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ÖZET 

 

Yüksek Lisans Tezi 

 

RAPD MARKÖRLERI ILE AKDENIZ BÖLGESI’NDE YETISTIRILEN BAZI 

MISIR GENOTIPLERININ KARAKTERIZASYONU 

 

SUNAY SALKIN 

 

    Anadolu Üniversitesi 

    Fen Bilimleri Enstitüsü 

                                                     Biyoloji Anabilim Dali 

 

Danisman: Yard. Doç. Dr. Emel SÖZEN 

                                                        2005, 55 sayfa 

  

 Bu çalismada ; Akdeniz Bölgesinde Yetistirilen P-3165, P-3394, Vero, Luce, 

OSKK-596 ticari misir (Zea mays) çesitlerinin genetik karakterizasyonunu RAPD-

PCR teknigi ile belirlendi. Kullanilan 9 farkli RAPD primerinden toplam 75 

markör bant elde edildi. Bant profilleri Jaccard esitligi ile degerlendirilerek 

aralarindaki benzerlik degerleri hesaplandi. Çesitler arasindaki genetik benzerlik 

degerleri 0.383 ile 0.561 arasinda bulundu. Kümeleme analizli yapilarak 

dendrogram çizildi. Dendogramda 2 ana küme ve iki alt küme olustu. Sonuçlar 

ayni tohum firmasinda üretilen tohum çesitlerinin ayni grupta yer aldigini 

gösterdi. Ayrica bu çalisma ile, bu bu çesitler arasindaki polimorfizmin 

belirlenmesini saglayan ve çeside özgü olan tanimlayici primerler belirlendi. Sonuç 

olarak farkli isimler altinda satilan bu 5 ticari misir çesidinin genetik olarak da 

farkli olduklari gösterildi. 

 

Anahtar Kelimeler: RAPD-PCR, Misir (Zea mays), Genetik Benzerlik, DNA,       
                                   Polimorfizm        

 



 ii 

ABSTRACT 

Master of Science Thesis 

 

 

CHARACTERISATION OF CORN GENOTYPES GROWN IN 

MEDITERANIAN REGION WITH RAPD MARKERS 

 

   SUNAY SALKIN 

 

       Anadolu University 

    Graduate School of Sciences 

   Biology Program 

 

Supervisor: Asist. Prof. Emel Sözen 

                                                             2005, 55 pages 

 

In this study, genetic characterisation of P-3165, P-3394, Vero, Luce and 

Tareks OSSK-596 corn varieties grown in Mediterranian region was determined 

by using RAPD_PCR technique. Total of 75 marker bands were obtained from 9 

different RAPD primers. Similarity values were calculated with evaluating band 

profiles with Jaccard’s coefficient. Genetic similarity values were found between 

0.383 and 0.561. A dendrogram was drawn by cluster analysis. Two main cluster 

and two sub clusters were identified in this dendrogram. Results showed that corn 

varieties generated by the same company were in the same cluster. In addition, this 

study determined genotype specific identifying primers which provide 

polymorphisms between these varieties. As a result, it was shown that these 5 

commercial corn varieties sold under different labels were genetically different. 

 

Keywords: RAPD-PCR, Corn (Zea mays), Genetic Similarity, DNA,   

                    Polymorphisms  
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1. GIRIS 

 

1.1. Misir Bitkisinin Genel Özellikleri 

 Misir tarla bitkileri arasinda en iyi taninan bitkilerdendir. Kültür misir çesitlerinin 

dünyaya yayilmasi Kristof Kolomb’un Amerika’yi kesfinden sonra olmustur [1]. 

Misir (Zea mays L.) bugdaygiller (Poaceae) familyasina ait bir tür olup 2n=20  

kromozoma sahiptir. Misir bitkisi morfolojik olarak kök, sap ve yaprak olmak üzere üç 

kisima ayrilir [2]. Misirda çim kökü, embriyonel kökler, adventif kökler ve destek 

kökleri yer alir. Embriyonel kökler bitki yasami boyunca görev yaparlar. Misirin asil 

kök sistemi toprak yüzeyinin üstündeki destek köklerinden olusur. Misir bitkisinde sap 

kismi bogum (nod) ve bogum araliklardan (internod) olusur. En üst kisimda, erkek 

çiçek toplulugu olan tepe püskülü yer alir. En uzun ve en ince bogum arasi tepe 

püskülünü tasiyan kisimdir. Bogumlardan yaprak kini ve koçan çikar. Misiri diger 

tahillardan ayirt eden özellik sapin içinin özle dolu olmasidir. Bugdaygiller familyasinin 

yapraklarinin genel özellikleri misir yapraklarinda da görülür. Misir yapragi, 

uzunluguna paralel damarli yaprak kini ve uzun bir yaprak ayasindan olusur. Yaprak 

ayasinin üst yüzeyinde tüyler görülür. Stoma sayisi üst yüzeyde az, alt yüzeyde fazladir. 

Bitkide yer alan ortalama yaprak sayisi 12-18 kadar olabilmektedir [2].  Misir bitkisi 

monoiktir, erkek çiçekler tepe püskülünde, disi çiçekler ise sap bogumundan çikan 

koçanlar üzerinde toplanmistir [3]. 

 Erkek çiçegin basakçiginda iki çiçek bulunur. Çiçegin iki çiçek kavuzu, üç erkek 

organi, gelismemis bir yumurtaligi ve iki pulcugu vardir. Bir misir bitkisi 3-5 milyon 

polen vermektedir [2]. Misirda disi çiçek toplulugu koçan formundadir. Koçanlar yan 

dal olarak yaprak koltuklari içerisinde meydana gelir. Her koçan bir koçan sapiyla, kalin 

bir koçan ekseni, bu eksen üzerindeki disi çiçeklerden ve koçan yapraklarindan olusur. 

