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DNA TABANLI MOLEKÜLER YÖNTEMLER KULLANILARAK 

TÜRKİYE’DE YETİŞTİRİLEN FARKLI FASULYE (Phaseolus vulgaris) 

GENOTİPLERİNİN GENETİK ÇEŞİTLİLİK ANALİZİ  

ÖZET 

Dünyada fasulyenin 230 civarında türünün var olduğu, bunların 20 adedinin 

insan beslenmesinde yoğun olarak kullanıldığı ve en fazla üretimi yapılan türün ise P. 

vulgaris olduğu bilinmektedir. Bu çalışmada, Eskişehir Tarımsal Araştırma 

enstitüsünden temin edilen 38 fasulye genotipinde, ISSR (Basit Tekrarlı Diziler Arası 

Polimorfizmi), RAPD (Rastgele Çoğaltılmış DNA Polimorfizmi) ve ITS 

(Transkripsiyon İçindeki Ara Parça) DNA tabanlı moleküler belirteçleri kullanılarak 

genetik çeşitlilik analizi gerçekleştirilmiştir. Analizlerde dış grup olarak farklı fasulye 

türüne ait Ph.Corh çeşidi kullanılmıştır. 

PCR ürünü bantlar Phoretix1DPro programıyla analiz edilmiş, elde edilen var 

(1) yok (0) (binary yöntemi) verileri kullanılarak UPGMA metoduyla Jaccard 

Benzerlik/Mesafe Matriksi oluşturulmuştur. Matriks verilerinden elde edilen Newick 

formatıyla Mega 6.0 programında her bir yöntem için filogenetik ağaç oluşturulmuştur. 

ISSR yöntemiyle elde edilen filogenetik ağaca ait mesafe matriksi verilerine göre 

UI1140 ve Novanbey (mesafe verisi: 0.946) genotiplerinin birbirine en uzak bireyler 

olduğu görülmüştür. RAPD yöntemiyle elde edilen filogenetik ağaç sonucuna göre ise, 

Cardinal Yozgat Barbunyası ve 17SBVD20 (mesafe verisi: 0.805) genotiplerinin en 

uzak bireyler olduğu belirlenmiştir. ITS yöntemiyle elde edilen filogenetik ağaç, dış 

grup ayrımı net olmadığı için değerlendirilmemiştir. 

Genetik yakınlıkları daha önce analiz edilmemiş genotipler kullanılarak 

gerçekleştirilen bu çalışmadan elde edilen veriler, gelecekte yapılacak ıslah 

çalışmalarında hastalıklara daha dayanıklı ve verimi yüksek yeni çeşitlerin geliştirilmesi 

için önemli bir veri tabanı niteliğindedir. 

Anahtar Kelimeler: Fasulye (Phaseolus vulgaris L.), ISSR, RAPD, ITS, Filogenetik 

Ağaç 
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THE GENETIC DIVERSITY ANALYSIS OF DIFFERENT BEAN  

(PHASEOLUS VULGARIS) CULTIVATED GENOTYPES IN TURKEY USING 

DNA-BASED MOLECULER METHODS 

ABSTRACT 

It is known that there are around 230 species of beans in the world and 20 of 

them are used extensively in human nutrition and P. vulgaris is the most produced 

species.  

In this study, the DNA-based molecular markers of 38 beans genotypes obtained 

from Eskişehir Agricultural Research Institute an important database has been created 

for rapid recovery of new varıetıes which are both resistant to determined diseases and 

with high efficiency in the future improvement studies with ISSR (Inter Simple 

Sequence Repeat Polymorphism), RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) and 

ITS (Internal Transcribed Spacer) markers. Ph.Corh cultivars belonging to different 

bean species were used as external groups in the analyzes. 

The band analysis of the PCR products of the selected markers was performed 

by Phoretix1DPro program. By using the data obtained by the binary method, Jaccard 

similarity matrix was obtained by UPGMA method. With the Newick format obtained 

from matrix data, phylogenetic tree was created for each method in Mega 6.0 program.  

As a result of distance matrix data obtained by tree obtained by ISSR primer, 

UI1140 and Novanbey (distance matrix: 0.946) genotypes were found to be the most 

distant individuals and the drawn tree with RAPD primers, Cardinal Yozgat Barbunyası 

and 17SBVD20 (distance matrix: 0.805) genotypes were identified as the most distant 

individuals. The phylogenetic tree obtained by the ITS method was not evaluated 

because the distinction of the out-group was not clear. 

Data obtained from this study performed using genotypes that genetic 

relationship wasn't analyzed have got important data qualification to develop new more 

resistant and fruitful varieties in future breeding studies. 

Keywords: Bean (Phaseolus vulgaris L.), ISSR, RAPD, ITS, Phylogenetic Tree 
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Mg+2   : Magnezyum 

MgCl2   : Magnezyum Klorur 

ml   : Mililitre 

mm   : Milimetre 

mM   : Milimolar 

NaOH   : Sodyum Hidroksit 

ng   : Nanogram 

nm   : Nanometre 

PCR   : Polymerase Chain Reaction (Polimeraz zincir reaksiyonu) 

RAPD   : Randomly Amplified Polymorphic DNA (Rastgele Çoğaltılmış  

    Polimorfik DNA) 

RE   : Restriksiyon Endonükleaz 

RFLP   : Restriction Fragment Length Polymorphism (Kesilmiş Parça Uzunluk 

   Polimorfizmi) 

SRAP              :Sequence Related Amplified Polymorphism (Dizi-İlişkili Amplifiye  

  Polimorfizm) 

ISSR             :Inter Simple Sequence Repeats (Basit Tekrarlı Diziler Arası 

Polimorfizm) 



X 

 

ITS                 : Internal Transcribed Spacer/Transkripsiyon İçindeki Ara Parça 

T   : Timin 

Taq   : Taq polimeraz enzimi 

TBE   : Tris- Borik asit- EDTA 

TAE                : Tris-asetik asit-EDTA 

UPGMA  : Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Means  

UV   : Ultraviyole 

V   : Volt 

µg   : Mikrogram 

μl   : Mikrolitre 

μM   :Mikromolar
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1.GİRİŞ 

Dünyadaki hızlı nüfus artışı bazı sorunları beraberinde getirmektedir. Bunlardan 

en önemlisi gıda problemidir ve bu problemin çözümü ancak bilimsel ve teknolojik 

çalışmaların yardımı ile olacaktır (Uysal, F., 2002). 

Dünyada fasulyenin 230 civarında türünün var olduğu ve bunların 20 adedinin 

insan beslenmesinde yoğun olarak kullanıldığı, en fazla üretimi yapılan türün ise P. 

vulgaris olduğu bilinmektedir (Uysal, F., 2002). Ekonomik ve bilimsel amaçlı üretimde 

oldukça sık tercih edilen fasulyenin en önemli üyesi olan Phaseolus vulgaris türüdür 

ayrıca kültürü yapılan fasulyelerin %90’nını bu tür oluşturmaktadır (Gepts, 2001).   

 Fasulye, dünyada taze bakla üretimi 1.557.233 ha alanda 23.595.714 ton; kuru 

tane üretimi olarak ise 29.392.817 ha alanda 26.833.394 ton (Anonim, 2016) olarak en 

fazla ekim ile üretimi yapılmakta olan yemeklik tane baklagil bitkisidir (Blair ve ark., 

2007; Galvan ve ark., 2006; Benchimol ve ark., 2007). Kuru fasulyeler, rehidrasyonun 

ardından olgun kuru tohum şeklinde tüketilen, taze fasulyeler ise kabuğu olgunlaşmadan 

önce taze olarak tüketilen fasulyelerdir (Myers ve ark., 1999).  

Fasulye insan beslenmesinin dışında hayvan beslenmesi, kozmetik sanayi ve 

boya yapımı gibi alanlarda da kullanılmaktadır (Singh ve ark., 2007). Diğer yandan 

çapa bitkisi olması, ekim nöbetine girmesi, derin kök yapısına sahip olması sebebi ile alt 

tabakalardaki besin maddelerini toprağın üstüne taşıması, toprağı gevşetmesi, 

köklerinde Rhizobium bakterisinin oluşturduğu nodüller sayesinde toprağa azot 

bağlaması nedeni ile çevrecilik ve sürdürülebilir tarım açısında da önemini günümüzde 

arttıran  baklagil bitkisidir (Akçin ve ark.,1998). 

 Tarımsal üretimde oldukça önemli olan fasulye, sağlıklı bir yaşam için gerekli 

olan protein, vitamin ve mineralleri içermesi sayesinde öne çıkmaktadır (Kaçar ve ark., 

2004; Marotti ve ark., 2006; Ekincialp ve Şensoy, 2018).  

Fasulyenin hazım edilebilirlik oranı %84,1’dir. Üstelik fasulye baklalarında 

bulunan phasol ve phaseolin maddeleri kandaki şeker miktarının düşürülmesine şeker 

hastalığında kullanılan insülin karekterinde olması nedeniyle kullanıldığı 

bildirilmektedir (Şalk ve ark 2008).   

 Orta Amerika kökenli bir bitki türü olan fasulyenin iki gen havuzu tespit 

edilmiştir. Bunlar Orta Amerika (Mesoamerica) ve Güney Amerika (Andean) 

bölgeleridir (Gepts 2001).  
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Son yapılan dizileme çalışmaları fasulyenin kökeninin Orta 

Amerika(Mesoamerica) olduğunu destekler niteliktedir (Rossi ve ark.,2009.;Bitocchi ve 

ark., 2012). Fasulye Amerika’da keşfinden sonra muhtemelen İber yarımasından 

Avrupa’ya ulaşmıştır (Ortwin-Sauer.,1996). P. vulgaris, kendine döllenen bir bitki 

olması, basit diploid yapıda olması (2n=22) ve nispeten küçük genomu olması ve iyi 

geliştirilmiş moleküler yapı haritasının bulunması gibi özellikleri nedeniyle genomik 

çalışmalar için oldukça uygun bir türdür (Murray ve ark 2002; Torres ve ark 2004).  

Türkiye’de kuru fasulye, ekim alanı ve üretim yönünden nohut ve mercimekten 

sonra üçüncü sırada yer almaktadır (Şalk ve ark 2008). Günümüzde fasulye kuru tane 

üretimi 225 000 ton civarındadır (Ghafoor ve ark., 2000). Ekim alanı olarak en fazla 

Karadeniz bölgesinde yaygın olup, bunu orta güney (Kayseri, Konya, Niğde, Nevşehir) 

ve orta kuzey (Eskişehir, Kütahya, Uşak, Yozgat) bölgeleri izlemektedir (Ghafoor ve 

ark., 2000).  

Bitki ıslahı, bitkilerin biyolojik ve genetik açıdan düzenlenmesi ve var olan 

genetik farklılıklardan yararlanarak, onları istenilen amaçlar doğrultusunda 

geliştirmektir (Sözen, Ö., 2006). Bitki ıslah teknikleri sayesinde kültürü yapılmakta olan 

bitkilerin verimini arttırmak, ürün kalitesini düzeltmek ile mümkün olacaktır (Sözen, 

Ö., 2006). 

Ancak tüketici çeşitliliğine bağlı olarak artan farklı talepler, yaşam kültürünün 

de artmasıyla daha dengeli ve sağlıklı beslenme istekleri, ülkenin ekolojik 

farklılıklarının fazla olması, tarımdaki gelişmeye bağlı olarak oluşan hastalık zararlıların 

yoğunlukları gibi nedenler, mevcutlarla yetinmeyip sürekli yeni çeşitlerin 

geliştirilmesini gerektiğini göstermektedir (Sözen, Ö., 2006). 

Bitki çeşitleri arasındaki genetik çeşitlilik tahılların genetik ıslahı için çok 

önemlidir. Entelektüel özelliklerin korunması ve mevcut elit çeşitlerin yaşaması için 

olumsuzluklar oluşturacak çevresel sorunlara karşı bir temel oluşturmaktadır (Akçin ve 

ark.,1998). 

Genetik çeşitlilik bilgisi genetik ıslah programlarında geri melezleme tekniği ile 

yeni çeşitler üretmek amacıyla kullanılmakta ve farklı kurumlar tarafından yıllarca 

kullanılan kültür örneklerinin stabilitesi hakkında bilgi vermektedir (J.S. Veloso ve ark., 

2015).  
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Kültür çeşitliliği bilgisi gelecekteki yetiştirme programlarındaki çeşitliliğini 

değiştirme veya çeşit çeşit bakım prosedürlerini önerme ihtiyacını işaret edebilir (J.S. 

Veloso ve ark., 2015).  

Bir bitkiyi ve ya bitki grubunun morfolojik olarak diğerlerinden farklı olduğunu 

gösteren özellikler morfolojik belirteç (markör, markör, markör, işaretleyici vb.) olarak 

adlandırılabilir (Gülşen ve Mutlu, 2005). Meyve kabuğu, çiçeğin şekli, yaprağın şekli, 

bitki, meyve ve tohum gibi özellikler bu grup belirteçleri oluşturmaktadır (Gülşen ve 

Mutlu, 2005).  

Protein belirteçleri ile analiz yapılması, morfolojik karakterlerin kullanılmasını 

tamamlayıcı niteliktedir (Karaca ve ark., 2002). Protein belirteçleriyle analiz, 

popülasyonlardaki farklılaşmayı morfolojik markörlere oranla daha güvenilir bir şekilde 

göstermektedir (Şehirali ve ark., 2005). Fakat bu belirteçlerin sayıca az olmaları, çevre 

koşullarından etkilenmeleri gibi sebeplerden dolayı geniş ölçüde kullanılmamaktadırlar 

(Onus, 1999; Akashi ve ark., 2002).  

Gen kaynağının kullanılabilmesi için kültüre alınmış türlerin ve bunların yabani 

akrabalarının genetik çeşitliliğin dağılımı ve yayılımının ayrıntılı bir şekilde anlaşılması 

gereklidir (Furan ve Gebeloğlu 2017). Bu ise DNA polimorfizmine dayanan 

teknolojilerin kullanılmasını barındıran bazı yöntemler ile birlikte daha etkin 

başarılabilmektedir (Madakbaş ve ark., 2016) DNA moleküler markörleri (DNA 

işaretleyicileri), çeşitler arasındaki farklılık ve benzerliklerin belirlenmesi veya 

çeşitlerle ebeveynleri arasındaki benzerliklerin ve farklılıkların belirlenmesinde yaygın 

ve etkin olarak kullanılmaktadır (Karaca ve ark., 2002). 

