

Şekil 4.8. Cicer türlerinde kullanılan M2 primerinin ISSR bant görüntüsü 

 
M     1     2      3    4     5    6     7      8     9   10    11   12   13   14   15    16  17   18    19  20    21  22    23   24   25  26    27  28   29    30   31   32   33   34    35   36    37 

 
 

Şekil 4.9. Cicer türlerinde kullanılan M6  primerinin ISSR bant görüntüsü 
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M     1      2     3    4      5     6     7     8     9    10   11  12     13   14   15   16    17  18    19   20    21   22   23   24   25   26   27    28   29   30   31    32   33  34   35  36   37 

 

Şekil 4.10. Cicer türlerinde kullanılan M10  primerinin ISSR bant görüntüsü 

 

  M     1     2     3    4      5     6     7     8      9   10   11   12   13   14    15   16   17   18   19    20  21    22   23   24   25   26   27    28   29   30   31   32   33   34    35   36   37 

 
 

Şekil 4.11. Cicer türlerinde kullanılan M14  primerinin ISSR bant görüntüsü 

 

         Çalışmamız neticesinde ISSR markörlerinin Cicer cinsine ait türlerde tür içi ve 

türler arası genetik akrabalığın tespit edilmesinde faydalı araçlar olduğu ortaya 

konulmuştur. ISSR markörleri uygulanması kolay ve sonuçları güvenilir bir teknik 

olarak öne çıkmaktadır. Benzer şekilde ISSR markörleri kullanarak Cicer cinsine ait 

8 türdeki genetik ilişkiyi inceleyen Sudupak (2004)’ta ISSR markörlerinin tür içi ve 

türler arasında parmakizi analizlerinde kullanımının kolay olduğunu bildirmiştir.  

         Çalışmada NTSYS-pc 2.0 paket programı ile üretilen genetik benzerlik ve 

uzaklık matrisinden yararlanarak dendogram elde edilmiştir (Şekil 4.12). Oluşan 

dendogram sonucunda 7 tür arasındaki genetik ilişki Jaccard benzerlik katsayısına 

göre 0.07 ve 0.73 arasında gözlenmiştir. ISSR tabanlı gruplandırma sonuçları Cicer 

cinsi filogenetiği üzerine yaptığımız RAPD analizlerimizle uyumlu bulunmuştur.  
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Çalışmamız neticesinde ISSR tabanlı gruplandırmada C. echinospermum, C. 

reticulatum ve C. arietinum aynı kümede yer almış ve daha önce yapılan izozim 

(Ladizinsky ve Adler, 1976; Ahmad ve ark., 1992; Tayyar ve Waines, 1996; 

Sudupak ve Kence, 2002), RAPD (Sudupak ve ark., 2002; Javadi ve Yamaguchi, 

2004; Iruela ve ark., 2002), AFLP (Sudupak ve ark., 2004; Nguyen ve ark., 2004; 

Shan ve ark., 2005) ve ISSR (Sudupak, 2004) çalışmaları ile uyumlu sonuç vermiştir. 

Ladizinsky ve Adler (1976)’in de belirttiği gibi C. reticulatum kültür nohutu C. 

arietinum’a en yakın türdür ve muhtemel yabani atası konumundadır. C. 

echinospermum aynı kolda yer almasına rağmen RAPD (Ahmad, 1999; Sudupak ve 

ark., 2002, Iruela ve ark., 2002), AFLP (Sudupak ve ark, 2004; Nguyen ve ark., 

2004) ve ISSR (Iruela ve ark., 2002; Sudupak, 2004) sonuçlarına göre C. arietinum’a 

C. reticulatum’dan daha uzaktadır. Çalışmamızda kullanmış olduğumuz hem RAPD 

hem de ISSR analiz sonuçları bu veriyi doğrulamaktadır. RAPD analizlerimiz sonucu 

TR39221 numaralı C. reticulatum aksesyonu C. arietinum’a en yakın çıkmıştır. ISSR 

çalışmalarımız da bununla uyumlu sonuç vermiştir. Fakat dikkat çekici olan özellikle 