Disi çiçekler disicik borularini uzatarak stigmalarini koçanin ucundan disari çikarir ve 

koçan püskülünü olusturur. Disicik borularinin ucunda çatalli disicik tepesi bulunur. 

Püskül çikar çikmaz döllenmeye hazirdir. Her koçanda 300-1000 püskül olusur ve polen 

tozu alincaya kadar 10-15 gün canli kalabilir [4]. 

 



 2 

1.1.1. Misir Tipleri 

 

 Tüm misir form ve çesitleri tek bir tür içinde toplanmistir. Bu tür içinde misir bazi 

arastiricilara göre alt tür, bazilarina göre de varyete olarak kabul edilen 7 gruba ve tipe 

ayrilir. Gruplandirma esas olarak endosperm ve kavuz karakterlerine göre yapilmistir.  

 Misirin gruplandirilmasinda temel olan karakteristikler arasindaki ayriliklar bir 

yada birkaç genle ifade edilir. Örnegin: “Saccharata” tipi endosperm resesif “su” 

geniyle “ceratine” tipi endosperm resesif “wx” geniyle, tunicata tipindeki basçik formu 

bir dominant “Tu” geniyle olusturulmaktadir.  

 Misirda çesit kavrami, ancak tozlasma ve döllenme denetim altina alinmis, belli 

kendilesmis hatlar arasinda ortaya konulmus olan melez materyal (F1) için geçerlilik 

kazanir. Tane karakteristiklerine göre saptanan 7 grubun adlariyla her birinin tane ve 

bitki özelliklerine iliskin bilgiler söyledir: 

Botanik Adi                            Ingilizce Adi             Türkçe Adi 

Zea mays idendata Strut.             dent corn                 at disi misir 

Zea mays indurata strut.              flint corn                 sert misir 

Zea mays  amylaceae strut.          flour corn                unlu misir  

Zea mays saccharata strut.          sweet corn               seker misir 

Zea mays everta strut .                 pop corn                  patlak misir 

Zea mays ceratina kulesch.         wavy corn                mumlu misir 

Zea mays tunicata Strut.              pop corn                  kavuzlu misir 

 Zea mays idendata Sturt.’in (at disi misir) taneleri hem sert hem de yumusak 

nisasta ile doludur. Boy genellikle uzundur 1,5-6 m arasinda degisir. Ticari önemi olan 

misirlar, sari ve beyaz taneli olanlardir. Dünya misir üretiminin %80”inden fazlasi at 

disine aittir. Samsun, Sakarya, Kocaeli, Adana, Antalya ve Izmir illerimizde 

yetismektedir. Daha çok glikoz sanayinde kullanilir (Sekil.1.a) [1]. 

 Zea mays indurata Strut.’in (sert misir) endosperminin orta kismi genellikle 

yumusak nisasta ile doludur. Iri taneli sert misir ve küçük taneli sert misir olarak iki alt 

gruba ayrilmistir. Ticari yönden önemli olanlar sari ve beyaz tanelidir. Ülkemizde daha 

çok Karadeniz Bölgesinde yetistirilir. Taneleri sert ve yüksek proteinlidir (Sekil.1.1.b) 

[1]. 
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 Zea mays amylaceae Sturt. (unlu misir)  tanelerinin içi ve disi her tarafi yumusak 

nisasta ile kaplidir. Taneleri sekil itibari ile sert misirinkine çok benzer. Dünya misir 

tarimi için önemli bir çesit degildir (Sekil.1.1.c) [1]. 

       Zea mays saccarata Strut.’in (seker misiri) ergin taneleri saydam ve kirisiktir. 

Endosperm sekerle dolu oldugundan taze iken tatlidir. Tanesinde protein ve yag orani 

öteki misirlardan yüksektir. Son yillarda ülkemizde yaygin olarak yetistirilmeye 

baslanmistir (Sekil.1.1.d) [1]. 

         Zea mays evarta Strut. (cin misir) çok sert nisasta ve küçük taneleriyle karakterize 

edilir. Tane yapisi çok sert ve tane kabugu kalin oldugundan isitildiklarinda 

endospermdeki nem buharlasip genlesir ve kabugu birden yirtilarak taneyi patlatir, 

endosperm hacmi genisler. Ülkemizde özellikle Isparta ve Burdur dolaylarinda ekilisi 

oldukça yaygindir (Sekil.1.1.e) [1]. 

 Zea mays ceratina Kulesch. (mumlu misir) taneleri puslu görünüslü olup 

endosperm mumlu bir kesit verir. Taneleri küçüktür. Nisastasi amilopektinden olusur. 

Endospermi ve poleni iyotlu potasyum eriyigiyle kirmizi renk verir; fakat yaklasik %78 

amilopektin ve %22 amilaz içeren diger misirlarin nisastasi maviye dönüsür [1]. 

 Zea mays tunicata Strut.’in (kavuzlu misir) ekonomik önemi yoktur. Basçik dis 

kavuzlari ve çiçek kavuzlari dumura ugramamis çok iyi gelismemis tek misir çesididir 

(Sekil.1.1.f)  [1].  
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          Sekil 1.1. Misir Tipleri a. At disi misir b. Sert misir c. Unlu misir d. Seker misiri 
 
                        e. Cin misiri f. Kavuzlu misir 
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1.1.2. Misirin Endüstride Kullanimi  

 

 Misir hayvan yemi olarak kullaniminin disinda, gerek dogrudan insan yiyecegi 

olarak gerekse sanayide kullanilan ürünlerin üretimi için genel olarak fabrikalarda yas 

isleme, kuru isleme ve fermentasyon gibi üç farkli isleme tabi tutulur. Yas ögütme 

isleminde misir tanelerinin içerigini birbirinden ayirmak üzere birtakim fiziksel ve 

kimyasal islemlere tabi tutularak faydali ürünler elde edilir. Bu ürünlerden baslicalar 

nisastalar, sekerli ürünler, besin maddeleri ve misir yagidir.  