DNA markör teknolojisindeki ilerleme olağanüstü boyutlara ulaşmıştır. DNA 

markörleri, filogenetik analizlerden genlerin klonlanmasına kadar çeşitli analizlerde çok 

değerli araçlar sağlamışlardır (Erdinc ve ark., 2013).  PCR bazlı belirteçler tarafından 

kolaylaştırılan yüksek yoğunluklu moleküler haritaların gelişimi, hemen hemen tüm 

karakterlerin haritalanması ve etiketlenmesini mümkün kılmıştır (Kumar, 1999; Furan 

ve Gebeloğlu 2017). Ayrıca DNA markörleri sayı olarak fazla ve çevre şartlarından 

etkilenmemekle birlikte RAPD ve ISSR markörleri fasulyelerde genetik çeşitliliğin 

belirlenmesinde sıkça kullanılmaktadır (Erdinc ve ark., 2013).  
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Fasulyede de moleküler belirteçlerin kullanılmasıyla yapılan genetik ve haritalama 

çalışmalarının da sayısı gün geçtikçe artmaktadır (Duran ve ark., 2005; Cruz ve ark., 

2005; Sicard ve ark., 2005; Angioi ve ark., 2010; Khaidizar ve ark., 2012; Ceylan ve 

ark., 2014; Madakbaş ve ark., 2016).  

Bu çalışmada, Eskişehir Tarımsal Araştırma enstitüsünden temin edilen 38 

fasulye genotipinde, ISSR, RAPD ve ITS DNA tabanlı moleküler belirteçleri 

kullanılarak genetik çeşitlilik analizinin yapılması amaçlanmıştır.  

Elde edilecek veriler gelecekte yapılacak ıslah çalışmalarında hem belirlenen 

hastalıklara dayanıklı hem de verimi yüksek yeni çeşitlerin hızlı bir şekilde elde 

edilmesi için önemli bir veri tabanı oluşturacaktır.  

1.1. Fasulye (Phaseolus vulgaris L.) Bitkisinin Kökeni ve Tarihçesi 

Kültür fasulyesinin (P. vulgaris L.) kökeni uzun süre tartışma konusu olmuştur. 

18. yy ortalarına kadar botanikçiler fasulyeyi Hindistan kökenli kabul etmişlerdir. 

Öncelikle coğrafi ve morfolojik olarak farklı yabani fasulye popülasyonlarının varlığı 2 

yabani fasulyenin evcilleştirilmesinin nerede meydana geldiğini sorgulanmıştır. 

Gentry'ye (1965) göre, yabani fasulye muhtemelen Güney Amerika’ya taşındığı yer 

olan Meksika'da evcilleştirildi. Berglund-Briicher ve Briicher (1976) Güney Amerika'da 

yabani fasulyenin evcilleştirilebileceğini önerdi, ama Orta Amerika'da ayrı bir 

evcilleştirmeyi dışlamadı. Arkeolojik kayıtlar fasulyenin benzer yaşlardaki orta 

Amerika’daki bulguları içerir (Kaplan, 1967.; Kaplan ve ark, 1965). Bu 2 bulgu Orta ve 

Güney Amerika arasındaki ilk belgelenen temastan daha eskidir (Harlan, 1971). Bazı 

yazarlar ise bağımsız olma olasılığını ileri sürmüşlerdir (Heiser, 1965; Evans, 1976).  

Tohum proteinlerinin elektroforetik modellerinde varyasyon analizinin yararlı 

olduğu anlaşılmıştır (Anonim 2013). Bir tür içinde bitki girişimleri arasında ilişkiyi 

kurmak için Fazeolin, ana tohum depolama proteininin elektroforetik modelinde 

varyasyon belirleme yöntemi yabani fasulyenin, ekili formları için iyi bir belge niteliği 

taşımaktadır (Kaplan ve ark, 1965). Bodur formda yabani fasulye bulunmadığı ve bu 

formların mutasyon sonucu meydana geldiği belirtilmektedir (Anonim 2013).   

Ülkemizde fasulye tarımının diğer yemeklik baklagillerden sonra başladığı ve 

yaklaşık olarak 200 seneden beri kültürünün yapıldığı düşünülmektedir vermektedir 

(J.S. Veloso ve ark., 2015). Fasulye ülkemize 17. yy ’da ulaşmış ve Türkiye’nin her 

yerinde yetiştirilebilecek kadar iyi adapte olmuş bir bitkidir (Sözen Ö.,2006).  
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Gen merkezi olmadığı halde, Güney-Doğu Anadolu ve Samsun-Tokat-Amasya 

mikro gen merkezlerinin fasulye için genetik çeşitlilik merkezi olduğu 

söylenebilmektedir (Şehirali ve ark., 2005). 

Ülkemiz anavatanları olmadığı halde birçok sebze türü için önemli bir çeşitlilik 

alanıdır ve yetişmeleri için uykun çevresel faktörlere ve toprak isteğine sahiptir (Şehirali 

ve ark., 2005). Türkiye, üzerinde bulunduğu verimli Anadolu topraklarının pek çok 

medeniyete ev sahipliği yapmış olması ve sahip olduğu ekolojik çeşitlilik hemen hemen 

bütün bitki türlerinde olduğu gibi fasulyede de uzun yıllar içerisinde varyasyonun ortaya 

çıkmasına sebep olmuş, değişik kaynaklardan ülkeye gelmiş olan materyallerin de 

bulundukları bölgelerde uzun yıllar boyunca yetiştirilmesiyle özellikleri birbirinden 

değişik yöresel fasulye çeşitleri meydana gelmiştir (Anonim 2013).   

1.2.Fasulye (Phaseolus vulgaris L.) Bitkisinin Önemi 

Fasulye bitkisinin, dik çalı (yüksekliği 30–75 cm) şeklinde ya da sarılıcı 

(yüksekliği 1.2–2 m) özellikte iki ayrı formda bulunur (Çevrim, 2007). Her iki tipte de 

gövde boğumlu olmakla birlikte, sarılıcı fasulyelerde boğum sayısı daha fazladır ve 

gövde üstünde sülükler bulunmaktadır (Çevrim, 2007). Yassı, yuvarlak, düz ya da 

kıvrık olabilen meyvelerinin uzunluğu 5–25 cm arasında değişir; genellikle yeşil renkte, 

bazen de mor ya da kırmızı lekelidir. Tohumları ise, fasulye çeşidine göre yeşil, sarı, 

pembe, kırmızı, kahverengi, mor ya da siyah renkte küreye benzer şekilde, yassı, 

silindirimsi ya da böbrek şeklinde olabilir (Çevrim, 2007). 
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Şekil 1.1: Fasulye Bitkisi Yaprak, Dal, Bakla ve Danesi (Anonim 2013). 

 Kazık köklere sahiptirler. Topraktaki Rhizobium bakterileri ile birlikte 

havadaki serbest azotunu bağlarlar (Çevrim, 2007).  

Fasulye özellikle sıcak ülkelerde ve ülkemizde geniş bir şekilde tarımı yapılan 

tek yıllık bir yemeklik baklagil bitkisidir. Gelişmekte olan ülkelerde baklagiller çok 

kritik bir protein kaynağıdır (Akhavan ve ark. 2013). Ortalama % 22–25 bitkisel protein 

içeren fosfor, demir, kalsiyum, potasyum, vitaminler (A, B, D vitaminleri) bakımından 

zengin olan yemeklik dane baklagiller gelişmekte olan ülkelerin beslenmesinde önemli 

yer alır (Anonim 2013). Bitkisel protein kaynağı olan fasulye tanesi % 18-30 oranında 

protein içermektedir (Akashi ve ark., 2002). Fasulye, C vitamini ve betakaroten gibi 

kalp hastalığı ve kanseri önleyen antioksidanlar açısından zengindir (Akhavan ve ark. 

2013). Sinirleri kuvvetlendirir, bedeni ve zihni yorgunlukları giderir, vücudun 

kuvvetlenmesini sağlar (Akhavan ve ark. 2013).  
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Pankreas bezinin gereği gibi çalışmasına yardımcı olur. Şeker hastalığını 

önlenmesinde etkilidir ve kandaki şeker miktarını düşürür (Akhavan ve ark. 2013).   

Ayrıca baklagillerin havanın serbest azotunu fikse edebilme özellikleri, 

çevrecilik ve sürdürülebilir tarımın halkça tutulmasının arttığı günümüzde önemini daha 

da artırmaktadır (Anonim 2013). 

Türkiye’de tarla bitkileri üretiminin toplam alanının yaklaşık %74’ünü oluşturan 

tahıllar arasında birinci sırada, %8,3’ünden meydana gelen yemeklik tane baklagiller 

içerisinde ikinci sırada bulunurlar (Şehirali ve ark., 2005). Kurak ve yarı kurak alanlarda 

nohut ve mercimeğin, sulu alanlarda ise fasulyenin ekim nöbetine girmesi, gerek birim 

alanda elde edilen verimin artırılması, gerekse nadas alanlarının azaltılması açısından 

önemlidir. Türkiye, verimli hilal olarak adlandırılan ve baklagillerin gen merkezi kabul 

edilen ülkelerden birisidir (Şehirali ve ark., 2005). Bunun dışında tüketim oranları 

açısından dünyada önemli bir yeri olduğu gibi tarihsel olarak net ihracatçı konumunda 

olmuştur (Anonim 2016). 

Ülkemizde kişi başına yıllık ortalama 3-4 kg fasulye, 4-5 kg mercimek ve 5-6 kg 

nohutun tüketildiği bilinerek açıklanacak olursa, yemeklik tane baklagillerin ülkemiz 

insanları açısından önemi büyüktür (TÜİK, 2009). 

1.3.Bitki Islahının Anlamı ve Önemi 

Darwin ve Mendel ’in 20. yüzyıldaki temel keşifleri bitki ıslahı ve genetik için 

bilimsel temeli oluşturmuştur (Şehirali ve ark., 2005).   Benzer şekilde biyoteknoloji 

genomik araştırma ve moleküler markör uygulamalarındaki gelişmelerin geleneksel 

bitki ıslahı uygulamalarıyla bütünleştirilmesi 21. Yüzyılda mahsulün iyileşmesinde 

devrim yaratan disiplinlerarası bir bilim olan moleküler bitki ıslahının temelini 

oluşturmuştur (Anonim 2016).  Üreme sistemleri, organizmaların doğal biyolojisinin, 

homozigotluğu etkileyen ve böylece genetik çeşitlilik ve genom evrimi seviyeleri ve 

kalıpları dahil olmak üzere biyolojisinin birçok yönü bakımından önemli ve sıklıkla 

ihmal edilen bir bölümüdür (Akashi ve ark., 2002).  Enerji ihtiyacı yanı sıra hammadde 

sınırlılığı bugün uygarlıkların yüzleştiği ekolojik sorunlar bu sorunları çözme 

zorunluluğunun itici güçleridir, böyle hızlı gelişme için fırsatlar son zamanlarda 

ekonominin yönü biyolojik bilimlerin etkileyici evrimini ortaya çıkarmıştır (Galvan ve 

ark., 2006).   
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Küresel ısınma ve iklim değişikliği şeklinde kendini gösteren küresel sorunlar, 

genetik kaynakların önemini ve değerinin bir kez daha anlaşılmasına neden olmuştur 

(Galvan ve ark., 2006). 

Artan dünya nüfusunun gıda gereksinimi günümüze dek bir ölçüde girdi 

kullanımı ve yüksek verimli çeşitler geliştirmek yoluyla karşılanmıştır (Liu ve ark. 

2014). Bu tür değişikliklerin nedenini anlamak birleşik genetik ve ekolojik yaklaşımları 

gerektirir (Galvan ve ark., 2006).  

Geçtiğimiz yüzyılda, çevre sorunlarının sınırları aşan niteliğinin tüm dünyada 

ciddi şekilde hissedilmesine paralel olarak, uluslararası oranda çözümlerin 

geliştirilmesine yönelik çalışmalara ve araştırmalara yoğunlaşılan bir dönem olmuştur 

(J.S. Veloso ve ark., 2015). 

Biyolojik çeşitlilik, başta gıda olmak üzere insanların temel ihtiyaçlarını 

karşılamasında vazgeçilmez bir yere ve öneme sahiptir. Biyolojik çeşitlikte meydana 

gelen kayıplar, bunların sağladığı ekolojik hizmetlerde de kayıp olmasına neden 

olmaktadır. Bitkisel biyolojik çeşitlilik bakımından dünyanın en zengin ülkelerinden 

biri olan Türkiye, farklı olumsuz durumlar nedeniyle biyolojik çeşitlilik kaybıyla karşı 

karşıyadır (Angioi ve ark., 2010).  

Sonuç olarak ortaya çıkacak olumsuz etkiler dikkatlice incelendiğinde, yaşam 

formlarının bileşimindeki sürekli ve hızlı değişimin beklenen etkileri, haklı olarak 

uluslararası kuruluşların kaygı duymalarına sebep olmuştur. 1992 de imzaya açılan 

Birleşmiş Milletler Biyolojik Çeşitlilik Sözleşmesi doğal kaynakların korunmasına 

yönelik küresel taahhütlerden birisidir (Sivalop M., 2013).  

Tarımsal faaliyetlerden olan, ormancılık, yapılaşma, sanayileşme, iklim 

değişikliği, ekosistemin ayrışması gibi biyolojik çeşitlilik üzerine olumsuz etkilere 

neden olan etmenlerin gelecekte biyoçeşitliliğin durumunu ne ölçüde etkileyeceği 

sorusunun yanıtını almak için hazırlanan bir takım senaryolarda 2000 yılında % 45 

düzeyinde olan potansiyelin 2030 yılında % 34–42 arasındaki bir düzeylere kadar 

düşeceği hesaplanmıştır (Alkemade ve ark., 2009). 

Bitki ıslahı, insanların ihtiyacını karşılamak amacıyla bitkilerin kalıtımının 

değiştirilmesi veya iyileştirilmesi bilim ve sanatıdır. Bitki ıslahının temelleri kalıtımın 

birimi olarak gen, gen manipülasyonları metotları, sonuçları doğru olarak tahmin 

etmeye yarayan genetik davranış kurallarıdır (Bilgin ve Korkut, 2005).  