ISSR çalışmalarında C. arietinum aksesyonu olan TR40242 aksesyonu, TR39221 

numaralı C. reticulatum aksesyonuna daha yakın bir kolda ayrı olarak yer 

almışlardır. Bu bulgu C. reticulatum’un kültür nohutlarının atasal formu olduğu 

savını güçlü bir şekilde desteklemektedir. Sudupak (2004), ISSR ile yaptığı 

çalışmada ILWC247 numaralı C. reticulatum aksesyonunun C. arietinum’a en yakın 

tür olduğunu belirtmiştir. Yaptığımız hem RAPD hem de ISSR analizleri bizim 

kullandığımız bazı farklı aksesyonların ILWC247 aksesyonuna göre kültür 

nohutlarına daha yakın olduklarını göstermiştir. 
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 Đkinci kümede C. pinnatifidum, C. judaicum ve C. bijugum ile birlikte yer 

almıştır. RAPD çalışmamız sonucunda oluşan kümede de bu üç tür aynı dallanma 

grubunda yer almıştır. ISSR sonuçlarına göre C. bijugum, C. pinnatifidum türüne 

daha yakın çıkmıştır. ISSR analizlerimiz sonucu oluşan dendogramda, RAPD 

analizlerinden farklı olarak, C. pinnatifidum C. bijugum ve C. judaicum arasında yer 

almıştır. C. judaicum’a ait iki aksesyon olan ILWC17 ve ILWC54 C. pinnatifidum’a 

daha yakın bulunmuştur. Sudupak (2004)’ta ISSR ile yaptığı çalışmada C. 

judaicum’un C.  pinnatifidum’a daha yakın olduğunu bildirmiştir. 

         Dış grupta ise tıpkı RAPD çalışmamızdakine benzer bir şekilde C. yamashitae 

tek başına yer alarak diğer tüm türlerden uzak bir genetik ilişki sergilemiştir. 

         Çalışmamızın hem RAPD hem de ISSR sonuçları daha önce belirtildiği gibi 

(Ladizinsky ve Adler, 1976; Sethy ve ark., 2006) Türkiye’nin Güney Doğu Anadolu 

Bölgesi’nin nohutun anavatanı ve yakın yabani türlerinin merkezi olduğunu 

desteklemektedir. RAPD ve ISSR sonuçları C. reticulatum’un kültür nohutunun 

yabani atası olduğunu ortaya koymaktadır. Türkiye’nin güney doğusundan 

toplanılacak aksesyon örnekleriyle C. arietinum’un genetik havuzunu genişletmeye 

dayalı yabani türlerden yararlanılması ve sistematik çalışmalarında görülen 

aksaklıkların aşılmasında ilerlemeler kaydedilebilecektir.  

ISSR analizleri sonucu elde edilen bilgiler kullanılarak tek yıllık Cicer türlerine 

ait PCoA oluşturulmuştur (Şekil 4.13). PCoA sonuçları dendogram sonuçları ile 

kıyaslandığında benzer nitelikte bilgilere ulaşılmıştır. 

PCoA yöntemine göre, ISSR sonuçları RAPD analizlerinden biraz farklı bir 

tablo ortaya koymuştur. ISSR sonucu oluşturulan PCo1’e göre C. arietinum, C. 

reticulatum ve C. echinospermum’un tam olarak birbirinden ayrılmadığı 

görülmüştür. Buna rağmen bu türlerin aynı melezleme grubunda yer aldıkları açıkça 

görülebilmektedir. Grup içindeki türlerin ayrıştırılmasındaki yetersizlik kullanılan 

DNA dizilerinin tüm türlerde genom içinde rastgele bir dağılım göstermemiş 

olabileceğinden kaynaklanmış olabilir. ISSR ile ayrıştırma gücü daha fazla olan 

farklı tekrar dizisine ait primerlerin kullanımı ile de arttırılabilir. PCo2 koordinatına 

göre bir diğer melezleme grubu olan C. bijugum, C. judaicum ve C. pinnatifidum’un 

birbirinden rahatlıkla ayrıldığını göstermiştir. Dolayısıyla RAPD analizleri sonucu 

ayrılamayan bu grup ISSR sonuçlarında belirgin bir şekilde ayrılmıştır. 
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Bu şekilde RAPD ve ISSR markörlerinin birlikte kullanımı ayrıştırma gücünü 

belirgin bir şekilde arttırmıştır. 
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Şekil 4.13. ISSR analizi sonucu oluşan Jaccard PCoA. C. yamashitae (1), C.   

judaicum (2), C. bijugum (3), C. pinnatifidum (4), C. echinospermum 
(5), C. reticulatum (6), C. arietinum (7) 

        

 4.1.5. RAPD ve ISSR Sonuçlarının Ortak Değerlendirilmesi 

 RAPD ve ISSR analizleri sonuçları beraber kullanılarak NTSYS-pc 2.0 

programı ile yeni bir dendogram oluşturulmuştur (Şekil 4.14). Oluşan dendogramda 

tıpkı RAPD ve ISSR dendogramlarında olduğu gibi iki ana küme meydana gelmiştir. 