 Kuru ögütme isleminde ise genel olarak temizleme, nemlendirme, çimlenmeyi 

önleme, kurutma, sogutma, siniflama, havalandirma, ögütme, eleme ve paketleme gibi 

devreler yer alir. Fabrikalarda islenen kuru misir ürünleri insan yiyecegi, bira sanayi, 

fermantasyonda karbonhidratlarin önemli bir kaynagi, evcil hayvan yiyecegi ve 

endüstriyel alanlarda kullanilmaktadir [5]. 

 Endüstrilesmis ülkelerde fermentasyon, hizla gelisen bir endüstri dalidir. 

Fermentasyon yoluyla misirdan elde edilen ürünlerin basinda bira gelir. Bunun disinda 

fermantasyon yoluyla II. Dünya savasinda antibiyotik üretimi baslamis ve geliserek 

günümüzde önemli bir endüstri kolu haline gelmistir. Antibiyotik yapiminda 

karbonhidrat kaynagi olarak misir surubu, dekstroz, misir nisastasi, laktoz ve sukroz 

tercih edilmektedir [5]. 

 II. Dünya savasinda misirdan ilk elde edilen antibiyotik penisilin olmustur. Bunu 

daha sonra neomycin, bacitracin, streptomycin ve tetracycline antibiyotikleri takip 

etmistir. Misirdan günümüzde 85 farkli antibiyotik üretildigi bilinmektedir [5]. 

 Ayrica misirdan fermentasyon yoluyla pek çok kimyasal üretilmektedir. Bunlarin 

sayisi 18’in üzerindedir. En önemlileri sitrik asit, glutamik asit, laktik asit, lisin, aseton, 

n-bütanol, etanol ve enzimlerdir [5]. 

 

1.1.3. Türkiye’de Misir Üretimi ve Tüketimi 

 

 Dünyada ortalama 138 milyon hektar alanda misir ekimi yapilmaktadir. Toplam 

dünya üretimi ortalama 600 milyon ton, ortalama hektara verim ise 43 ton’dur. Misir 
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üretiminde dünyada önde gelen ülkeler; Çin, Rusya, Hindistan, Polonya, ABD,  Meksika, 

Brezilya ve Almanya’dir [6]. 

 Ülkemizde ise misir tarla ürünleri arasinda ekilis alani bakimindan 500-550 bin 

ha. ile bugday, arpa, nohut, mercimek, pamuk, ayçiçeginden sonra yedinci sirada, 

üretim miktari bakimindan (2.300.000 ton) bugday ve arpadan sonra üçüncü sirada yer 

almaktadir. Hemen hemen ülkemizin tüm bölgelerinde yetistirilmesine ragmen 

ekonomik olarak Adana basta olmak üzere Akdeniz Bölgesi’nde, Karadeniz 

Bölgesi’nde ve Marmara Bölgesi’nde yetistirilmektedir. Üretimin yaklasik % 85’i bu 

bölgelerimizde yapilmaktadir (Sekil.1.2) [4]. 

 Misir tariminin belli ölçüde su istemesi nedeniyle, bu ürünün verimi diger 

hububata göre daha yüksektir. Toplam üretimin yaklasik yarisinin gerçeklestirildigi 

Akdeniz Bölgesi (721 kg/da) verim bakimindan Türkiye ve Dünya ortalama veriminin 

üzerindedir [6]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
          

             http://www.cukurovataem.gov.tr/Misir%20Yetistiriciligiweb.htm 

 

             Sekil 1.2. Bölgelere Göre Misir Üretim Oranlari   

  

 2001 yili itibariyla toplam tahil ekim alani içinde misirin payi %4’dür. Misir 

üretim miktari 2000 yilinda 2.3 milyon ton, 2001 yilinda 2.2 milyon tondur. 2002 
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yilinda ise misir üretiminin 2.1 milyon ton olarak gerçeklestigi tahmin edilmektedir 

(Çizelge 1.1) [6]. 

 Ülkemizde üretilen misirin tamamina yakini yurt içinde tüketilmektedir. Içinde 

bulundurdugu zengin besin maddesi nedeniyle insan ve hayvan beslenmesinde büyük 

deger tasimaktadir. Dünyada üretilen misirin yaklasik %27’si insan beslenmesinde ve 

kullaniminda, %73’ü ise hayvan yemi olarak tüketilmektedir. Bizim gibi gelismekte olan 

ülkelerde üretilen misirin %45.9’u hayvan beslenmesinde, %54.1’i insan beslenmesinde 

kullanilirken, gelismis ülkelerde hayvan yeminin payi %88.9’a ulasmaktadir [6].  

 
                    Çizelge 1.1. Türkiye misir üretim rakamlari  (www.izob.gov.tr) 

 

Yillar  Ekim alani  

(1000 Ha)  

Üretim  

(1000 Ton)  

Verim  

(Kg/Ha)  

1997  545  2.080  3817  

1998  550  2.300  4182  

1999  518  2.297  4434  

2000  555  2.300  4144  

2001  550  2.200  4000  

2002(Tahmin) -  2.100  -  

   

 Ülkemizde hayvanciligin gelismesi ile paralel gelisme gösteren yem sanayi misira 

duyulan talebi arttirmistir.Ülkemizde misir üretimi yurtiçi tüketimi karsilayamamakta 

ve her yil ortalama 1 milyon ton civarinda misir ithal edilmektedir. Hali hazir misir 

ekim sahalarinda, bu miktar ilave misir ekimini karsilayacak tarim arazisi mevcut 

degildir. Bu nedenle birim alandan elde edilen verimi artirmak öncelikli hedef olmali, 

bu amaçla kaliteli tohumluk kullanimi tesvik edilmelidir [6]. 

 

1.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonu ( PCR ) 

 

 Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR); genetikçiler, ekolojistler ve populasyon 

biyologlari için etkili bir yöntem olarak ilk kez 1985’te Kary B. Mullis tarafindan 
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bulundu [7]. Bu teknigin kabul edilir olmasini saglayan baslica nitelikler sade, kolay ve 

hizli olmasidir. Analitik bir araç olan PCR bugün mevcut en hassas arastirmayi saglar. 