9 

 

Bitki ıslahının amaçları bir ya da birden fazla karakteri geliştirilmiş bir çeşit, 

hibrit çeşit üretimine yönelik ebeveyn elde edilmesidir (Bilgin ve Korkut, 2005).  

Ayrıca bunlar dışında bitki ıslahı verimin arttırılması, kalitenin yükseltilmesi, 

olumsuz çevre şartlarına dayanıklı ve hastalık ve zararlılara dayanıklı çeşit elde 

edebilmektir (Alkemade ve ark., 2009). 

Çiftçiler tarafından kaynak yetersizliği ile üretilen fasulye düşük toprak 

verimliliği, abiyotik stresler, böcek saldırıları, kuralık dâhil pek çok sorun ile karşı 

karşıyadır (Alkemade ve ark., 2009).  

Yüksek bütçeli çiftçiler pestisitler, gübreler, sulama yoluyla daha fazla mücadele 

kaynaklarına sahiptirler. Ancak bunların kullanımı çevreyi tehdit eder, karlılığı azaltır 

ve zararlı böceklerde etkili değillerdir, böylece tarım genelince biyotik ve abiyotik 

stresler fasulyenin ekonomik verimini kısıtlamaktadır (Angioi ve ark., 2010). 

1.4. Moleküler Markörler ve Bitki Islahında Kullanımı 

Bitki ıslah çalışmalarında melezlemeler yoluyla genetik işlemlerin ve 

seleksiyonun etkinliği arttırılmaya çalışılır. Bunlar da çok uzun zaman alan ıslahı 

yapılacak olan bitkinin tipine göre değişim gösterir, zahmetli ve yüksek maliyetli 

işlemlerdir (Sivalop M., 2013). Belirteçler sayesinde bir gende gerekli 

kombinasyonlarının erken tanımlanmasına yardımcı olunur ve genotip çeşitlerinin 

yaratılma dönemleri azaltılır.  İstenilen bir genotipin bitki çiçeklenmesinden önce tespiti 

tam olgunlaşmayı beklemeden veya hibriyolojik bir tespit analiz yapmadan bir yıla 

yakın üreme sürecinde bitkileri melezleyebilmeye olanak sağlar (Sivalop M., 2013). 

Thomas Morgan özelliklerin kalıtımının ve genetik rekombinasyon özelliklerinin 

bağlantısını keşfetmiştir. Bu keşif kalıtımsal kromozom teosinin temelini oluşturmuştur 

ve Nobel ödülü kazanmıştır. Teorinin gelişimi ve bağlantı gruplarının açığa çıkması 

genetik belirteçlerle ilgili bir konsept oluşturulması ile bitki ıslahı bir markör uygulama 

alanı olmuştur (Zietkiewicz ve ark., 1994). Geleneksel ıslah süreci çok maliyetlidir ve 

kullanılan maddi kaynaklar zaman ilişkisi sonucunda çeşitliliğin oluşturulması 12-15 yıl 

ya da daha uzun sürer (Bilgin ve Korkut, 2005). 

Moleküler markörlerden genel olarak kalitatif ve kantitatif özelliklerin ıslahında, 

seleksiyonda, genetik ve linkage haritalamalarında, çeşit tanımlaması ve korunması 

işlemlerinde, genotipler arası genetik akrabalık derecelerinin tanımlanmasında fayda 

sağlanmaktadır (Bilgin ve Korkut, 2005).  
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Ayrıca çeşit tescil ve sertifikasyonunda sabit, yüksek verimli ve kaliteli çeşitleri 

belirlenmesinde tarla denemeleri ve laboratuvar testleri yanında moleküler markörlerin 

kullanılması oldukça önem kazanmaktadır. Kullanılan moleküler yöntemlerle bitki 

ıslahı klasik bitki ıslahına kıyasla çok daha hızlı ve güvenilir şekilde melezleme 

işlemlerinin gerçekleşmesine olanak sağlamaktadır (Bilgin ve Korkut, 2005). 

1.4.1. Moleküler markörler 

Moleküler markörler, genomda herhangi bir gen bölgesi ya da gen bölgesi ile 

ilişkili içindeki DNA parçasıdır. Moleküler markörler, hayvan bitki mikrobiyal türlerin 

genomik yapılarını anlamamızda yapısal ve fonksiyonel olarak önemli bir rol 

oynamaktadır (Liu ve ark., 2014).  Moleküler markörler; genetik markörlerin, DNA 

tabanlı tipini meydana getirdiklerinden dolayı, DNA markörleri olarak da bilinirler. 

DNA markörleri farklı genotiplere ait DNA diziliş farklılığını çeşitli şekillerde ortaya 

çıkaran markörlerdir (Botstein ve ark., 1980). Nükleik asit temeline dayalı genetik 

markörlerin genom analizlerinde kullanımı ıslahçılar için gereksinim duyulan bir 

alandır. Bu markörler kullanılarak birbirine morfolojik olarak çok yakın olan kültür 

çeşitleri ayırt edilebilir ve tanımlanabilir (Gupta ve ark., 1994). Moleküler markör 

teknikleri DNA molekülündeki polimorfik bölgelerin saptanması prensibine dayanır. 

Popülasyonda her hangi bir genin veya özelliğin birden fazla formu bulunuyorsa o gen 

ya da fenotipik özellik polimorfik olarak kabul edilmektedir. Polimorfizm, DNA dizisi, 

amino asit dizisi, kromozomal yapı ya da fenotipik özellik varyasyonları gibi birkaç 

şekilde görülebilir (Gupta ve ark., 1994). 

Bütün bir genomun analiz edilebileceği DNA’yı elde etmek için, herhangi bir 

kısımdan alınan az miktarda doku parçası yeterli olmaktadır (Botstein ve ark., 1980).  

Ek olarak, DNA markörleri stabil olup, tüm dokularda ortaya çıkabilirler, çevre 

koşullardan etkilenmezler, kodominant ya da dominant özellikte olanları bulunur ve 

kalıtımsal basit ilkelere sahiptirler (Williams ve ark., 1990). 

Kullanılan yöntemler bakımından moleküler markörler, Hibridizasyona Dayalı 

Markörler ve Polimeraz Zincir Reaksiyonuna (PCR) Dayalı Markörler olarak iki ana 

gruba ayrılabilir (Botstein ve ark., 1980). 

Hibridizasyona dayalı markörlere örnek olarak; RFLP (Restriction Fragment 

Length Polymorphism/Sınırlı Parça Uzunlukları Polimorfizmi), PCR tabanlı markörlere 

örnek olarak; SSR (Simple Sequence Repeat/Basit Tekrarlı Diziler veya 
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Mikrosatelitler), RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA/Rastgele Çoğaltılmış 

DNA Polimorfizmi),  

AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism/Çoğaltılmış Parça Uzunluğu 

Polimorfizmi), ISSR (Inter Simple Sequence Repeat/Basit Tekrarlı Diziler Arası 

Polimorfizm) verilebilir (Botstein ve ark., 1980). 

1.4.1.1. Hibridizasyona dayalı moleküler markörler 

Rflp (restriksiyon fragment length polymorphism/sınırlı parça uzunlukları 

polimorfizmi) 

 DNA tabanlı parmak izi teknolojilerinin genetik benzerlik çalışmalarında faydalı 

olduğu kanıtlanmıştır, RFLP hala bitki türlerinde çeşitlilik tahmininde yaygın 

kullanılmaktadır ancak son zamanlarda geliştirilen PCR tabanlı markör teknikleri de 

mevcuttur (Gupta ve ark., 1994).  

Hücrelerden izole edilen genomik DNA’nın, belli bir noktadan nükleik asit 

dizilişlerini tanıyan DNA kesim enzimleri tarafından spesifik olarak kesilmesi ve prob 

DNA’nın melezlendiği DNA etrafındaki değişik kesim yapılarının belirlenmesi 

temeline dayanır (Botstein ve ark., 1980). 

 RFLP, PCR esaslı olmayan geliştirilmiş ilk markör sistemidir. RFLP markörleri 

kodominant (eşbaskın) özelliktedir (Bark ve Havey, 1995). Bu özellik sayesinde 

heterozigot bireylerin de karakterize edilmesi mümkün olabilmektedir.  

PCR temelli tekniklerin ortaya çıkışına kadar geçen sürede oldukça yaygın 

olarak kullanılan RFLP, sahip olduğu dezavantajları ve PCR temelli tekniklerin 

getirdiği avantajlar sebebiyle kullanımı özel çalışmalarla sınırlı olarak kullanılan bir 

teknik olarak kalmıştır (Bark ve Havey, 1995). 

1.4.1.2. Polimeraz zincir reaksiyonuna (pcr) dayalı markörler 

 PCR teknolojisinin geliştirilmesiyle hibridizasyon temeline dayalı RFLP 

yöntemine alternatif sunan bir dizi moleküler tahlilin geliştirilmesini ve DNA düzeyinde 

polimorfizmi tespit eden sistemler geliştirilmiştir (Liu ve ark., 2014). 

Polimeraz zincir reaksiyonuna (PCR) dayalı moleküler markörler 1980’li yılların 

ortalarında Cetus firması araştırmacılarının çalışmaları ile geliştirilen klonlama tekniği, 

dizi analizi ve DNA haritalaması gibi temel moleküler biyoloji analiz ve deneylerinde 

kullanılmaya başlanmıştır.  
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PCR, DNA’nın in vitro şartlarda enzimatik olarak sentezletilmesidir 

(Zietkiewicz ve ark., 1994). PCR tekniğinin geliştirilmesinde anahtar rolü Thermus 

aquaticus’dan izole edilen yüksek sıcaklığa dayanıklı polimeraz enziminin (Taq DNA 

polymerase) keşfedilmesi büyük rol almıştır (Bornet ve Branchard, 2001). Bu enzim 

sayesinde hücrede normal şartlar altında gerçekleşebilen doğal DNA replikasyonu 

laboratuvar koşullarında ‘termocycler’ adı verilen özel cihazların sayesinde 

gerçekleştirilmiştir (Bornet ve Branchard, 2001). 

 Yöntem, küçük miktarda izole edilmiş spesifik bir DNA parçasının, bir dizi 

enzimatik işlem sonucunda milyonlarca kez çoğaltılması temeline dayanmaktadır. 

Ancak çoğaltılabilen unsurlar DNA’nın tamamı değil, DNA’nın hedeflenen veya 

rastgele sentezlenen belirli bölgeleridir (Gupta ve ark., 1994). 

 PCR, çift sarmal bir DNA molekülünün tek zincire ayrılması, hedeflenen 

dizilere oligonükleotid primerin bağlanması ve uzaması esasından meydana gelir (Gupta 

ve ark., 1994). Primerler, kalıp DNA molekülleri yüksek sıcaklıkta denatüre olduktan 

sonra, tek iplikli DNA molekülleri üzerinde kendilerine tamamlayıcı olan belirli 

bölgelere bağlanırlar (Gupta ve ark., 1994). 

Primerlerin hedef bölgelere bağlanması, düşük sıcaklık derecelerinde 

gerçekleşir. Ayrıca reaksiyon ortamında pH’yı ve tuz konsantrasyonunu optimum hale 

getiren tampon çözelti, polimeraz enzimi, polimeraz enziminin ihtiyaç duyduğu MgCl2 

ve DNA üretiminde kullanılacak Adenin (A), Timin (T), Guanin (G), Sitozin (C) 

nükleotidlerinden her biri yeterli miktarda bulunur (Zietkiewicz ve ark., 1994). 

Polimeraz enzimi sayesinde başlatıcı DNA, bir kalıp DNA üzerine bağlandıktan sonra, 

onu 3’ ucundan 5’ yönünde uzatmaya başlar ve kalıp DNA’nın aynısını üretir 

(Zietkiewicz ve ark., 1994). 
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Şekil 1.2: PCR’ın çalışma prensibi (Bornet ve Branchard, 2001). 

ISSR (Inter simple sequence repeat/Basit tekrarlı diziler arası polimorfizm)  

ISSR tekniği, ökaryotik genomlarda 2, 3, 4, 5 kez tekrar eden nükleotid boyunca 

lokustan bağımsız bir şekilde genomda rastgele dağılımlarını esas alan hassas ve 

tekrarlanabilirliği yüksek olan bir yöntem olarak öne çıkmaktadır (Zietkiewicz ve ark., 

1994; Gupta ve ark., 1994).  

ISSR markörleri genetik çeşitliliğin belirlenmesinde, filogenetik çalışmalarda, 

genom haritalarının meydana getirilmesinde ve evrimsel biyolojide pek çok tarla 

bitkisinde uygulanabilen etkin bir tekniktir (Reddy ve ark., 2002). ISSR markörlerinin 

kullanımı hızlı, uygulanabilirliği kolay ve primerleri daha uzun olduklarından 

güvenilirlik durumları fazladır (Bornet ve Branchard, 2001).  

Yeterli bilgi sunan ISSR primerlerini kullanmak düşük bütçe, zaman tasarrufu ve 

genetik analizlerde kolaylık sağlamaktadır. ISSR markörleri sayesinde Mendel 

kalıtımına uygun şekilde dominant belirteçler elde edilmektedir (Wang ve ark., 1998). 

Bununla beraber ayrıca bazı durumlarda homozigot ve heterozigotluğun 

tanımlanmasında kodominant belirteçlerde elde edilebilmektedir (Wang ve ark., 1998). 

Basit diziler arası tekrarlar (ISSR-Inter Simple Sequence Repeat) birbirine çok yakın ve 

karşılıklı biçimde konumlanmış tekrar bölgeleri arasında yer alan yaklaşık 100-3000 bç 
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uzunluğundaki DNA parçalarıdır. Bu teknik Zietkiewicz ve ark. (1994) tarafından 

geliştirilmiştir. Bu teknik, mikrosatellitler arasında tekrarlanan DNA dizilerinin PCR ile 

çoğaltılması temeline dayanmaktadır. ISSR markörleri genetik yapı, genetik çeşitlilik, 

filogenetik araştırmalar, gen tespiti, genom haritalama çalışmalarında ve evrimsel 

biyolojide kullanılabilmektedir (Zietkiewicz ve ark., 1994). 