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

yer almıştır. Đkinci kümede ise C. judaicum, C. bijugum ve C. pinnatifidum beraber 

bulunmuşlardır. C. yamashitae ise bu grupların dışında tek başına bir kolda dış grup 

olarak yer almış ve diğer türlere uzak bir akrabalık sergilemiştir. 
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         RAPD ve ISSR analizleri sonucu oluşan ortak dendogramda da C. reticulatum 

türü kültür nohutu olan C. arietinum’a en yakın yabani tür olmuştur. TR39221 

numaralı C. reticulatum aksesyonu TR40242 numaralı C. arietinum aksesyonuna en 

yakın bulunarak ayrı ayrı RAPD ve ISSR analiz sonuçlarımızla uyumlu olmuştur. 

         C. pinnatifidum, RAPD analizlerimize benzer bir şekilde, C. judaicum ve C. 

bijugum arasında yer almış olmakla birlikte C. judaicum’un bu türe (C. pinnatifidum) 

C. bijugum’a göre daha yakın bazı aksesyonlarının (ILWC17 ve ILWC54) 

bulunduğu gözlenmiştir. 

 PCoA yöntemine göre RAPD ve ISSR ortak analiz sonuçları ayrı ayrı RAPD 

ve ISSR değerlendirmelerimizle uyumlu çıkmıştır (Şekil 4.15) PCo2’e göre C. 

reticulatum ve C. arietinum belirgin bir şekilde birbirine yakın çıkmıştır. Ayrıca C. 

echinospermum iki türden biraz uzakta olmasına rağmen PCo1’e göre aynı grupta 

yer almıştır. RAPD ve ISSR ortak sonuçları C. reticulatum’un C. arietinum’a en 

yakın tür olduğu görüşünü net bir şekilde  desteklemektedir. ISSR analizleri sonucu 

oluşan PCoA’ya göre RAPD ve ISSR analizleri sonucu oluşan PCoA’da C. bijugum, 

C. judaicum ve C. pinnatifidum birbirlerinden net bir şekilde ayrılmamışlardır. Bu da 

bu üç türün filogenetik ilişkisinin incelenmesinde ISSR sonuçlarından daha fazla 

yararlanılabileceğine işaret etmektedir. 
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Şekil 4.15. RAPD ve ISSR analiz sonucu oluşan ortak Jaccard PCoA. C. yamashitae 

(1), C. judaicum (2), C. bijugum (3), C. pinnatifidum (4), C. 

echinospermum (5), C. reticulatum (6), C. arietinum (7) 
 
 
 
  Kültür nohutu olan C. arietinum’un dar olan genetik havuzunun genişletilmesi 

ona yakın olan yabani formlarıyla çaprazlamakla ve gen aktarımlarıyla mümkün 

gözükmektedir. Bu anlamda yürütülen birçok çalışmada (Ahmad, 1999; Sudupak, 

2004; Shan ve ark., 2005) C. arietinum’un yabani türleriyle olan akrabalığı net olarak 

belirlenmeye ve de elde edilen bilgiler neticesinde onların ekocoğrafyaları 

belirlenmeye çalışılmaktadır. Kültür nohutu ile melezlenme imkanına sahip yabani 

formların genetik ilişkilerinin netleşmesi halen çok sınırlı olan gen bankalarındaki 

korunan aksesyonların zenginleştirilmesi maksadı ile yeni bitki toplama ve saklama 

(ex situ) çalışmalarını gündeme getirecektir. Çalışmamızda çoğunluğu Türkiye 

kökenli tek yıllık Cicer türleri kullanılmıştır. Kullanılan Cicer türlerinin toplandığı 

yerler şekil 4.16 üzerinde gösterilmiştir. Şekildeki haritada da görüldüğü gibi C. 

reticulatum türü Türkiye’nin Güney Doğu’sunda ve özellikle Mardin ilinde yayılış 
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göstermektedir. Bunun yanında diğer Cicer türleri olan C. bijugum Van ili 

dolaylarında, C. pinnatifidum Elazığ ili, C. echinospermum ise Şanlıurfa ili 

civarlarında toplanmıştır. C. arietinum, Türkiye’nin Orta ve Güneydoğu Anadolu 

bölgelerinden toplanmıştır. 