PCR, DNA veya RNA’nin in vitro çogaltilmasina imkân veren bir yöntemdir. Polimeraz 

Zincir Reaksiyonu (PCR), uzunluklari yaklasik 2 kb (kilobaz)’a kadar olan DNA ve 

RNA dizilerinin seçilerek çogaltilmasini saglar [8].  

 PCR yönteminde gerekli olan ve çogaltilmasi istenen dizinin her iki ucunu taniyan 

sentetik baslatici oligonükleotitler (primerler), zit ve birbirleriyle çakisan yönlerde 

ilerleyen enzimatik sentezlerin gerçeklestirilmesinde kullanilir ve istenilen ürünün elde 

edilmesiyle sonuçlanir (Sekil.1.3). PCR’in önemli bir özelligi özel bir DNA dizisini 

seçip çogaltarak istenmeyen dizilerin ortaya çikmasini önlemesidir. Bu özellik sadece 

dizinin tanimlamasini kolaylastirmakla kalmaz, ek olarak DNA’nin analiz edilmesini de 

saglar. PCR, DNA’nin önemli ölçüde saflastirilmasini gerektirmedigi için, nükleik 

asitlerle calismada harcanan zaman ve emegi azaltmakta ve hücresiz klonlama olarak da 

adlandirilmaktadir [9]. 

 PCR’in temeli; DNA denatürasyonu, primerlerin birlesmesi ve DNA 

polimerizasyonu ilkelerine dayanir [10]. PCR yönteminin uygulanabilmesi için tam ve 

dogru bir baz dizisi bilgisine ihtiyaç duyulmaktadir. Yöntemin çok duyarli olmasi 

nedeniyle çok küçük miktarlardaki kontaminasyon bile yanlis sonuçlara neden olur. 

PCR çalismalarinda bir dezavantaj ise her primer çiftinin kendine özgü birlesme ve 

uzama kosullarina sahip olmasidir. Bu kosullar; isi, devir uzunlugu, primer yogunlugu, 

Mg konsantrasyonu, enzim ve DNA miktari olarak söylenebilir [10]. Uygun primer 

seçimi PCR’in basarisini etkileyen faktörlerin basinda gelir [9]. Genellikle 15-30 baz 

uzunlugunda sentetik oligonükleotitler kullanilir. Ideal bir primerde G-C orani %50 

olmali, amplifiye edilecek kaliba özellikle 3’ ucu olmak üzere muntazam uymalidir. Iki 

primer hemen hemen ayni erime özelliklerine sahip olmali ve birbirinin tamamlayicisi 

olmalidir [11]. 

 PCR isleminde Thermus aquaticus’tan elde edilen DNA polimeraz enzimi 

kullanilir. Bu enzim taq polimeraz olarak adlandirilir. Termal denatürasyona oldukça 

dirençli (95 ºC’ye kadar dayanikli), optimal aktivitesi 70-80 ºC arasinda ve 37 ºC de çok 
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düsük bir aktiviteye sahiptir. Enzimin verimliligi yüksek oldugundan birkaç kilobaz 

uzunlugundaki segmentler kolaylikla amplifiye edilebilir [k]. 

 PCR 3 asamada gerçeklestirilmektedir; DNA ipliklerinin birbirinden ayrilmasi 

(Denatürasyon), primerlerin birlesmesi (Annealing), primelerin uzamasi (Extension). 

 DNA ipliklerinin birbirinden ayrilmasi (Denatürasyon) asamasinda, sicaklik ile 

çogaltilmasi istenen DNA çift iplikten tek iplige dönüsür. Genellikle protokollerde 

kullanilan denatürasyon isisi 94ºC’dir. Böyle yüksek isilarda sarmallari bir arada tutan 

hidrojen baglarinin ayrilmasi için DNA denatüre edilir [8]. 

 Primerlerin Birlesmesi (Annealing) asamasinda DNA için spesifik olan ve primer 

adi verilen oligonükleotid, ilk evede elde edilen DNA tek sarmali üzerinde kendisine 

tamamlayici olan nükleotid dizisi ile birlesir (hibridize olur). Primerler hedef DNA’nin 

amplifikasyonunu baslatmak amaci ile kullanilirlar. Bu nedenle primer (öncü) olarak 

adlandirilirlar. Primerlerin baglanmasi asamasinda isi 40-60ºC’ye düsürülür. Primerlerin 

baglanmasi için gereken isi ve süre ammplifikasyon primerlerinin konsantrasyon ve 

uzunluklarina baglidir [8]. 

 Primerlerin Uzamasi (Extension) asamasinda tamamlayici diziyle birlesen primer 

hibritlestigi tek sarmalin karsiligini sentezler. Bu sentez için termostabil özelligi olan 

Thermus aquatiqus adli bakteriden elde edilen Taq polimeraz enzimi kullanilir. 

Primerlerin uzatilmasi asamasinda 70-75 ºC’lerde sicaklik uygulanir. 72ºC de bir 

dakikalik uzama süresi 2 kb uzunlugundaki bir amplifikasyon ürünü için yeterli kabul 

edilir [8]. 