RAPD (Random amplified polymorphic DNA/Rastgele çoğaltılmış DNA polimorfizmi) 

RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), PCR tekniği kullanarak sentetik 

olarak sentezlenmiş primerlerin vasıtasıyla (genelde 10 baz uzunluğunda) yapılan 

tesadüfi DNA parçalarının çoğaltımına dayanan bir tekniktir (Williams ve ark., 1990). 

Kullanılan primerler hem ileri hem geri primer görevi görür ve çoğaltılan DNA 

parçalarının büyüklüğü genelde 0.5–5 kb arasında değişmektedir (Kress ve ark. 2005). 

Polimorfizm, primerlerin bağlanma bölgelerinin çeşitlilik durumu ve buna bağlı olarak 

oluşan farklı uzunluktaki DNA parçacıklarının analizi ile belirlenmektedir (Williams ve 

ark., 1990). 

RAPD markör sisteminin avantajları arasında az miktarda DNA’ya ihtiyaç 

duyması, zaman tasarrufunun yüksek olması, primerlerin tasarımının kolay olması, 

RAPD markörlerinin bütün genoma bol bir şekilde dağılmış olması sayılabilir (Chen ve 

ark. 2015). Fakat RAPD markör sisteminin dezavantajı ise tekrarlanabilirlik durumunun 

az olmasıdır (Kesawat ve Das, 2009). 

RAPD markörleri lokus spesifik olmadıklarından bant verileri lokus veya 

allellerin yorumlanması açısından uygun değildir ve aynı büyüklükteki DNA parçaları 

homolog olmayabilirler (Kesawat ve Das, 2009). 

ITS (Internal Transcribed Spacer/Transkripsiyon İçindeki Ara Parça) 

Transkripsiyon İçindeki Ara Parça (ITS) nükleer ribozamal DNA’nın bitki 

filogenetiği ve DNA barkod analizlerinde en yaygın kullanılan DNA markörlerinden 

birisi olması nedeniyle bitki çekirdek DNA barkodu olarak önerilmiştir (Xu ve ark. 

2015).  ITS bölgesinin, bitkilerin moleküler tanımlanması için etkili ve evrensel bölge 

olduğu bulunmuştur (Yuan ve ark. 2015).  

Nükleer ITS bölgeleri, göreceli olarak yüksek değişkenlikleri ve amplifikasyon 

olanaklarından dolayı geniş bir şekilde sıralanmıştır (Williams ve ark. 1990) 
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ITS bölgeleri (ITS1 veya bunun bir kısmı, ITS2), potansiyel ve yüksek oranda 

interrespesifik ilişki çözünürlüğü nedeniyle, tanıtımlık ve tür seviyelerinde bitki 

moleküler sistematiğinde en yaygın kullanılan DNA fragmanlarından biridir (Hebert ve 

ark. 2003; Kress ve ark. 2005; Valentini ve ark. 2009; Liu ve ark. 2014; Chen ve ark. 

2015; Xu ve ark. 2015; Yuan ve ark. 2015). ITS ilk olarak çiçekli bitkiler için bir 

barkod olarak önerildi, ancak çok sayıda kopya ve anne-babadan farklı aleller, farklı 

türlerin (örneğin simbiyoz yoluyla) DNA kontaminasyonu gibi tamamlanmamış 

eşzamanlı evrimi endişeleri nedeniyle bir süre sonra popülerliğini kaybetmiştir (Schoch 

ve ark. 2012). Tohumlu bitkiler için bu kusurların büyük sorunlara neden olmadığı bir 

temel barkod olarak çoğaltıldığı gösterilmiştir (Hollingsworth 2011; Li ve ark. 2011; 

Song ve ark. 2012). 

Metodolojik çalışmalar, hem biparental kalıtsal nükleer genomdan hem de türdeş 

olmayan kalıtsal plastid genomdan türlerin doğru tanımlanması için bir barkod 

kombinasyonunun kullanılmasının daha etkili veya gerekli olduğunu ve ITS'nin nükleer 

genomdan türlerin tanımlanması için en umut verici aday olduğunu göstermektedir 

(Chase ve Fay 2009; Fazekas ve ark. 2009; Roy ve ark. 2010).  

Klasik bitki ıslah çalışmaları, uzun zaman alan, yüksek emek ve maliyet 

gerektiren çalışmalar olup, melezlemede uygun ebeveynlerin seçilme (seleksiyon) 

aşaması en kritik aşamadır. Islah çalışmalarında kullanılacak ebeveynlerin moleküler 

yöntemlerle genetik benzerlik/farklılıklarının belirlenmesi, uygun ebeveynlerin 

seçiminde büyük avantaj sağlamaktadır. Bu çalışmadan elde edilen veriler, fasulye ıslah 

çalışmalarında kullanılacak ebeveynlerin daha kısa sürede belirlenmesini sağlayacaktır. 

Islah için uygun ebeveynlerin moleküler seleksiyonla belirlenmesi, zaman avantajı 

dışında emek ve maliyet bakımında da tasarruf sağlamaktadır. Ayrıca yeni çeşit 

geliştirme aşamalarında varyasyon oluşturmak hedeflenmektedir. 
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2. MATERYAL ve YÖNTEM 

2.1. Materyal 

 Fasulye, maksimum gelişme için ortalama sıcaklığın 16-24 °C olmasını isteyen 

bir sıcak iklim bitkisidir. En uygun çimlenme sıcaklığı 18- 20°C olup dona karşı çok 

hassas olduğu bilindiğinden çalışmada kullanılacak olan tohumların ekimi ve 

yetiştirilmesi Eskişehir Geçit Kuşağı Tarımsal Araştırma Enstitüsü’nde yapılmıştır. 

Çalışmada kullanılan bitki materyalleri Türkiye’de birçok yörede ekimi yapılan 

29 adet tescilli yerel fasulye çeşidi ve 8 adet çeşit adayı ileri hattır. 

 38. Örnek dış grup olarak belirlenen Phaseolus coccineus dane özelliği bombay 

tipi olan yarı sarılıcı olan çalı fasulyesidir. 

Çizelge 2.1.   Çalışmada kullanılan fasulye çeşit ve hat bilgisi. 

     Fasulye Çeşitleri ve Hatları 

1. Akman-98 

2. Bulduk 

3. Cihan 

4. Gina 

5. Güngör 

6. Karacaşehir-90 

7. Zülbiye 

8. Noyanbey-98 

9. Sururbey 

10. 4F-2409 

11. Akın 

12. Batallı 

13. Muzaffer 

14. Topçu 

15. Karaman 

16. Göynük-98 

17. İstanbul 

18. Aslan/Konya Dermasonu 
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Çizelge 2.1.  (Devam Ediyor)  Çalışmada kullanılan fasulye çeşit ve hat bilgisi. 

19. Aslan/Akman-98 

20. Emerson 

21. Konya Dermasonu/Batallı 

22. Cardinal/Yozgat Barbunyası 

23. CB-929 Cranberry 

24. Ul-1140 

25. Balıkesir Barbunyası 

26. Yalancı Dermason(Erzincan) 

27. (ES-855/4F-2834)-39 

28. Erzurum Şekeri/4F-2813 

29. Aslan/Akman-98//Aslan 

30. 17 SBarBVD-11 

31. 17 SBarBVD-12 

32. 17 SBVD-10 

33. 17 SBVD -14 

34. 17 SBVD-15 

35.  17 SBVD-18 

36.  17 SBVD-19 

37.  17 SBVD-20 

38. Ph-Corh(Phaseolus coccineus) 

2.2. Yöntem  

2.2.1. Tohumların çimlendirilmesi ve yaprak örneklerinin alınması 

Geçit Kuşağı Tarımsal Araştırma Enstitüsü tarafından ekimi yapılıp 

yetiştirilecek olan fasulye çeşitlerinin yaprakları izolasyonu yapılmak üzere her 

genotipten ayrı ayrı olarak steril bisturi yardımıyla bitkinin sağlıklı ve genç 

yapraklarından (0,20 - 0,25 g) DNA izolasyonu için yaprak örneği alınmıştır. 

2.2.2. DNA izolasyonu 

 Klasik DNA izolasyonu yöntemi ile fasulye örneklerinden genomik DNA izole 

etmek için CTAB tamponu kullanılmıştır. 
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CTAB Litik tampon hazırlığı: 

1 gr CTAB 

14 ml 1.4 M NaCl veya 4.095 g toz NaCl 

5 ml 1 M Tris 

2 ml 0.5 M EDTA (EtilenDiamin TetraAsetikasit) 

0.5 g PVP (polyvynil pyrodine) 

 Solüsyonun son hali steril distile su 50 ml'ye ile tamamlanmış ve 120 oC'de 20 

dakika otoklavlanmıştır. Steril edildikten sonra tampona 200 µl β-merkaptoetanol 

eklenmiştir. CTAB ile DNA izolasyon aşamaları ise aşağıdaki şekil ve sırada 

uygulanmıştır; İzolasyona kadar DNA içeriğinin zarar görmemesi için -86 °C’de 

muhafaza edilen yaprak örnekleri derin dondurucudan çıkarılarak sıvı azotta öğütülme 

işlemleri gerçekleştirilmiştir. 

 Çalışmadan önce CTAB (Hexadecyltrimthylammonium bromid) tamponu 

65°C’de ısıtılır ve hazır hale getirilir. 

  Sıvı azotta öğütülmüş 100 mg bitki dokusu 1.5 ml’lik ependorf tüplerine 

alınarak üzerine 1000 µl CTAB tamponu eklenerek homojen hale gelene kadar yavaşça 

pipetlenir. Karışım tüpü 62oC’de 30 dakika inkübe edilir ve belli aralıklarla tüpler alt 

üst edilir. Karışım tüpüne eşit hacimde kloroform: isoamil alkol eklenir ve 10 dakika 

boyunca alt üst edilerek karıştırılır. 

 Karışım 7500 rpm’de 10 dakika santrifüjlenir ve üstte kalan sıvı kısım yeni 

1.5 ml’lik tüpe aktarılır. Aktarılan miktar µl cinsinden kayıt edilir. 

 Aktarılan miktarın 2/3’ü kadar -20°C’de bekletilen isopropanol karışıma 

eklenir, birkaç kez alt üst edildikten sonra -20°C’de 2 saat inkübe edilir. 

 İnkübasyon sonunda karışım tüpü 10 000 rpm’de 10 dk. santrifüjlenir. 

 DNA peleti 300 µl % 70’lik etil alkol ile yıkanır ve çeker ocakta veya açık 

havada kuruyana kadar bekletilir. Kuruyan DNA peleti istenilen DNA 

konsantrasyonuna göre steril deiyonize suda veya TE buffer da çözündürülür (Doyle, J. 

J. ve Doyle J. L. 1987). 

 İzole edilen DNA örneklerinin Nanodrop özellikli Spektrofotometre’de 

miktar ve kalite tayinleri gerçekleştirilmiştir. DNA örneklerinden PCR deneyleri için 

kalıp olarak kullanılmak üzere çalışma solüsyonları hazırlanmıştır. 
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 Bu çalışmada toplamda 38 bitkiden DNA izole edilmiştir. Öncelikle izole edilen 

total DNA örneklerinden 5 µl alınarak % 0.8'lik 80 ml agaroz jelde 90 volt'ta 35 dk. 

yürütülmüş ve ilerleyen çalışmalar için DNA elde edilip edilmediği kontrol edilmiştir. 

2.2.3. Spektrofotometre ile DNA konsantrasyonu, saflık ve kalite tayini  

İzole edilen genomik DNA'ların sonraki basamaklarda kullanımına geçmeden 

önce saflık derecelerinin ve kalite miktarlarının kontrol edilmesi gerekir. Bu amaçla 

genomik DNA'ların Nanodrop Spektrofotometre cihazında 260 ve 280 nm dalga 

boylarında okuması yapılmış, nanogram veya mikrogram cinsinden saflık ve miktarları 

tespit edilmiştir. Bu ölçümlerde izolatların DNA peletleri hangi tampon ile çözülmüş ise 

o tampon kör olarak kullanılmıştır. Ölçümlerde 260 ve 280 dalga boyundaki 1.8' den 

büyük ölçüm sonuçları çalışma için uygun görülmüştür. Spektrofotometre'de okunan 

değerler ile aşağıdaki formüller kullanılarak DNA miktarı saptanmıştır.  

 DNA miktarı= OD260 x dilüsyon katsayısı x 50 µl/ml (2.1) 

2.2.4. ISSR-RAPD-ITS-PCR için kalıp DNA hazırlığı 

Genomik DNA'lardan ISSR-RAPD-ITS-PCR'da kullanmak amacıyla %2'lik 

çalışma solüsyonu hazırlanmıştır. Bundan sonrasında µl'sinde 2ng DNA olacak şekilde 

genomik DNA'lar steril distile su ile seyreltilmiştir. 

2.3. ISSR-PCR Analizleri 

2.3.1. ISSR-PCR hazırlığı ve koşulları 

ISSR-PCR analizi ile Fasulyelerdeki polimorfizmi belirlemek için DNA dizileri 

British Colombia Üniversitesi Biyoteknoloji Laboratuvarından (Kanada) temin edilen 

17 farklı ISSR primeri, Sentromer (İstanbul, Türkiye) firmasına ürettirilmiş ve 

çalışmada kullanılmıştır (Çizelge 2.2).   
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Çizelge 2.2. Kullanılan ISSR primerleri ile ilgili bilgiler. 