 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

Şekil 4.16. Türkiye’de yetişen  tek yıllık yabani Cicer türleri ve lokasyonları. C. 

arietinum (    ), C. bijugum (  ), C. reticulatum (  ), C. pinnatifidum (  ), C. 

echinospermum (   ) 

 
 Çalışmamız neticesinde, Diyarbakır ilinden toplanan TR40242 numaralı C. 

arietinum aksesyonu, Mardin’den toplanan TR39221 numaralı C. reticulatum 

aksesyonuna en yakın aksesyon olmuştur. Diyarbakır ve Mardin illerinin coğrafik 

olarak birbirine çok yakın oluşları C. arietinum’un bu bölgeden köken aldığı ve 

yabani atalarının bu bölgede olabileceği savını güçlendirmektedir. Bu görüş daha 

önce de birçok çalışma ile (Ladizinsky ve Adler, 1976; Sudupak ve ark., 2002; Sethy 

ve ark., 2006) desteklenmiştir. Türkiye’nin mevcut olan Cicer genetik havuzunun 

zenginliği dikkat çekicidir. Türkiye’de yetişen Cicer türlerinden özellikle kültür 

nohutunun yabani atası olan C. reticulatum’un, C. arietinum’un genetik havuzunun 

zenginleştirilmesi çalışmalarında kullanılmasında önem arzetmektedir. Nitekim, son 
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zamanlarda yapılan bir çalışmada C. reticulatum genomu kullanılarak üretilen lokus 

spesifik mikrosatelit markörlerinin kültür nohutu dahil çeşitli Cicer türlerinde 

kullanılabilecek polimorfik belirleyiciler ürettiğini göstermiştir (Sethy ve ark, 2006). 

Gen havuzu dar olan C. arietinum’un kullanıldığı benzer çalışmalarda üretilen 

markörlerin aksine C. reticulatum kaynaklı bu markörlerin kullanım alanı daha geniş 

gözükmektedir. Bu markörlerin üretildiği C. reticulatum’un kültür nohutu ile 

melezlenme sorunu olmaması ve C. reticulatum’un kültür nohutuna gen 

aktarılabilecek Monocicer grubu içinde en yakın genetik ilişkide bulunması, ayrıca 

pek çok önemli biyotik-abiyotik stres koşullarına dirençlilik sağlayan genlere sahip 

olması moleküler ıslah programlarında kullanılabilecek yeni olanaklar sunmaktadır.  

 Singh ve ark. (1998), ateş yanığı, kök çürüklüğü, nematod ve soğuk gibi 

biyotik ve abiyotik stres koşullarına dayanıklılıkla ilgili çalışmalarında bu stres 

koşullarına dayanıklı örneklerin tümünün Türkiye orijinli olduklarını belirtmişlerdir. 

Bu açıdan ülkemizin zengin olan stres koşullarına dayanıklı genlerini taşıyan türlerin 

belirlenmesi ve bu genlerin kültür nohutunun dar olan genetik havuzunun 

zenginleştirilmesinde kullanılması, nohut veriminin arttırılması  üzerindeki 

çalışmalara destek sağlayacaktır.  

         Tekeoğlu ve ark. (2004), nohutta antraknoz hastalığına dayanıklılık ile ilgili 

yaptıkları çalışmada C. arietinum x C. reticulatum çaprazlanmasıyla oluşan 

rekombinant bitkide markör sistemini kullanarak hatlarda dayanıklılık geni 

lokuslarının belirlenmesini amaçlamışlardır. Çalışmalarında markör sistemlerinin 

nohutta bu hastalık ile ilgili seleksiyonda geleceğe yönelik ümitvar olduklarını dile 

getirmişlerdir. Elde ettiğimiz sonuçlar da nohut verimini önemli oranda etkileyen bu 

hastalıkla mücadelede genitör olabilecek yabani türlerin seçiminde fayda 

sağlayacaktır. 