  PCR, DNA dizilerinin hizli bir sekilde ortaya çikarilmasinda, insan gen haritasinin 

gelistirilmesinde, gen aktivitesi çalismalarinda tek veya birkaç hücrenin analizini olasi 

kilarak moleküler biyoloji alanina katkida bulunmaktadir. Tip alaninda ise; 

mutasyonlarin dogrudan dizi analizi ile taninmasi ve genetik hastaliklarin bir kisminin 

genel populasyonda taranmasini saglamaktadir [12]. 
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          avery.rutgers.edu/WSSP/StudentScholars/ project/archives/onions/rapd.html - 4k – 

 

         Sekil.1.3. Standart PCR 

 

1.3 Polimeraz Zincir Reaksiyonuna Dayali Markörler 

 

 DNA parmak izi çalismalarinda kullanilmak üzere çok sayida moleküler markör 

gelistirilmistir. Bu markörler arasinda baslica DAF, STS, SSR, AFLP, RAPD’ler 

bulunmaktadir. DAF, genomun ayrilmis parçalarinin çogaltimina baslamak için, çok 

kisa rastgele seçilmis oligonükleotidleri (yaklasik 5 nükleotid uzunlugunda) kullanir ve 

karakteristik parmak izi olusturur. DAF RAPD’e göre düsük primer konsantrasyonu, 

minimum primer uzunlugu ve yüksek baglanma derecelerinde reaksiyonu yürütmektedir 

[11]. 

 DAF birbiri ile çok yakin iliskili organizmalarin parmakizi, adli tip,  taksonomi ve 

filogenetik çalismalarinda kullanilabilmektedir. Ayrica fenotipi tanimlanmis genetik 

lokuslara sikica bagli markörleri bulmak ve mutasyonel olarak tanimlanmis genomik 

bölgelerin bilinen dizi etiketli markörlerini olusturmak amaciyla kullanilabilmektedir 

Ancak bu teknikle PCR çogaltimi için, önceki dizinin bilgisine gerek duyulmaktadir 

[13].  

 Dizi Etiketli Bölgeler (STS)markörleri, PCR metoduna dayali olmalari ve 

uygulamasinda radyoaktif problamaya gerek olmamasi nedeniyle RFLP’ye alternatif 
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olarak kullanilmaktadir. STS’ler RFLP probu olarak kullanilan bir klon veya bir RAPD 

ürününün ucuna tamamlayici olarak dizi bilgisinden 18-20 nükleotid uzunlugunda 

oligonükleotidler sentezlemektedir. Bu yeni primerler sonra, PCR yoluyla DNA 

çogaltimi için kullanilmaktadir. Farkli DNA’lar arasindaki amplifikasyon ürünleri 

polimorfik olabilmektedir. Bu durumda polimorfizmi tanimlamak için farkli 

restriksiyon enzimleri ile ürünleri kesmek gerekmektedir.  

 PCR reaksiyonu daha yüksek uzama sicakliklarina ulasabilmektedir. Çünkü bu 

teknikte kullanilan primerler RAPD haritalamasi için kullanilandan daha uzundur. Özel 

ve basit amplifikasyon modeli, STS’de reaksiyon sicakliklarindaki kolay degisim 

teknigin sonuçlarini laboratuardan laboratuara tekrarlanabilir kilmaktadir. STS 

markörleri, bir moleküler haritalamada herhengi bir genin yerini hizli bir sekilde 

belirleyebilir [14]. 

 Basit Dizi Tekrarlari (SSR) markörleri, yüksek miktarda polimorfik olmalari, 

kodominant olmalari, PCR yoluyla hizli çogaltima olanak tanimalari ve bilinen primer 

dizileri sayesinde öteki markör uygulamalarina göre daha kullanisli olmalari nedeniyle 

idealdir [15]. 

 SSR’ler her lokusta allozimlerden [16] veya RLP’lerden [17] daha çok polimorfik 

aleller ortaya koymaktadir. Her geçen gün daha fazla sayida laboratuarda bitkilerde 

haritalama ve genom analizi için bu markörlarden faydalanilmaktadir. SSR’ler tüm 

genom üzerinde adeta tek biçimde yayilmis olmalari nedeniyle genom haritalama 

projeleri için çok kullanislidir. SSR’lar 1-6 bp uzunlugunda kisa ardisik tekrarlanan dizi 

motiflerinden olusmaktadir [18, 19]. Bitki genomunda çok miktarda bulunduklari ve 

polimorfik olduklari kanitlanmistir[20, 21, 22].  

 AFLP (Amplified Fragment Lenght Polimorphism); Genomik DNA'nin 

restriksiyon enzimleri ile kesimi sonucu olusan parçalarin bir kisminin selektif 

amplifikasyonu esasina dayanan genotipleme metodudur.Iki varyasyonu bulunmaktadir. 

Birinci varyasyonda iki farkli restriksiyon enzimi kullanilmakta, ikincisinde ise tek 

primer ve RE. kullanimaktadir [23].  
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1.3.1 Rastgele Çogaltilmis Polimorfik DNA ( RAPD-PCR) 

 

 PCR teknolojisinin kesfinden sonra DNA polimorfizmini meydana çikarmak için 

gelistirilen moleküler markörlerden biri de Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA 

(RAPD) markörleri olarak Williams ve arkadaslari (1990) tarafindan tanimlanmistir. 

RAPD markörleri tek oligonükleotitlerin rastgele dizilerinin primer olarak kullanildigi 

PCR yöntemiyle ortaya konulmustur [24]. 

 Bu teknikte; rastgele nükleotid dizisine sahip 10 bazdan olusan tekli primerler 

genomik DNA nin çesitli bölgelerinin çogaltilmasinda kullanilir. 

Bu çogaltma isleminde özetle; 

 Öncelikle DNA izole edilerek saf hale getirilir. 

 1- Sicaklik 95ºC ye yükseltilerek DNA denatüre edilir.  

 2- DNA çogaltiminda genomik DNA nin belli bölgelerinde homolog olan primer 

dizileri (tek iplikli diziler) DNA sentezini baslatmada rol oynar. 

 3- Yüksek sicaklikta aktif olan Taq polimeraz enzimi ile iki primer bölgesi 

arasinda kalan DNA bölgesi çogaltilir. 

 4- Reaksiyon sonunda elde edilen ürünler, ethidium-bromid ile boyanmis jelde 

yürütülerek DNA fragmentleri UV altinda incelenir [25]. 