 Primer kodu Primerin dizisi (5'…3') TA oC Sonuç 

1 ISSR-01 AGAGAGAGAGAGAGAGG 52.8 Polimorfik 

2 ISSR-02 GAG AGA GAG AGA GAG AT 50.4 Polimorfik 

3 ISSR-03 GTG TGT GTG TGT GTG TC 52.8 Çalışmadı 

4 ISSR-04 ACA CAC ACA CAC ACA CC 52.8 Çalışmadı 

5 ISSR-05 GGG TGG GTT GGG GTG 58.8 Polimorfik 

6 ISSR-06 TCT CTC TCT CTC TCT CG 52.8 Polimorfik 

7 ISSR-07 CTC TCT CTC TCT CTC TA 50.4 Çalışmadı 

8 ISSR-08 CAC ACA CAC ACA CAC AG 50.4 Çalışmadı 

9 ISSR-09 GGA TGG ATG GAT GGA T 49.2 Polimorfik  

10 ISSR-10 GGG TGG GTT GGG GTG 52.8 Çalışmadı 

11 ISSR-11 TGT GTG TGT GTG TGT GA 50.4 Monomorfik 

12 ISSR-12 GTG CGT GCG TGC GTG C 59.4 Polimorfik 

13 ISSR-13 CGA TGG ATG GAT GGA T 49.2 Polimorfik 

14 ISSR-14 GAG AGA GAG AGA GAG AC 52.8 Polimorfik 

15 ISSR-15 CTC TCT CTC TCT CTC TG 52.8 Polimorfik  

16 ISSR-847 CAC ACA CAC ACA CAC ARC 53.7 Polimorfik 

17 ISSR-829 TCT CTC TCT CTC TCT CG 52.8 Çalışmadı 

(Y= (C,T) B= (C,G,T) D= (A,G,T) V= (A,G,C) ) 

 ISSR-PCR deneylerinin gerçekleştirilebilmesi için primerlerin bağlanma 

sıcaklıklarının hesaplanması gerekir. Bu sebeple çalışmalarda kullanılan ISSR 

primerlerin bağlanma sıcaklıkları aşağıdaki formülle hesaplanmıştır: 

 (A+T baz sayıları) x 2 oC + (G+C baz sayıları) x 4 oC = TA 
oC (2.2) 

 ISSR-PCR reaksiyonları 25 µl’lik hacimde 1X Taq Buffer, 2 µM MgCl2, 2.5 µM 

dNTP, 2.5 µM primer, 4 ng kalıp DNA ve 1U Taq polimeraz enzimi (Fermantas, 

Amerika) kullanılarak hazırlanmıştır. Bu reaksiyonlarda kullanılan PCR bileşen ve 

miktarları Çizelge 2.3'te verilmiştir. 



21 

 

Çizelge 2.3. Kullanılan ISSR-PCR bileşenleri ve miktarları. 

Bileşen Miktar 

dH2O 14.8 µl 

10X Taq Buffer  2.5 µl (1x) 

25mM MgCl2 1.5 µl (2.5 µM) 

2.5mM dNTP 2 µl (2.5 µM) 

2.5mM Primer 2 µl (2.5 µM) 

Kalıp DNA 2 µl (4 ng) 

Taq Polimeraz  0.2 µl 

Toplam 25 µl 

PCR reaksiyonları Çizelge 2.4'te verilen koşullarda 96-Well 

Thermal Cycler cihazı kullanılarak gerçekleştirilmiştir. 

Çizelge 2.4. ISSR-PCR uygulama protokolü. 

 Döngü 

Sayısı 

Sıcaklık (˚C) Süre 

Başlangıç Denatürasyonu 1 95 4 dk. 

Denatürasyon  

45 

94 45 sn. 

Bağlanma 49.2-60.5 45 sn. 

Uzama 72 90 sn. 

Final Uzaması 1 72 7 dk. 

2.3.2. Agaroz jel elektroforezi ile ISSR-PCR ürünlerinin yürütülmesi 

 Oluşan ISSR-PCR ürünleri yatay jel elektroforezi (Thermo, Midicell Promo) ile 

% 1.2'lik agaroz jel üzerinde ayrılmıştır. Agaroz jeller 5X TBE stok tamponunun 

seyreltilmesi ile elde edilen 0.5X TBE tamponu ile hazırlanmıştır. Uygun bir erlen 

içinde 0.5X TBE tampon ile birlikte kaynatılan % 1.2'lik agaroz katılaşmadan önce 

10X'lik 7 µl etidyum bromid ilave edilerek karıştırılmış ve jel tablasına dökülmüştür. 

 PCR ürünleri her bir kuyucuğa 9 µl örnek 1 µl yükleme tamponu olmak üzere 10 

µl yüklenmiş ve 90 V'ta 70 dk. yürütülmüştür.  
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Bant büyüklüklerinin belirlenmesi amacıyla her jelde ilk ve son kuyucuklara 100 bç'lik 

DNA ladder (Fermentas) yüklenmiştir (Şekil 2.1 ). 

 

Şekil 2.1. A) Fermantas gene ruler 100 bç DNA ladder plus. B) Fermentas gene ruler 1 

kb DNA ladder 

2.3.3. ISSR-PCR ürünlerinin görüntülenmesi ve değerlendirilmesi 

 Agaroz jel elektroforezinde yürütme işleminden sonra oluşan bant profilleri UV 

translimünatörü altında gözlemlenmiş ve Uvitec marka jel dökümantasyon sistemi 

kullanılarak fotoğraflanmıştır. Bant büyüklükleri şekil 2.1'deki 100 bç'lik DNA ladder 

(Fermentas) markör ile kıyaslanarak değerlendirilmiştir. 

2.3.4. ISSR-PCR sonuçlarının biyoinformatik analizi 

 Jel fotoğrafları üzerindeki her bir ISSR bandı için Phoretix1DPro Software 

(Non-linearDynamics) programı yardımıyla, var (1) ya da yok (0) ikili matrisleri 

oluşturulmuştur.  

Bu veriler kullanılarak çeşitler arasındaki genetik benzerlik değerleri Jaccard indeksi 

belirlenmiş ve UPGMA (unweighted pair group method with arithmetic mean) 

programıyla çeşitler arasındaki genetik ilişkileri gösteren dendrogram elde edilmiştir. 

Phoretix1DPro programı kullanılarak elde edilen binary data, UPGMA (unweighted 

pair group method with arithmetic mean) yöntemi (http://genomes.urv.cat/UPGMA/) 

kullanılarak Jaccard benzerlik ve mesafe verileri elde edilmiştir. Bu verilerle oluşturulan 

Newick formatındaki bilgi, MEGA 6.0 programı yardımıyla filogenetik ağaçlar 

oluşturulmuştur. 
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2.4. RAPD-PCR Analizleri 

2.4.1. RAPD PCR hazırlığı ve koşulları 

 RAPP-PCR analizi ile fasulyelerdeki polimorfizmi belirlemek için DNA dizileri 

British Colombia Üniversitesi Biyoteknoloji Laboratuvarından (Kanada) temin edilen 

15 farklı RAPD primeri, Sentromer (İstanbul, Türkiye) firmasına ürettirilmiş ve 

çalışmada kullanılmıştır (Çizelge 2.5).  

Çizelge 2.5. Kullanılan RAPD primerleri ile ilgili bilgiler. 

 Primer kodu Primerin dizisi (5'…3') TA oC Sonuç 

1 OPD-01 ACCGCGAAGG 32 Polimorfik 

2 OPC-04 CCGCATCTAC 32 Çalışmadı  

3 P21 ACGGTGCCTG 34 Polimorfik 

4 P5 AACGCGCAAC 32 Polimorfik 

5 P17 GTAGCACTCC 32 Polimorfik 

6 P23 CGC CCA AGC C 32 Polimorfik 

7 P24 CGC CCT GGT C 34 Polimorfik 

8 P11 GGCCGATGAT 32 Polimorfik 

9 P13 ACCGCCTTGT 32 Polimorfik 

10 P16 TGGTGGCCTT 32 Polimorfik 

11 P14 CAGCACTGAC 32 Polimorfik 

12 OPB-17 AGGGAACGAG 33 Polimorfik 

13 OPD-07 TTGGCACGGG 38 Polimorfik 

14 OPB-20 GGA CCC TTA C 32 Çalışmadı 

15 P9 GGGAAGAGAG 32 Çalışmadı 

(Y= (C,T) B= (C,G,T) D= (A,G,T) V= (A,G,C)  
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Çizelge 2.6. RAPD-PCR bileşenleri ve miktarları. 

Bileşen Miktar 

dH2O 11.8 µl 

10X Taq Buffer  2.5 µl (1x) 

25mM MgCl2 1.5 µl (1.5 mM) 

2.5mM DNTP 2 µl (0.5 mM) 

2.5mM Primer 4 µl (0.4 µM) 

Kalıp DNA 3 µl (6 ng) 

Taq Polimeraz  0.2 µl 

Toplam 25 µl 

PCR reaksiyonları Çizelge 2.6'da verilen koşullarda 96-Well 

Thermal Cycler cihazı kullanılarak gerçekleştirilmiştir. 

Çizelge 2.7. RAPD-PCR uygulama protokolü. 

 Döngü 

Sayısı 

Sıcaklık (˚C) Süre 

Başlangıç Denatürasyonu 1 95 4 dk. 

Denatürasyon  

45 

94 55 sn. 

Bağlanma 30-34 60 sn. 

Uzama 72 90 sn. 

Final Uzaması 1 72 7 dk. 

2.4.2. Agaroz jel elektroforezi ile RAPD-PCR ürünlerinin yürütülmesi 

 Oluşan RAPD-PCR ürünleri yatay jel elektroforezi (Thermo, Midicell Promo) 

ile % 1.2'lik agaroz jel üzerinde ayrılmıştır. Agaroz jeller 5X TBE stok tamponunun 

seyreltilmesi ile elde edilen 0.5X TBE tamponu ile hazırlanmıştır. Uygun bir erlen 

içinde 0.5X TBE tampon ile birlikte kaynatılan % 1.2'lik agaroz katılaşmadan önce 

10X'lik 2 µl etidyum bromid ilave edilerek karıştırılmış ve jel tablasına dökülmüştür. 

 PCR ürünleri her bir kuyucuğa 6 µl örnek 1 µl yükleme tamponu olmak üzere 

7µl yüklenmiş ve 85 Volt'ta 75 dk. yürütülmüştür.  
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Bant büyüklüklerinin belirlenmesi amacıyla her jelde ilk ve son kuyucuklara 100 bç'lik 

DNA ladder (Fermentas) yüklenmiştir (Şekil 2.1). 

2.4.3. RAPD-PCR ürünlerinin görüntülenmesi ve değerlendirilmesi 

 Agaroz jel elektroforezinde yürütme işleminden sonra oluşan bant profilleri UV 

translimünatörü altında gözlemlenmiş ve Uvitec marka jel dökümantasyon sistemi 

kullanılarak fotoğraflanmıştır. Bant büyüklükleri şekil 2.1'deki 100 bç'lik DNA ladder 

(Fermentas) markör ile kıyaslanarak değerlendirilmiştir. 

2.4.4. RAPD-PCR sonuçlarının biyoinformatik analizi 

 Jel fotoğrafları üzerindeki her bir RAPD bandı için Phoretix1DPro Software 

(Non-linearDynamics) programı yardımıyla, var (1) ya da yok (0) ikili matrisleri 

oluşturulmuştur. Bu veriler kullanılarak çeşitler arasındaki genetik benzerlik değerleri 

Jaccard indeksi belirlenmiş ve UPGMA yöntemi (http://genomes.urv.cat/UPGMA/) 

kullanılarak Jaccard benzerlik ve mesafe verileri elde edilmiştir. Bu verilerle oluşturulan 

Newick formatındaki bilgi, MEGA 6.0 programı yardımıyla filogenetik ağaçlar 

oluşturulmuştur. 

2.5. ITS-PCR Analizleri 

2.5.1. ITS-PCR Hazırlığı ve Koşulları 

ITS bölgesinin tamamı için bitki spesifik ve üniversal primerler olan ITS-u1 

(ileri) 5'GGAAGKARAAGTCGTAACAAGG-3' ve ITS-u4 (geri) 5'- 

RGTTTCTTTTCCTCCGCTTA-3' primerleri kullanılmıştır (TAO C. ve ark., 2006).  

Primerler Investment Management (Colombia) firması tarafından temin edilmiştir. 

 ITS-PCR uygulamalarının gerçekleştirilebilmesi için primerlerin bağlanma 

sıcaklıklarının belirlenmesi gerekir. Bu amaçla çalışmalarda kullanılan ITS primerlerin 

bağlanma sıcaklıkları aşağıdaki formülle hesaplanmıştır ve belirlenen primerler için 

bağlanma sıcaklığı 55 ˚C olarak belirlenmiştir.  

ITS-PCR reaksiyonları 25 µl ve 12.5 µl'lik hacimlerde 1X Taq Buffer, 2 µM 

MgCl2, 2.5 µM dNTP, 2.5 µM primer, 20 ng kalıp DNA ve 1U Taq polimeraz enzimi 

(Fermantas, Amerika) kullanılarak hazırlanmıştır. Her bir primer için hazırlanan negatif 

kontrol reaksiyonlara eklenmiştir. Bu reaksiyonlarda kullanılan PCR bileşen ve 

miktarları Çizelge 2.8'te verilmiştir. 
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Çizelge 2.8. Kullanılan ITS-PCR bileşenleri ve miktarları. 

Bileşen Miktar 

dH2O 11.8 µl 

10X Taq Buffer  2.5 µl (1x) 

25mM MgCl2 1.5 µl (2.5 µM) 

2.5mM DNTP 2 µl (2.5 µM) 

2.5mM Primer 

2.5mM Primer 

2.5 µl (2.5 µM) 

2.5 µl (2.5 µM) 

Kalıp DNA 2 µl (20 ng) 

Taq Polimeraz  0.2 µl 

Toplam 25 µl 

PCR reaksiyonları Çizelge 2.6'da verilen koşullarda 96-Well 

Thermal Cycler cihazı kullanılarak gerçekleştirilmiştir. 

Çizelge 2.9. ITS-PCR uygulama protokolü. 

 

 

2.5.2. Agaroz jel elektroforezi ile ITS-PCR ürünlerinin yürütülmesi 

 Oluşan ITS-PCR ürünleri yatay jel elektroforezi (Thermo, Midicell Promo) ile % 

1.2'lik agaroz jel üzerinde ayrılmıştır. Agaroz jeller 5X TBE stok tamponunun 

seyreltilmesi ile elde edilen 0.5X TBE tamponu ile hazırlanmıştır. Uygun bir erlen 

içinde 0.5X TBE tampon ile birlikte kaynatılan % 1.2'lik agaroz katılaşmadan önce 

10X'lik 7 µl etidyum bromid ilave edilerek karıştırılmış ve jel tablasına dökülmüştür. 

 

 Döngü 

Sayısı 

Sıcaklık (˚C) Süre 

Başlangıç Denatürasyonu 1 95 4 dk. 

Denatürasyon  

34 

94 30 sn. 

Bağlanma 55 40 sn. 

Uzama 72 55 sn. 