Tekeoğlu ve ark (2000), kültür nohutunda solgunluk hastalığına neden olan 

Fusarium oxysporum Schlechtend.: Fr. f. sp. ciceris (Padwick) zararlısına direnç 

geninin kalıtımını incelemek amacıyla yaptıkları çalışmada RAPD markörleri 

kullanarak kalıtılan genlerin gen haritasındaki yerini belirlemeye çalışmışlardır. Bu 

sonuçla aktarımı yapılan genin daha sonra yapılacak çaprazlama çalışmalarında 

dayanıklılık genlerini taşıyan bireylerin seçiminin kolaylaşmasını arzulamaktadırlar. 

Bizim çalışmamızın sonuçları da genetik akrabalığı yakın olan yabani türleri kültür 



 75 

nohutuna gen kaynaklığı yapmasında seçilecek genitör türün belirlenmesinde fayda 

sağlayacaktır. Ayrıca kültür nohutunun kendi arasında da belirlenecek olan genetik 

benzerlik ve uzaklığı çalışmaları da melezleme çalışmalarında seçilecek olan türler 

arasındaki genetik ilişkinin bilinmesi açısından yarar sağlayacaktır. 

Abiyotik stres koşulları ile ilgili olarak ta dünya nüfusunun yarısını etkileyen 

demir noksanlığı dikkate alınması gereken en önemli beslenme sorunlarındandır. 

Doğru ve yeterli beslenme konusunda zengin protein içeriği ile dünyada üretilen 

baklagiller arasında en önemli üçüncü legüm olan nohutun demir içeriğinin 

zenginleştirilmesi çok önemli bu beslenme sorununda kayda değer iyileşmelere yol 

açabilecektir.  Bu problemin giderilmesi beslenme açısından demir yönünden zengin 

besinlerin tüketilmesiyle kısmen çözüme kavuşabilecektir. Nohut, demiri genç ve 

yaşlı yapraklarında ve de tohumunda biriktirirken demir noksanlığı koşullarına 

dirençli bir bitkidir (Mahmoudi ve ark., 2005). Bu özellikleri genomunda bulunduran 

kültür nohutu aksesyonları ve yabani akrabalarının tespiti yeryüzünde görülen demir 

noksanlığı problemlerinin çözümünde yararlar sağlayacaktır. 

Saxena ve ark. (2004), nohutta demir noksanlığına dirençlilikle ile ilgili 

yaptıkları çalışmada, demir noksanlığına bağlı klorozis’e dayanıklılığın dominant bir 

gen ile kontrol edildiğini ifade etmişlerdir. Bir mikro element olan demirin bitkiler 

için çok önemli görevleri bulunmaktadır. Demir noksanlığına bağlı olarak klorozis’e 

direnç genlerinin kültür nohutunun gen havuzuna katılması hem besin kaynağı olan 

insanlardaki demir noksanlığına karşı hemde bitkinin gelişim bozuklarının önüne 

geçmesi açısından önemlidir. Neticede C. arietinum genotiplerine, yabani nohutlarda 

moleküler çalışmalardan elde edilen sonuçlara göre gen transferi ve ıslah 

çalışmalarının önemi artmaktadır. Çalışmamız sonucunda elde edilen bilgiler 

üniversitemizde ilerde yapılacak nohutta demir alımı ve biriktirilmesi çalışmalarında 

moleküler bilgiler sunması açısından yardımcı olacaktır. 
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5. SONUÇ VE ÖNERĐLER 
 
 
         Türkiye, nohut üretimi açısından dünya ülkeleri arasında Hindistan’dan sonra 

ikinci sırada yer alarak önemli bir yere sahiptir. Bu öneminden dolayı her geçen yıl 

nohut üretimi artış kaydetmektedir. Gerek besin kaynağı olarak gerekse de toprağın 

azot miktarının arttırılmasında rol oynadığı için nohut agronomik açıdan daha önemli 

hale gelmektedir.  

         Daha önce yabani nohutlarla ilgili yapılan çalışmalarda Türkiye’nin nohutun 

anavatanı olduğu ve özellikle Türkiye’nin güneydoğusunun kültür nohutunun 

evrimleşme sürecinin başladığı yer olarak belirtilmiştir. Bu da Türkiye topraklarında 

yetişen yabani nohut türlerinin var olan zengin gen havuzundan yararlanma fikrini 

gündeme getirmektedir.  