 RAPD-PCR yönteminde primerlerin genomik DNA’ya baglandigi bölgelerdeki 

nokta mutasyonlari ile bu bölgeler arasindaki inversiyon ve delesyon gibi mekanizmalar 

polimorfizmin ortaya çikmasinda rol oynamaktadir [26]. 

 RAPD tekniginde, primer baglanma bölgelerinin bir genom boyunca rastgele 

dagilmis oldugu düsünülür ve bu bölgelerdeki polimorfizm farkli amplifikasyon 

ürünlerinin olusmasiyla sonuçlanir (Sekil.1.4) ve bir tür parmak izi olusturur. Bu da tür 

içi ve türler arasi benzerlik ölçümünün hesaplanmasinda RAPD verileri için en çok 

kullanilan yaklasim olarak ortaya koyar. 
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a. 

 

 
b. 

                                c.  

 avery.rutgers.edu/WSSP/StudentScholars/ project/archives/onions/rapd.html - 4k - 

 

Sekil.1.4. RAPD yöntemi ve olusan bantlarin jeldeki görüntüsü a. 1. türe ait RAPD reaksiyonu b. 2. türe  
ait RAPD reaksiyonu c. Olusan RAPD reaksiyonlari sonucunda olusan bant görüntüleri  
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1.3.1.1. RAPD-PCR Optimizasyonu 

 

 Her PCR reaksiyonu için gerektigi gibi saglikli ve net ürün almak için RAPD 

primerlerin çalistigi en uygun kosullarin tespit edilmesi gerekmektedir. Bu sebeple PCR 

reaksiyonunda kullanilan ögeler optimize edilir. 

 Enzim Konsantrasyonu; Taq DNA polimeraz için tavsiye edilen konsantrasyon, 

öteki bilesenlerin optimum olmasi durumunda 100µl reaksiyonda 1-2,5 ünite 

arasindadir [27]. Aslinda enzim ihtiyaçlari kalip veya primerlerle ilgili olarak degisiklik 

kazanabilir. Bir PCR’i planlarken her 100 ml de 0,5-5 ünüte arasindaki enzim 

konsantrasyonlari denenerek sonuçlar jel elektroforezinde incelenmistir. Eger enzim 

konsantrasyonu çok yüksekse özgün olmayan ürünler birikir, eger çok düsükse istenen 

üründen yetersiz sayida degisik miktarda olusur [28]. 

  Deoksinükleotit Trifosfatlar; stok dNTP konsantrasyonlari’nin degeri pH 7.0 

olmali ve konsantrasyonlar spektrofotometre ile belirlenmelidir. 5-10 mM dNTP içeren 

stok çalismalari önerilir. 20-200 µM arasindaki nükleotid konsantrasyonlarinda ürün 

miktari, özellik ve dogruluk açisindan optimal denge ile sonuçlanir. PCR’in özelligi ve 

dogrulugu orijinal Klenow araciligiyla, PCR her biri 1,5 mM altinda dNTP 

konsantrasyonu kullanilmasiyla artis gösterir. Düsük dNTP konsantrasyonu hedef 

olmayan yerlerde yanlis primer seçimini minimuma indirir ve yanlis birlesim 

nükleotidlerin çogalma ihtimalini azaltir. Hedef dizinin konsantrasyonu ve uzunlugu 

için uygun olan düsük dNTP konsantrasyonuna karar verilir [28]. 

 Magnezyum Konsantrasyonu;  primerlerin birlesmesinde, PCR ürünleri ve kalip 

DNA ipliklerinin ayrilma sicakliginda yabanci primer-dimer olusumuna, enzim 

aktivitesine ve dogruluguna etki eder. PCR’da Mg² miktari toplam dNTP 

konsantrasyonunun 0,5-2,5 mM üzerinde olmalidir [28].  

 Diger Reaksiyon Komponentleri;  PCR için önerilen tampon 10-50 mM Tris-HCL 

(pH 8.3-8.8)’dür. Bununla birlikte diger tamponlarin kapsamli incelenmesi 

yapilmamistir. Primerin DNA ipligine birlesmesini kolaylastirmak için reaksiyon 

karisimina 50 mM’e kadar KCL eklenebilir. 50 mM altinda NaCL veya 50 mM  

üzerinde KCL Taq polimeraz aktivitesini inhibe eder. Tween 20, Laureth 12, gelatin 
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veya bovine serum albumin (100 µ/ml) ve iyonik olmayan deterjanlar enzimi dengede 

tutar [28].  

 Tipik RAPD primerler 10 nükleotid uzunluguna sahiptirler Primerlerin DNA 

ipligine birlesmesi (Primer Annealing) için gereken sicaklik ve süre, primerlerin 

konsantrasyonuna, uzunluguna ve baz kombinasyonuna baglidir. Uygun birlesme 

sicakligi primerlerin gerçek erime derecesinin (Tm) 5ºC altindadir. Genellikle RAPD 

primerler kisa oldugundan 35-42 ºC de birlesme sicakliklari en iyi sonucu verir. Tipik 

primer konsantrasyonlarinda (0,2 µM) birlesme, sadece birkaç saniye ister. Birlesme 

sicakliginin artmasi yanlis birlesen primerlere karsi ayrimi artirir ve primerlerin 

3’ucundaki yanlis nükleotid büyümesini azaltir. Bu yüzden birlesme sicakligi ilk önce 

bazi devirler esnasinda özelliklerin artisina yardim eder. Ilk devirde maksimum özellik 

için Taq DNA polimeraz primer baglanmasi esnasinda denatürasyon adimindan sonra 

eklenebilir [28]. 

 Primer uzama zamani hedef dizinin uzunlugu, sicakligi ve konsantrasyonuna göre 

degisir. Genellikle 72 ºC’de primer uzamalar gerçeklesir. 72 ºC’de bir dakikalik uzama 

zamani 2 kb uzunluguna kadar olan ürünler için yeterli olmaktadir [28]. 