Final Uzaması 1 72 10 dk. 
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PCR ürünleri her bir kuyucuğa 6 µl örnek 1 µl yükleme tamponu olmak üzere 7 

µl yüklenmiş ve 90 V'ta 75 dk. yürütülmüştür. Bant büyüklüklerinin belirlenmesi 

amacıyla her jelde ilk ve son kuyucuklara 100 bç'lik DNA ladder (Fermentas) 

yüklenmiştir (Şekil 2.1). 

2.5.3. ITS-PCR ürünlerinin görüntülenmesi ve değerlendirilmesi 

 Agaroz jel elektroforezinde yürütme işleminden sonra oluşan bant profilleri UV 

translimünatörü altında gözlemlenmiş ve 212 Pro Gel logic marka jel dökümantasyon 

sistemi kullanılarak fotoğraflanmıştır. Bant büyüklükleri şekil 2.1'deki 100 bç'lik DNA 

ladder (Fermentas) markör ile kıyaslanarak değerlendirilmiştir. 

 ITS PCR’ı sonucu elde edilen ürünler kesim enzimleriyle kesilmek üzere kalıp 

olarak kullanılmak üzere -20 ˚C’de saklanmıştır. 

Çizelge 2.10. ITS-PCR ürünlerinin HindIII Restriksiyon Enzimi ile Kesim Protokolü. 

 

  

 

 

60 dk 37 ˚C’ye ayarlanan PCR cihazı yardımıyla kesim gerçekleştirilmiştir. 

Çizelge 2.11. ITS-PCR ürünlerinin BamHI Restriksiyon Enzimi ile Kesim Protokolü. 

Bileşen Miktar 

dH2O 

10X Buffer 

14 µl 

5 µl 

PCR ürünü 10 µl  

BamHI kesim enzimi  1 µl 

Toplam 30 µl 

30 dk 37 ˚C’ye ayarlanan PCR cihazı yardımıyla kesim gerçekleştirilmiştir. 

Bileşen Miktar 

dH2O 

10X Buffer 

14.5 µl 

5 µl 

PCR ürünü 10 µl  

HINDIII kesim enzimi  0.5 µl 

Toplam 30 µl 
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Çizelge 2.12. ITS-PCR ürünlerinin AluI Restriksiyon Enzimi ile Kesim Protokolü. 

Bileşen Miktar 

dH2O 

10X Buffer 

14 µl 

5 µl 

PCR ürünü 10 µl  

AluI kesim enzimi  1 µl 

Toplam 30 µl 

30 dk 37 ˚C’ye ayarlanan PCR cihazı yardımıyla kesim gerçekleştirilmiştir. 

Çizelge 2.13. ITS-PCR ürünlerinin SmaI Restriksiyon Enzimi ile Kesim Protokolü. 

Bileşen Miktar 

dH2O 

10X Buffer 

14.5 µl 

5 µl 

PCR ürünü 10 µl  

SmaI kesim enzimi  0.5 µl 

Toplam 30 µl 

30 dk 25 ˚C’ye ayarlanan PCR cihazı yardımıyla kesim gerçekleştirilmiştir. 

Çizelge 2.14. ITS-PCR ürünlerinin EcoRI Restriksiyon Enzimi ile Kesim Protokolü 

Bileşen Miktar 

dH2O 

10X Buffer 

14 µl 

5 µl 

PCR ürünü 10 µl  

EcoRI kesim enzimi  1 µl 

Toplam 30 µl 

30 dk 37 ˚C’ye ayarlanan PCR cihazı yardımıyla kesim gerçekleştirilmiştir. 



29 

 

2.5.4 ITS-PCR Kesim Sonuçlarının Biyoinformatik Analizi 

 Jel fotoğrafları üzerindeki her bir ITS-PCR kesim bandı için Phoretix1DPro 

Software (Non-linearDynamics) programı yardımıyla, var (1) ya da yok (0) ikili 

matrisleri oluşturulmuştur. Phoretix1DPro programı kullanılarak elde edilen binary 

data, UPGMA yöntemi (http://genomes.urv.cat/UPGMA/) kullanılarak Jaccard 

benzerlik ve mesafe verileri elde edilmiştir. Bu verilerle oluşturulan Newick 

formatındaki bilgi, MEGA 6.0 programı yardımıyla filogenetik ağaçlar oluşturulmuştur. 
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3. BULGULAR 

3.1. Fasulye (Phaseolus vulgaris L.) Genomik DNA İzolasyonu 

 Çalışmamızda moleküler biyoloji tekniklerinin uygulanabilmesi için öncelikle 

yüksek molekül ağırlıklı DNA molekülünün saf bir şekilde elde edilmesi gerekmektedir. 

Bu amaçla çalışmamızın genelinde kullanmak için 38 adet fasulye çeşit ve hatlarının 

özenli bir şekilde sıvı azotta öğütülmüşlerdir. Öğütülen fasulye yapraklarından 100-200 

mg alınarak CTAB yöntemi ile genomik DNA izolasyonu gerçekleştirilmiştir (Doyle ve 

Doyle, 1987). İzolasyon sonunda elde ettiğimiz genomik DNA'lardan 5 µl alınarak % 

0.8'lik 100 ml agaroz jelde 90 V'ta 35 dk. yürütülüp ilerleyen çalışmalar için DNA elde 

edilip edilmediği kontrol edilmiştir  

3.2. Genomik DNA'nın Spektrofotometre'de Ölçümü, Miktar ve Saflık Tayini 

 Çalışmamızda bir sonraki aşamaya geçmeden önce jelde parlak tek bir bant 

olarak görülen fasulye ‘ye ait DNA'ların Shimadzu marka Bio-Spec-nano Micro-

Volume Spektrofotometre'de saflık ve miktar tayinleri yapılmıştır (Çizelge 3.1). 

Nükleik asitler ışığı en iyi 260-280 nm boyunda absorbe ettiklerinden, ölçümler bu 

dalga boyunda yapılmıştır. Bu dalga boydaki ölçümler DNA'nın saflığını yani kalitesini 

göstermektedir. Ölçüm sonucunda 1.8-2.0 arasındaki değerler saf olarak kabul 

edilmiştir. Çalışmada DNA örneklerinin saflık değerleri 1.8-2.0 arasında ölçülmüştür 

oldukça saf DNA örnekleri elde edilmiştir.  
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Çizelge 3.1. Fasulye örneklerinden izole edilmiş genomik DNA'ların miktar ve saflık 

ölçüm sonuçları. 

Fasulye örnekleri Saflık (260/280 nm) DNA miktarı (Ng/µl) 

Akman-98 1.8 1046 

Bulduk 1.9 1094,2 

Cihan 

Gina 

Güngür 

1.8 

1.8 

1.9 

2058,3 

2052.7 

1985.6 

Karacaşehir-90 2.0 1073,5 

Zülbiye 

Novanbey-98 

Sururbey 

4F-2409 

Akın 

Batallı 

Muzaffer 

Topçu 

Karaman 

Göynük-98 

İstanbul 

Aslan/Konya Dermasonu 

Aslan/Akman-98 

Emerson 

Konya dermasonu/Batallı 

Cardinal Yozgat barbunyası 

2,0 

1.8 

1.8 

1.9 

1.9 

1.9 

2.0 

1.9 

2.0 

2.0 

1.8 

1.8 

1.8 

1.8 

2.0 

2.0 

2335 

1574 

1652.5 

1542.4 

1542.5 

1540.2 

1487 

1250 

1258.5 

1548.7 

1995.2 

2004.7 

1987.5 

1874.9 

1756.5 

1750.1 

CB-929 Cranberry 1.8 1038,8 

UI-1140 2.0 1051,1 

Balıkesir Barbunyası 

Yalancı Dermason(Erzincan) 

Es-855/4F2834-39 

2.0 

1.8 

1.8 

1304 

1564.7 

1525 

Erzurum Şekeri/4F-2813 2.0 1374,9 

Aslan/Akman-98/aslan 

17SBarBVD-11 

2.0 

1.9 

1341,4 

60 

17-SBarBVD-12 2.0 50 

17-SBVD-10 1.9 45 

17-SBVD-14 

17-SBVD-15 

17-SBVD-18 

17-SBVD-19 

17-SBVD-20 

Ph. Corh 

1.9 

2.0 

2.0 

1.9 

1.9 

1.9 

87 

32 

51 

131 

45 

136 

3.3. ISSR-RAPD-ITS-PCR için Kalıp DNA Hazırlığı 

 İstenilen saflık ve miktarda genomik DNA'lar elde edildikten sonra, polimeraz 

zincir reaksiyonlarında kullanılabilmesi için seyreltme işlemi gerçekleştirilmelidir.  
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Çünkü hazırlayacağımız kalıp solüsyonda total DNA miktarının yoğun olması ISSR ve 

RAPD-PCR'da kullanılan primerlerin hedef DNA'ya bağlanamamasına neden olur ve 

dolayısıyla ürün oluşumu engellenmiş olur.. Hazırlanacak kalıp solüsyondaki genomik 

DNA miktarının az olması ise yetersiz miktarda ürün oluşması ile sonuçlanır. Bundan 

yüzden izole ettiğimiz DNA'lardan µl'de 2 ng olacak şekilde kalıp DNA çalışma 

solüsyonları hazırlanmıştır. Ayrıca reaksiyon içindeki kalıp DNA'nın azlığı ya da 

fazlalığı da elde edilen PCR ürün sayısını ve netliğini etkilemektedir. Bu çalışmada en 

iyi PCR sonucu çalışma solüsyonundan; 25 µl'lik kurulan reaksiyonlara 2 µl (4ng) kalıp 

DNA kullanılarak elde edilmiştir.  

ITS-PCR’da kullanılan primerlerin hedef DNA’ya bağlanabilmesi için µl'de 10 

ng DNA olacak şekilde kalıp DNA çalışma solüsyonları hazırlanmıştır.  

Bu çalışmada en iyi PCR sonucu çalışma solüsyonlarından; 25 µl'lik kurulan 

reaksiyonlara 2 µl (20ng) kalıp DNA kullanılarak elde edilmiştir. 

3.4. ISSR-PCR Sonuçları ve Polimorfizm Bilgi İçeriğinin Hesaplanması 

Aşağıdaki şekillerde fasulye ‘de oluşan çeşitliliği görebilmek adına yapılan 

ISSR-PCR deneylerinin jel görüntüleri görülmektedir, bu şekillerde M: markör 

(Fermantas Gene Ruler 100 bç DNA ladder Plus), olarak 100-3000 bç arasında bant 

veren DNA ladder kullanıldığı görülmektedir (Şekil 3.1).  

ISSR primerileri kullanılarak oluşan bant profilleri büyüklüklerinin belirlenmesi ve 

çeşitliliği tanımlayabilmek adına tanımlayıcı bir markörle karşılaştırılmıştır. 
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Şekil 3.1: ISSR-01 numaralı primer ile kurulan PCR deneyinin jel görüntüsü. M: 

Markör. 

 

Şekil 3.2: ISSR-01 numaralı primer ile oluşan bant profilleri. M: Markör 

 ISSR-01 primeri ile yapılan PCR sonucunda elde edilen 26 adet bantın tamamı 

polimorfik olarak elde edilmiş ve polimorfizm oranı % 100 bulunmuştur. 

 

Şekil 3.3: ISSR-02 numaralı primer ile kurulan PCR deneyinin jel görüntüsü. M 

:Markör. 
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Şekil 3.4: ISSR-02 numaralı primer ile oluşan bant profilleri. M: Markör. 

 ISSR-02 primeri ile yapılan PCR sonucunda elde edilen 21 adet bantın tamamı 

polimorfik olarak elde edilmiş ve polimorfizm oranı % 100 bulunmuştur. 

 

Şekil 3.5: ISSR-05 numaralı primer ile kurulan PCR deneyinin jel görüntüsü. M 

:Markör. 

 

Şekil 3.6: ISSR-05 numaralı primer ile oluşan bant profilleri. M: Markör. 
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ISSR-05 primeri ile yapılan PCR sonucunda elde edilen 16 adet bantın tamamı 

polimorfik olarak elde edilmiş ve polimorfizm oranı % 100 bulunmuştur. 

 

Şekil 3.7: ISSR-06 numaralı primer ile kurulan PCR deneyinin jel görüntüsü. M 

:Markör. 

 

Şekil 3.8: ISSR-6 numaralı primer ile oluşan bant profilleri. M: Markör. 

 ISSR-06 primeri ile yapılan PCR sonucunda elde edilen 25 adet bantın tamamı 

polimorfik olarak elde edilmiş ve polimorfizm oranı % 100 bulunmuştur. 
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Şekil 3.9: ISSR-09 numaralı primer ile kurulan PCR deneyinin jel görüntüsü. M 

:Markör. 

 

Şekil 3.10: ISSR-09 numaralı primer ile oluşan bant profilleri. M: Markör 

 ISSR-09 primeri ile yapılan PCR sonucunda elde edilen 5 adet bantın 4 tanesi 

polimorfik 1 tanesi monomorfik olarak elde edilmiş ve polimorfizm oranı % 80 

bulunmuştur. 

 

Şekil 3.11: ISSR11 numaralı primer ile kurulan PCR deneyinin jel görüntüsü. 

M:Markör. 
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Şekil 3.12: ISSR-11 numaralı primer ile oluşan bant profilleri. M: Markör. 

 ISSR-11 primeri ile yapılan PCR sonucunda elde edilen 1 adet bantın tamamı 

monomorfik olarak elde edilmiş ve polimorfizm oranı % 0 bulunmuştur. 

 

Şekil 3.13: ISSR12 numaralı primer ile kurulan PCR deneyinin jel görüntüsü. 

M:Markör. 

 

Şekil 3.14: ISSR-12 numaralı primer ile oluşan bant profilleri. M: Markör. 
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 ISSR-12 primeri ile yapılan PCR sonucunda elde edilen 5 adet bant  polimorfik 

1 bant monomorfik olarak bulunmuş ve polimorfizm oranı % 16.66 bulunmuştur. 

 

Şekil 3.15: ISSR13 numaralı primer ile kurulan PCR deneyinin jel görüntüsü. 

M:Markör. 

 

Şekil 3.16: ISSR-13 numaralı primer ile oluşan bant profilleri. M: Markör 
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 ISSR-13 primeri ile yapılan PCR sonucunda elde edilen 26 adet bantın tamamı 

polimorfik olarak elde edilmiş ve polimorfizm oranı % 100 bulunmuştur. 