         Çalışmamızın amacı da buna paralel olarak özellikle Türkiye’de yetişen yabani 

nohut türlerinin filogenetiğinde yaşanan çelişkilere cevap bulmak ve kültür nohutu C. 

arietinum’un yabani formlarıyla olan ilişkisini belirlemektir. Cicer cinsine ait C. 

arietinum’unda aralarında bulunduğu tek yıllık 7 türün filogenetik ilişkisini 

belirlemek amacıyla 14 RAPD ve 16 ISSR primeri kullanıldı. Kullandığımız 

primerler yüksek oranda polimorfizm göstererek Cicer türlerinin birbirinden 

ayrılmasını sağlamıştır. Analizler sonucu oluşturulan dendogram ve PCoA’dan Cicer 

türlerinin birbirleriyle genetik tabanlı akrabalığı incelenmiştir. 

 RAPD, ISSR analizlerimiz sonucu oluşan yaklaşık 382 polimorfik bant Cicer 

türlerinin genetik tabanlı akrabalığının netleşmesindekatkı sağlamıştır. Analiz 

sonuçlarına göre oluşturulan dendogramlar ve PCoA’lar, C. arietinum’un C. 

reticulatum ve C. echinospermum ile aynı grupta yer aldığını göstermiştir. C. 

reticulatum türü kültürü yapılan C. arietinum’a en yakın yabani tür olmuştur. Ayrıca 

zengin bir gen havuzuna sahip olan C. pinnatifidum,  C. bijugum ve C. judaicum aynı 

grupta yer alarak yakın akrabalık sergilemişlerdir. C. yamashaitae ise dış grup olarak 

diğer türlere uzak bir akrabalık ortaya koymuştur. 

         Çalışmamızın sonucunda daha önce yapılan morfolojik, karyotipik, izozim ve 

genetik markör analizlerinin sonuçlarıyla uyumlu olarak C. reticulatum türünün 

kültür nohutu olan C. arietinum’un yabani atası olduğu görüşü desteklenmiştir.     

 Hem RAPD hem de ISSR analizleri benzer sonuçlar vererek bu görüşü 
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doğrulamıştır. Özellikle çalışmamızda kullandığımız Mardin ili orijinli TR40242 

numaralı C. arietinum aksesyonunun Diyarbakır orijinli TR39221 numaralı C. 

reticulatum aksesyonuna çok yakın bir genetik akrabalık sergilemesi hem nohutun 

yabani atasının C. reticulatum olduğu hem de Türkiye’nin güneydoğusunun nohutun 

anavatanı olduğu görüşleriyle paraleldir. 

         Ülkemiz yabani nohut biyoçeşitliliği açısından zengin bir yapıya sahiptir. 

Özellikle biyotik ve abiyotik stres koşullarına karşı, kültüre alınma ve kışlık bir bitki 

iken yazlığa dönmesi esnasında ilk çiftçilik faaliyetleri ile, bir çok genetik özelliğini 

yitiren kültür nohutunun genetik havuzunun genişletilmesinde stres koşullarına 

dayanıklı özelliklerini koruyan yabani akraba formlarından faydalanılması büyük bir 

önem kazanmıştır. Gerek çaprazlama gerekse uzun vadede gen transferi 

çalışmalarıyla uygun genlerin kültür nohutuna aktarılması insan beslenmesi 

açısından önemli bir yere sahip olan bir baklagil olan nohutun üretiminde ülkemizi 

söz sahibi duruma getirecektir. 

         Nohutun bünyesinde bulundurduğu protein oranının yüksek olması nedeniyle, 

protein ihtiyacını et ve ürünlerinden karşılayamayan bir çok insan için diyetlerinin 

içine nohut girmektedir. Ülkemizde yüksek bir maliyetle elde edilen et ve ürünlerinin 

ihtiyacı karşılayamadığı bir gerçektir. Protein zenginliği yanında bünyesinde demir 

bulunduran et ve et ürünleri yeterli miktarda tüketilmediğinden ülkemizde ve 

dünyada milyonlarca insan bundan olumsuz etkilenmektedir. Nohut ise hem 

bünyesinde bulundurduğu protein hem de tohumunda ve yapraklarında biriktirdiği 

demir açısından oldukça önemli bir bitkidir. Yapılan çalışmalar nohutun demir 

noksanlığı koşullarına dayanıklı olduğu bunun da nohutun demiri depo 

edebilmesinden ileri geldiği dile getirilmiştir.  

         Nohut ile yabani formları arasında yaşanan çaprazlama sorunlarının uygun 

aksesyonların seçilmesi ile çözümlenebileceği kannatindeyiz. 
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