 PCR’in yetersizligi için en büyük sebep, kalip DNA ve PCR ürünlerinin eksik 

denatürasyonudur. Genelde 95ºC’de 30sn tipik olarak denatürasyon için yeterldir. Eksik 

denatürasyon DNA tortularinin geri yükselmesine ve bu sebeple de ürün veriminin 

düsmesine neden olur. Tam tersi olarak da çok yüksek ve çok uzun denetürasyon da 

gereksiz yere enzim aktivitesinin kaybina neden olur [28]. 

 PAPD-PCR’da optimum devir sayisi diger kosullar optimizme edildiginde hedef 

DNA’nin baslangiç konsantrasyonuna oldukça baglidir. Genel hata çok fazla 

uygulanmasidir. Gereginden fazla devir, spesifik olmayan yan ürünlerin miktarini ve 

karisikligini artirabilir ve çok az devirde düsük ürün verimine neden olur. RAPD-

PCR’da siklikla kullanilan devir sayisi40-45’tir [28]. 

 Bir RAPD reaksiyonunda 0.1 ve 0.5 µM arasinda primer konsantrasyonlari 

genellikle optimaldir. Yüksek primer konsantrasyonlarinda beklenen ürünler elde 

edilemez yerine primerlerin kendi aralarinda birlesmesinden olusan primer-dimer 

yapilari meydana gelir [28]. 
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1.3.1.2. RAPD Markörlerinin Avantajlari Ve Dezavantajlari 

 

 RAPD markörler nisbeten ucuz olmasi, çok fazla sayidaki genetik lokuslari 

rastgele örneklemesi ve primer dizayni için nükleotid dizi bilgisine ihtiyaç olmamasi ve 

az miktarda DNA kullanimini gerektirmesi nedeniyle genetik varyasyon çalismalarinda, 

sistematik için DNA-temelli karakterlerin belirlenmesinde oldukça yogun talep 

görmektedir ve herhangi bir taksona kolayca uygulanabilir [29]. RAPD teknigi; 

genomun moleküler karakterizasyonunu, dizileme, klonlama gerektirmemesi ve az 

miktarda DNA ya ihtiyaç duyulmasi nedeniyle basit ve hizlidir [30,24].  

 Radyoaktif olmayan ve basit bir deneysel kuruluma gerek duyan bir tekniktir. 

RAPD’de kullanilacak uygun kisa primerler ticari olarak elde edilebilir. Bir termal 

döngü cihazi, agaroz jel düzeneginden baska özel bir ekipman gerektirmez [31]. 

 Genetik haritalamada kullanilan RAPD teknigi diger tekniklere göre; türlerin 

yabani bir varyetesinde genomik analiz için evrensel set durumundaki primerlerle 

çalisilmasi, klonlanmis DNA problarinin izolasyonu, hibridizasyon için filtrelerin 

hazirlanmasi veya nükleotit siralanmasi için ön hazirlik çalismasi gerektirmemesi, her 

bir RAPD markirinin grup arastirma programlarinda bilgi transferini kolaylastiran dizi 

etiketli bölgeye karsilik gelmesi ve genotip saptamasini otomatik olarak yapabilmeleri 

nedeniyle avantajli bir metotdur [32]. 

Bununla beraber, RAPD markörlerin en büyük dezavantaji bu markörlerle 

yapilan PCR’in ortam sartlarindaki ufak degisikliklerden çok kolay etkilenmesidir. 

MgCl2, DNA, gibi reaksiyon bilesenlerine ve döngü sicakliklarina hassas olmasidir. Bu 

hassalik yeniden üretilebilirlik olayini RAPD analizlerinde onaylanmis bir problem 

haline getirmektedir. RAPD’le yapilan bir deneyin her tekrarinda ayni sonuçlarin elde 

edilebilmesi için bir deney prosedürünün titiz ve kati bir sekilde standartlastirilmasi ve 

optimizasyonu gereklidir. Tüm PCR analizlerinde oldugu gibi, DNA kontaminasyonu 

ve jel sistemlerinden kaynaklanan sorunlar da RAPD-PCR’da bir problem olarak 

karsimiza çikabilir [33]. 

  Dolayisiyla elde edilen ürün profilinin karsilastirilan gruplardaki genetik 

farkliliktan mi yoksa ortam sartlarindan mi kaynaklandigindan emin olmak zordur. Bu 

sebeple her markör için yapilan PCR’in birkaç kez tekrarlanmasi ve hepsinden ayni 
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sonucu elde ettikten sonra veri degerlendirmesine geçilmesi uygundur. Bununla beraber, 

kisitlamalar göz önünde tutuldugu ve teknik uygun bir sekilde kullanildigi zaman 

RAPD ilk baslayanlar için bile çok hizli, kolay elde edilebilen ve tekrarlanabilir 

sonuçlar verecektir 

 

1.3.1.3 RAPD Verilerinin Analizi 

 

RAPD veri analizinin ilk adimi PCR ürünün varligi veya yoklugunun sayilmasi 

yada PCR ürününün yogunlugunun hesaplanmasi arasinda seçim yapilmasini gerektirir  

[34]. RAPD verileri genellikle ürünlerin varligi/yoklugu temeline dayanarak sayilir, 

çünkü ürünlerin yogunluk farklarini belirlemek zordur [35]. 

RAPD profilinin tutucu bir sekilde degerlendirilmesi önerilir [36]. Buna göre 

sadece sinirli büyüklük araligindaki PCR ürünleri sayilmali, sadece yüksek 

yogunluktaki ürünler degerlendirilmeli, çünkü bunlar genellikle düsük yogunluktaki 

ürünlere kiyasla daha fazla çogaltilir. Ayrica, monomorfik büyük ve küçük ürünler 

tarafindan sinirlandirilmis bölgedeki ürünler sayilarak RAPD amplifikasyonunun 

kalitesi belirlenmelidir. DNA’nin tekrar izolasyonu, PCR reaksiyonlari ile RAPD 

amplifikasyonlarinin tekrarlanmasi ve RAPD ürünlerinin ayni sekilde çogaltildiginin 

denetlenmesi için uygun kontrollerin PCR çalismasina dahil edilmesi ve 

kontaminasyonun olmamasi RAPD verilerinin güvenilirligini daha da arttirir [36]. 