 

Şekil 3.17: ISSR14 numaralı primer ile kurulan PCR deneyinin jel görüntüsü. 

M:Markör. 

 

Şekil 3.18: ISSR14 numaralı primer ile oluşan bant profilleri. M: Markör 

ISSR-14 primeri ile yapılan PCR sonucunda elde edilen 30 adet bantın tamamı 

polimorfik olarak elde edilmiş ve polimorfizm oranı % 100 bulunmuştur. 
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Şekil 3.19: ISSR15 numaralı primer ile kurulan PCR deneyinin jel görüntüsü. 

M:Markör 

 

 

 

Şekil 3.20: ISSR-15 numaralı primer ile oluşan bant profilleri. M: Markör. 

 ISSR-15 primeri ile yapılan PCR sonucunda elde edilen 13 adet bantın tamamı 

polimorfik olarak elde edilmiş ve polimorfizm oranı % 100 bulunmuştur. 

 

Şekil 3.21: ISSR-847 numaralı primer ile kurulan PCR deneyinin jel görüntüsü. 

M:Markör 
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Şekil 3.22: ISSR-847 numaralı primer ile oluşan bant profilleri. M: Markör. 

 ISSR-847 primeri ile yapılan PCR sonucunda elde edilen 24 adet bantın 23 

tanesi polimorfik 1 tanesi monomorfik olarak elde edilmiş ve polimorfizm oranı % 

95,83 bulunmuştur. 

Polimorfizm Bilgi İçeriği: 

Fasulye örneklerinden evrimsel genetik çeşitliliğinin belirlenmesi ve tanımlanması için 

17 ISSR primeri taranmış (Çizelge 2.2) ve bu primerlerden 11'i ISSR-PCR yönteminde 

kullanılmış ve sonuç elde edilmiştir. 

 PCR sonuçlarına göre toplamda 193 bant elde edilmiş olup bu bantlardan 190 

tanesi polimorfik, 3 tanesi ise monomorfik yapıda görüntülenmiştir (Çizelge 3.2). 

Kullanılan primerlerden en fazla bantlaşma oranı 30 bant ile ISSR-14 no.'lu primerde 

görülürken, en düşük bantlaşma ise ISSR 11 numaralı primerde 1 bant olarak 

belirlenmiştir 

 Oluşan bant profilleri Phoretix1DPro programına göre var (1) ya da yok (0) 

şeklinde değerlendirildikten sonra genetik benzerlik indeksi Jaccard eşitliği 

hesaplanmıştır (ek 1). 

 Jaccard benzerlik değerlerinden yola çıkarak bir dendrogram elde edilmiştir. 

Soyağacının (filogenetik Ağaç) elde edilmesinde UPGMA analizi kullanılmıştır (Şekil 

3.23) 
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Çizelge 3.2. Kullanılan ISSR primerleri sonucu Fasulye çeşit ve hatlarında elde edilen 

bantlaşma sonuçları ve polimorfizm oranları. 

Primer no Toplam 

bant 

sayısı 

Polimorfik 

bant sayısı 

Monomorfik 

bant sayısı 

Polimorfizm 

oranı (%) 

      ISSR-01 26 26 - 100 

 ISSR-02 

ISSR-05 

ISSR-06 

ISSR-09 

ISSR-11 

 ISSR-12 

ISSR-13 

ISSR-14 

ISSR-15 

 ISSR-847 

21 

16 

13 

5 

1 

6 

26 

    30 

25 

24 

21 

16 

13 

4 

0 

6 

26 

30 

25 

23 

- 

- 

- 

1 

1 

- 

- 

- 

- 

1 

100 

100 

100 

80 

0 

100 

100 

100 

100 

95,83 

  Toplam    193            190           3          98,444 
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Şekil 3.23. Fasulye çeşit ve hatlarında ISSR primerleri kullanılarak oluşan bant 

profilleri ile elde edilen dendrogram. 
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3.5. RAPD-PCR Sonuçları ve Polimorfizm Bilgi İçeriğinin Hesaplanması 

Aşağıdaki şekillerde Fasulye ‘de oluşan çeşitliliği görebilmek adına yapılan 

RAPD-PCR deneylerinin jel görüntüleri görülmektedir, bu şekillerde M: markörü 

(Fermantas Gene Ruler 100 bç DNA ladder Plus), (Çizelge 2.1). RAPD primerileri 

kullanılarak oluşan bant profilleri büyüklüklerinin belirlenmesi ve çeşitliliği 

tanımlayabilmek adına tanımlayıcı bir markörle karşılaştırılmıştır. 

 

Şekil 3.24. RAPD-OPD-01 numaralı primer ile elde edilen jel görüntüsü. M: Markör 

 

Şekil 3.25. RAPD-OPD-01 numaralı primer ile oluşan bant profilleri. M: Markör 

 OPD-01 primeri ile yapılan PCR sonucunda elde edilen 26 adet bantın tamamı 

polimorfik olarak elde edilmiş ve polimorfizm oranı % 100 bulunmuştur. 
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Şekil 3.26: RAPD-OPB-17 numaralı primer ile elde edilen jel görüntüsü. M: Markör. 

 

Şekil 3.27:  RAPD-OPB-17 numaralı primer ile oluşan bant profilleri. M: Markör. 

 OPB-17 primeri ile yapılan PCR sonucunda elde edilen 28 adet bantın tamamı 

polimorfik olarak elde edilmiş ve polimorfizm oranı % 100 bulunmuştur. 

 

Şekil 3.28: RAPD-OPD-07 numaralı primer ile elde edilen jel görüntüsü. M: Markör 
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Şekil 3.29: RAPD-OPD-07 numaralı primer ile oluşan bant profilleri. M: Markör 

 OPD-07 primeri ile yapılan PCR sonucunda elde edilen 18 adet bantın 17’si 

polimorfik 1’monomorfik olarak elde edilmiş ve polimorfizm oranı % 97,55 

bulunmuştur. 

 

Şekil 3.30: RAPD-P5 numaralı primer ile elde edilen jel görüntüsü. M: Markör 

 

Şekil 3.31: RAPD-P5 numaralı primer ile oluşan bant profilleri. M: Markör 
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 P5 primeri ile yapılan PCR sonucunda elde edilen 22 adet bantın tamamı 

polimorfik olarak elde edilmiş ve polimorfizm oranı % 100 bulunmuştur. 

 

Şekil 3.32: RAPD-P11 numaralı primer ile elde edilen jel görüntüsü. M: Markör 

 

Şekil 3.33:  RAPD-P11 numaralı primer ile oluşan bant profilleri. M: Markör 

 P11 primeri ile yapılan PCR sonucunda elde edilen 12 adet bantın 10 tanesi 

polimorfik 2’monomorfik olarak elde edilmiş ve polimorfizm oranı % 83,33 

bulunmuştur. 



48 

 

 

Şekil 3.34: RAPD-P13 numaralı primer ile elde edilen jel görüntüsü. M: Markör 

 

Şekil 3.35: RAPD-P13 numaralı primer ile oluşan bant profilleri. M: Markör 

 P13 primeri ile yapılan PCR sonucunda elde edilen 30 adet bantın tamamı 

polimorfik olarak elde edilmiş ve polimorfizm oranı % 100 bulunmuştur. 

 

Şekil 3.36:  RAPD-P14 numaralı primer ile elde edilen jel görüntüsü. M: Markör 
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Şekil 3.37:  RAPD-P14 numaralı primer ile oluşan bant profilleri. M: Markör 

 P14 primeri ile yapılan PCR sonucunda elde edilen 22 adet bantın tamamı 

polimorfik olarak elde edilmiş ve polimorfizm oranı % 100 bulunmuştur. 

 

Şekil 3.40: RAPD-P16 numaralı primer ile elde edilen jel görüntüsü. M: Markör 

 
Şekil 3.41: RAPD-P16 numaralı primer ile oluşan bant profilleri. M: Markör 
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 P16 primeri ile yapılan PCR sonucunda elde edilen 15 adet bantın 14 tanesi 

polimorfik 1 tanesi monomorfik olarak elde edilmiş ve polimorfizm oranı % 93,33 

bulunmuştur. 

 

Şekil 3.42: RAPD-P17 numaralı primer ile elde edilen jel görüntüsü. M: Markör 

 

Şekil 3.43. RAPD-P17 numaralı primer ile oluşan bant profilleri. M: Markör 

 P17 primeri ile yapılan PCR sonucunda elde edilen 17 adet bantın 16 tanesi 

polimorfik 1 tanesi monomorfik olarak elde edilmiş ve polimorfizm oranı % 94,11 

bulunmuştur. 



51 

 

 

Şekil 3.44: RAPD-P21 numaralı primer ile elde edilen jel görüntüsü. M: Markör 

 

Şekil 3.45: RAPD-P21  numaralı primer ile oluşan bant profilleri. M: Markör 

 P21 primeri ile yapılan PCR sonucunda elde edilen 29 adet bantın 28 tanesi 

polimorfik 1 tanesi monomorfik olarak elde edilmiş ve polimorfizm oranı % 96,55 

bulunmuştur. 
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Şekil 3.38. RAPD-P23 numaralı primer ile elde edilen jel görüntüsü. M: Markör 

Şekil 3.39: RAPD-P23 numaralı primer ile oluşan bant profilleri. M: Markör 

P23 primeri ile yapılan PCR sonucunda elde edilen 16 adet bantın tamamı polimorfik 

olarak elde edilmiş ve polimorfizm oranı % 100 bulunmuştur.  

Şekil 3.46:  RAPD-P24 numaralı primer ile elde edilen jel görüntüsü. M: Markör 
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Şekil 3.47:  RAPD-P24  numaralı primer ile oluşan bant profilleri. M: Markör 

 P24 primeri ile yapılan PCR sonucunda elde edilen 12 adet bantın 11 tanesi 

polimorfik 1 tanesi monomorfik olarak elde edilmiş ve polimorfizm oranı % 91,66 

bulunmuştur. 

Polimorfizm Bilgi İçeriği: 

Fasulye örneklerinden evrimsel genetik çeşitliliğinin belirlenmesi ve tanımlanması için 

15 RAPD primeri taranmış (Çizelge 2.2) ve bu primerlerden 12 tanesinde RAPD-PCR 

yönteminde kullanılmış ve sonuç elde edilmiştir. 

 PCR sonuçlarına göre toplamda 247 bant elde edilmiş olup bu bantlardan 240 

tanesi polimorfik, 7 tanesi ise monomorfik yapıda görüntülenmiştir (Çizelge 3.3).  

Kullanılan primerlerden en fazla bantlaşma oranı 30 bant ile P13 no.'lu primerde 

görülürken, en düşük bantlaşma ise P11 ve P24 numaralı primerlerde 12 bant olarak 

belirlenmiştir. 

 Oluşan bant profilleri Phoretix1DPro programına göre var (1) ya da yok (0) 

şeklinde değerlendirildikten sonra genetik benzerlik indeksi Jaccard eşitliği 

hesaplanmıştır (ek 2). 

 Jaccard benzerlik değerlerinden yola çıkarak bir dendrogram elde edilmiştir. 

Soyağacının (filogenetik Ağaç) elde edilmesinde UPGMA yöntemi kullanılmıştır (Şekil 

3.48). Bu verilerle oluşturulan Newick formatındaki bilgi, MEGA 6.0 programı 

yardımıyla filogenetik ağaçlar oluşturulmuştur. 
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Çizelge 3.3. Kullanılan RAPD primerleri sonucu fasulye çeşit ve hatlarında elde edilen 

bantlaşma sonuçları ve polimorfizm oranları. 

Primer 

no 

Toplam bant 

sayısı 

Polimorfik bant 

sayısı 

Monomorfik bant 

sayısı 

Polimorfizm 

oranı (%) 

OPB-17 

OPD-01 

OPD-07 

P5 

P11 

P13 

P14 

P16 

P17 

P21 

P23 

P24 

28 

26 

18 

22 

12 

30 

22 

15 

17 

29 

16 

12 

 

28 

26 

17 

22 

10 

30 

22 

14 

16 

28 

16 

11 

- 

- 

1 

- 

2 

- 

- 

1 

1 

1 

- 

1 

100 

100 

97,55 

100 

83,33 

100 

100 

93,33 

94,11 

96,55 

100 

91,66 

 Toplam               247                      240                           7                             97,16 
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Şekil 3.48: Fasulye çeşit ve hatlarında RAPD primerleri kullanılarak oluşan bant 

profilleri ile elde edilen dendrogram. 
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3.6. ITS-PCR Sonuçları ve Polimorfizm Bilgi İçeriğinin Hesaplanması 

Aşağıdaki şekillerde Fasulye ‘de oluşan çeşitliliği görebilmek adına yapılan ITS-

PCR deneylerinin jel görüntüleri görülmektedir, bu şekillerde M: markör (Fermantas 

Gene Ruler 100 bç DNA ladder Plus), (Çizelge 2.1). ITS primeri ile kurulan PCR 

sonrasında oluşan ürünün çeşitli restriksiyon enzimleri ile kesilmesi sonucunda elde 

edilen bant profilleri büyüklüklerinin belirlenmesi ve çeşitliliği tanımlayabilmek adına 

tanımlayıcı bir markörle karşılaştırılmıştır. 

 

Şekil 3.49:  ITS primleri ile yapılan PCR deneyi jel görüntüsü. M: Markör 

 

Şekil 3.50: ITS primerleri ile yapılan PCR deneyinden elde edilen bant profilleri. M: 

Markör 

 Seçilen ITS primerinin referansına göre angiospermlilerde (Kapalı tohumlular) 

745bç±128 bç veri beklenmektedir. Fasulye cinsi de angiosperm üyesi olduğundan 

deney sonucunda elde edilen bant boyutu 745+128 bç dir. 
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Şekil 3.51: ITS PCR ürünlerinin HındIII Restriksiyon kesim enzimi ile kesim deneyinin 

jel görüntüsü. M: Markör 

R  

Şekil 3.52:  ITS PCR ürünlerinin HındIII Restriksiyon kesim enzimi ile kesim deneyi 

sonucunda oluşan bant profilleri. M: Markör 

 

Şekil 3.53:  ITS PCR ürünlerinin EcoRI Restriksiyon kesim enzimi ile kesim deneyinin 

jel görüntüsü. M: Markör 
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Şekil 3.54. ITS PCR ürünlerinin EcoRI Restriksiyon kesim enzimi ile kesim deneyi 

sonucunda oluşan bant profilleri. M: Markör 

 

Şekil 3.55. ITS PCR ürünlerinin AluI Restriksiyon kesim enzimi ile kesim deneyinin jel 

görüntüsü. M: Markör 

 

Şekil 3.56: ITS PCR ürünlerinin AluI Restriksiyon kesim enzimi ile kesim deneyi 

sonucunda oluşan bant profilleri. M: Markör 
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Şekil 3.57. ITS-PCR ürünlerinin çeşitli Restriksiyon enzim ile kesimi sonucunda elde 

edilen bant profilleri ile oluşturulan dendrogram. 
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4. TARTIŞMA-SONUÇ 

Fasulye (Phaseolus vulgaris L.) insan diyetinde en fazla tüketilen 

baklagillerdendir. 2014 yılındaki 30 milyon hektar hasadı 25 milyon ton küresel üretimi 

hesaplanmıştır. Bunun sonrasında tüketilen baklagillerden olan nohut ve bezelyenin 

neredeyse iki katıdır (FASOSTAT,2014). Geleneksel arazi koşullarına ev sahipliği 

yapan bitki gen kaynakları, biyolojik çeşitliliğin korunmasında genetik çalışmaların 

geliştirilmesinde ve bitki ıslahındaki ilerlemede önemli bir değere sahiptir. Ayrıca bu 

bitki kaynakları morfolojik kalite, agronomik özellikler ve genetik çeşitlilikleri etkili bir 

şekilde korunmaları ve ıslah için kullanılmaları ile karakterize edilmelidir (Susana ve 

ark., 2017).  

 Türkiye’de kuru fasulye üretiminde ekim alanlarının azalmasına bağlı olarak 

azalma hesaplanırken verim açısından incelendiğinde kaliteli ve sertifikalı tohumluk 

kullanımı ve üreticilerin bilinçlenmesi ile artış göstermiştir (Susana ve ark., 2017). Bu 

durumun gelecek yıllarda daha da artması gerekmektedir. Hem verimin hem ekim 

alanlarının artışının desteklenmesi bölgeye uyum sağlamış güçlü çeşitlilikte sertifikalı 

tohum tescili ile olacaktır. Ticari açıdan gerekli durumları gözeterek yeni çeşitlerin 

geliştirilmesi üreticilerin önemli taleplerindendir (Myers ve ark., 1999). 

 Klasik ıslah metotlarıyla çok uzun zaman ve emek gerektiren yeni çeşit 

geliştirilmesi durumu, moleküler teknikler yardımıyla çok daha hızlı ve güvenilir bir 

şekilde olacaktır. Klasik bitki ıslahında işlemler sadece gözlem ve seçim ile 

yürütülürken moleküler ıslah tekniğiyle birlikte bitkilere ait genetik yapının 

belirlenmesi özelliklerinin tespiti ile daha güvenilir ve bilinçli melezleme işlemleri 

yapılarak yeni çeşitlerin geliştirilmesi (Liu ve ark., 2014).   

 Çeşit geliştirilmesindeki önemli kriterlerden olan hastalık dayanımı, verim gibi 

arttırılması gibi etkenlerin arttırılabilmesi için birbirine yakın akraba bireylerin 

çaprazlanması işlemi ile istenilen sonucun elde edilmesi zorlaşacaktır (Gupta ve ark., 

1994). Yani aynı gen havuzu içerisinde melezlemeler yeni çeşit elde edilmesinde 

istenmemektedir (Çevrim, 2007). Ancak bu çalışmanın verileri ile uzak akraba bitkilerin 

belirlenmiş olması sonucunda bu çeşitlerin çaprazlanması sonucunda çok daha iyi ve 

istenilen özelliklere sahip çeşit elde etme olasılığı artmış olacaktır (Marotti ve ark., 

2006).  
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Bu çalışmada Phaseolus vulgaris L. türüne ait 37 genotip ve Phaseolus 

coccineus (yarı sarılıcı) türüne ait ateş ya da İspanyol fasulyesi olarak bilinen 1 genotip 

kullanılmıştır.  

Her bir örnekten ayrı ayrı olmak üzere 38 adet bitki örneğinden DNA izolasyon 

yapılmıştır. Elde edilen genomik DNA miktar ve saflıkları spektrofotometre ile 

okunmuş ve agaroz jelde degredasyona uğramadıkları ve yeterli kalitede oldukları tespit 

edilmiştir. ISSR çalışmasında toplam 17 primer denenmiş bunlardan en iyi sonuç veren 

11 primer ile çalışma tamamlanmıştır. ISSR primerlerinden 193 bant skorlanmış ve 190 

tanesi polimorfik olarak belirlenmiştir. Toplam polimorfizm oranı %98,44 olarak 

hesaplanmıştır. RAPD çalışmasında toplam 15 primer denenmiş ve bunlardan en iyi 

sonuç veren 12 tanesi ile çalışma tamamlanmıştır. RAPD primerlerinden toplam 247 

bant skorlanmış ve 240 tane polimorfik bant elde edilmiştir. Polimorfizm oranı %97,16 

olarak hesaplanmıştır. Farklı yöntemlerle gerçekleştirilen filogenetik analiz 

çalışmasında, 38 numaralı örnek olarak tanımlanan P. coccineus türüne ait bir genotipin 

(Ph.Crorh) dış grup olarak dallanması beklenmektedir. 

Çalışmada deneyi gerçekleştirilen ISSR-PCR ve RAPD-PCR ürün sonuçları ile 

ITS-PCR RE kesim sonuçlarını gösteren agaroz jel görüntülerinden Phoretix1DPro 

(Non-linear Dynamics, Total LAB, İngiltere) yazılım programı kullanılarak var (1) ya 

da yok (0) ikili matris bilgisi (binary data) elde edilmiştir. Elde edilen binary data, 

UPGMA yöntemi kullanılarak filogenetik ağaçlar oluşturulmuştur.  

Filogenetik analizlerde mesafe temelli yöntemlerden olan kümelenme temelli 

algoritmalar en benzer dizi çiftlerinden başlayan bir mesafe matrisine dayanarak 

filogenetik ağacı hesap eder. Bu algoritmalar aritmetik ortalamayı kullanarak olmayan 

çift grup yöntemini (UPGMA) ve komşu birleştirme yöntemini içerir. Kümelenme 

temelli algoritmada taksonların kökten eşit uzaklıkta olduğu varsayılır. UPGMA 

metodunun avantajları; endirekt ölçümlü uzaklıklarda kullanılabilir, en hızlı metotlardan 

biri olması, çok geniş data setlerinin hızlı analiz edilebilmesi ve bazı orantı analizlerinde 

kullanılabilmesidir (Gepts, 2001). Bu nedenle çalışmadaki filogenetik analizler için 

mesafe temelli yöntemlerden UPGMA metodu kullanılmıştır.  

ISSR-PCR yöntemiyle oluşturulan filogenetik ağaçta her fasulye genotipinin 

farklı dallanma topolojisine sahip olduğu, P. coccineus türüne ait genotipin dış grup 
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olarak net bir şekilde ayrıldığı görülmektedir. Bu durum yapılan PCR deneylerinden 

elde edilen bant verilerinin 38 genotipin ayrımı için yeterli olduğunu göstermektedir. 

ISSR-PCR tekniği kullanılarak 12 ISSR primerinin PCR sonuçlarından elde 

edilen bant profilleri analiz edildiğinde oluşan filogenetik ağaç incelendiğinde; iki ana 

gruba ayrıldığı ve her bir ana grubun kendi içinde gruplar halinde dallanma gösterdiği 

tespit edilmiştir. Tane tipi horoz olan Cihan, Zülbiye, Noyanbey-98, Akın, Muzaffer, 

Göynük-98 isimli çeşitlerin ağaç üzerinde aynı grubun ortak al grubunda dallanma 

gösterdikleri görülmektedir. Aslan/Konya dermasonu ve Aslan-Akman-98 isimli ileri 

hatların Eskişehir tarımsal araştırma enstitüsünün verilerine göre yakın akraba olması 

beklenmektedir. ISSR-PCR verileri ile oluşturulan filogenetik ağaç incelendiğinde de 

bu durumu desteklediği gözlenmiştir. Öte yandan CB929 Cranbery ve 17-SBVD11 

isimli fasulye genotiplerinin de, tarımsal araştırma enstitüsünün verilerine göre yakın 

akraba olarak düşünülmektedir. Ancak ağaç üzerindeki sonuç değerlendirildiğinde aynı 

ana grupta dallanmalarına rağmen, ana gruba bağlı farklı alt grupta dallanmaya sahip 

oldukları görülmüştür. ISSR-PCR yöntemiyle elde edilen filogenetik ağaç genel olarak 

incelendiğinde ve Eskişehir geçit kuşağı TAGEM verileriyle birlikte 

değerlendirildiğinde; gen havuzu genişletebilmek adına en iyi sonucun alınacağı bir 

melezleme çalışmasında, genetik olarak en uzak bireylerin arasında çaprazlamanın 

yapılması gerektiği düşünülürse, çalışmada kullanılan aynı türe ait 37 farklı fasulye 

genotipi arasında en iyi adayların Novanbey-98 ve UI1140 (mesafe verisi: 0.946) 

olabileceği öngörülmektedir (Ek-1). Çünkü Novanbey-98 genotipinin dane yapısı horoz 

ve bakteriyel hastalıklara orta toleranslı özelliklerine sahip iken, UI1140 genotipinin de 

dermason ve bakteritel hastalıklara dayanıklı özelliklerini taşıdığı ve farklı fenotipik 

karakterlere sahip birbirinden genotipik olarak daha uzak bireyler oldukları 

anlaşılmaktadır. 

RAPD-PCR tekniği kullanılarak elde edilen bant profilleri sonucunda elde edilen 

filogenetik ağaç incelendiğinde; net bir şekilde ayrılan Ph.Corh dış grup genotipinin 

haricinde, ISSR-PCR yönteminden elde edilen ağaca benzer şekilde iki ana gruba 

ayrıldığı görülmektedir. Bu durum bize kullanılan primer sayısının ve elde edilen 

polimorfik bantların yeterli seviyede ayrım gücü olduğunu göstermiştir. 
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Öncelikle tane tipi horoz olan; Cihan, Zülbiye, noyanbey-98, Akın, muzaffer 

Göynük-98 genotiplerinin tamamının aynı ana gruba bağlı aynı alt gruplar içinde 

dallanma gösterdikleri tespit edilmiştir. Filogenetik ağaç verileri Eskişehir Geçit Kuşağı 

TAGEM verileri ile karşılaştırıldığında, beklenildiği gibi Aslan/Konya dermasonu ile 

Aslan/Akman98’in aynı alt grupta dallanma gösterdikleri, Aslan/Akman98-Aslan ve 17-

SBVD19 genotiplerinin birbirine yakın daha küçük alt gruplarda dallanma gösterdikleri 

görülmüş ve bu iki verinin birbirini destekler nitelikte olduğu görülmüştür. RAPD-PCR 

tekniği kullanılarak elde edilen bant profilleri sonucunda elde edilen filogenetik ağaç 

genel olarak incelendiğinde; birbirine genetik olarak en uzak bitkilerin Cardinal Yozgat 

Barbunyası ve 17SBVD20 (mesafe verisi: 0.805) belirlenmiştir (Ek-2). Çünkü Cardinal 

Yozgat Barbunyası genotipinin dane yapısı barbunya ve bakteriyel hastalıklara orta 

toleranslı özelliklerine sahip iken, 17SBVD20 genotipinin de dermason ve bakteritel 

hastalıklara orta toleranslı özelliklerini taşıdığı ve farklı fenotipik karakterlere sahip 

birbirinden genotipik olarak daha uzak bireyler oldukları anlaşılmaktadır. 

ITS-PCR ürünlerinin çeşitli restriksiyon enzimleri ile kesiminden elde edilen 

bant profilleri ile oluşturulan filogenetik ağaç incelendiğinde; P. coccineus türüne ait 

genotipin dış grup olarak ayrılmadığı ve P. vulgariss türüne ait diğer 37 genotip içinde 

karışık dallanma gösterdiği tespit edilmiştir. Ağaç topolojisi genel olarak incelendiğinde 

38 genotip içinde bazı genotiplerin %100 benzerlik durumuna sahip olduğu 

görülmüştür. Bu durum bize restriksiyon enzimleriyle gerçekleştirilen deneylerin yeterli 

seviye olmadığını, daha fazla kesim enziminin ayrım için kullanılması ya da bu 

bölgelerin maliyeti daha fazla olan DNA dizileme yöntemi ile karşılaştırılması 

gerektiğini göstermiştir. ITS bölge analizinin ıslah çalışmalarındaki ebeveyn seçiminde 

çok kullanışlı bir yöntem olmadığını da göstermiştir.  

Gelişen teknoloji ve artan imkânlar sayesinde moleküler teknikler kullanılarak 

daha az maliyet ve daha kısa sürelerde canlılar arasında genetik benzerlik ve farklılık 

analizleri gerçekleştirilebilmektedir. Islah çalışmalarında ebeveynlerin seçiminde 

moleküler tekniklerin daha yaygın kullanılması, ülkemiz tarım ve ekonomisinin daha iyi 

noktalara gelmesine önemli katkı sağlayacaktır. Günümüz dünyasında genetik akrabalık 

analizleri için farklı moleküler teknikler bulunmaktadır. Islah çalışmalarda daha iyi ve 

verimli sonuçlar elde etmek için, bu tekniklerin aynı anda birden fazlasının uygulanması 

ve verilerinin karşılaştırılarak kullanılmasının uygun olacağı öngörülmüştür. 
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 Üniversiteler ve araştırma enstitülerinde gerçekleştirilecek benzer çalışmaların, 

ıslah çalışmaları yapan diğer enstitü, kurum veya özel kuruluşlarla birlikte işbirliği 

içinde yürütülmesi; elde edilen verilerin daha hızlı bir şekilde kullanılmasıyla ticari 

değeri olan daha fazla sayıda yeni ürünlerin elde edilmesini sağlayacaktır.  
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