 Jel çözünürlügü genellikle standart tip agarozda düsüktür, bu tip jellerde farkli 

büyüklükteki ürünler ayni pozisyona göç edebilir. Daha detayli veri toplamak için 

Southern blot ve restriksiyon deneyleri önerilmektedir. RAPD verileri sayildiktan sonra 

deneyin dizaynina bagli olarak verileri analiz etmek için genelde 3 metot kullanilir: 

Benzerlik ölçümü, karakter ölçümü, siklik ölçümü. 

 RAPD verileri için en çok kullanimli yaklasim benzerlik ölçümünün 

hesaplanmasidir. Bu da 3 yolla yapilir. 

 1- Basit uyumluluk katsayisi kullanarak yapilir; bu iki farkli RAPD profili 

arasindaki paylasilan PCR ürünlerinin varligi ve yoklugu oranini ölçer [37]. 

 2- Jaccard’in katsayisidir;  varolan ortak ürünlerin oranini ölçer [38]. 
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 3- Nei ve Li katsayisidir; bir örnekte çogaltilmis ayrica baska bir örnekte de 

çogaltilabilecek ürünlerin olasiligini ölçer. Bu yöntemde karsilastirmasi yapilan her iki 

fenotipin tasidigi ortak bant sayisinin iki kati yine her iki fenotipin toplam bant sayisina 

bölünür. Bu üç yöntemin veri analizinde kullanilmalarinin avantaji hepsinin istatistiksel 

özelliklerinin iyi anlasilmis olmasidir [39]. 

 

1.3.1.4. RAPD’lerin Kullanim Alanlari 

 

 RAPD markörler, çok genis araliktaki sistematik problemlerin incelenmesi için 

gelistirilmis hizli, güvenilir ve kolaylikla kullanilabilen DNA temelli bir teknolojidir. 

RAPD’ler ile ilgili problemlerin çogunun, çogalma ve ürün homolojisiyle ilgili 

problemler oldugu özetlenebilir. Eger bunlarin üstesinden basarili bir sekilde gelinirse, 

RAPD’ler takson sinirlandirilmasi, hibridizasyon, genetik çesitlilik ve filogenetik yapiyi 

anlamayi da kapsayan çok genis çaptaki sistematik problemler için etkili ve kullanisli 

bir araç olabilir. Bu yolla farkli taksonomik seviyedeki bitki gruplari arasinda ve 

içindeki çesitliligin derecesi hakkinda degerli bilgiler elde edilebilir. Metot, genom 

üzerinde rastgele dagilmis DNA verisi olusturdugundan RAPD markörler, ayni türler 

arasindaki farklilasma, hibritlesme ve çesitliligin belirlenmesini içine alan çalismalar 

için de çekicidir [40]. RAPD’ler birbirleri ile yakindan iliskili türler arasinda yada tür 

içindeki arastirmalar için kullanislidir. RAPDlerin rastgele dogasinin anlami bunlarin 

bir tür üzerinde türün DNA dizi bilgisine gerek duymaksizin kullanilabilmesidir. 

RAPDler tür içi genetik çesitlilik çalismalarinda, yakin akraba türlerin akrabalik 

derecesinin belirlenmesinde, tür içindeki genotiplerin belirlenmesinde, kültüre alinan 

bitkilerin kimliklerinin saptanmasinda [41] ve aseksüel yolla üretilmis bitki klonlariyla 

yapilan zirai ve ekolojik amaçli çalismalarda kullanilmaktadir [42]. 

 Ayrica RAPD teknigi, alt tür ve varyete seviyesinde bitki taksonomik 

akrabaliklarinin açikliga kavusturulmasinda yaygin olarak kullanilmistir  [43,44 ]. Bu tür 

çalismalarda RFLP ve allozim markörleri ile yapilan ve direk olarak heterozigotlugun 

tahminine izin veren tekniklerden elde edilen verilerle, RAPD teknigiyle toplanan 

verilerin çogu durumda tutarlilik sergiledikleri de bulunmustur [45,46 ]. 
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1.4. Konu Ile Ilgili Yapilmis Çalismalar 

 

 Asma bitkisine ait 7 aday çesit ve 8 yeni çesit ile bunlarin toplam ebeveynlerinin 

genetik özellikleri yönünden karsilastirilmalari yapilmistir. Bu amaçla moleküler 

yöntemlerden RAPD-PCR teknigi kullanilmis, 20 farkli primer ile 30 çesit ve çesit 

adayinin birbirleri ve ebeveynleri ile farkli düzeylerde olusturduklari genetik benzerlik 

oranlari ortaya konularak, tanimlamalari yapilmistir [47]. 

 Tipulidae familyasina ait 10 tür içerisinde RAPD-PCR teknigi ile türler arasi ve 

tür içi genetik varyasyon belirlenmistir. Yapilan çalisma RAPD-PCR tekniginin türler 

arasi ve tür içi varyasyonlarin belirlenmesinde faydali olabilecegini göstermistir. 

 Nohutlarda solgunluga neden olan Fusarium oxysporum f. sp. Cicerisy’nin 

Türkiye´deki mevcut patotipleri rastgele çogaltilmis polimorfik DNA (RAPD) yöntemi 

ile saptanmistir [48]. 

 Karayemis (Laurocerasus officinalis Roem.) bitkisinin üç kültür tipi ve bir yabani 

formu, daha önce morfolojik ve biyokimyasal özelliklerinden yararlanilarak yapilan 

ayrimin dogru olup olmadigini anlamak için, aralarindaki iliski RAPD markörleri ile 

çalisilmistir. 14 random primer ile kültür formlari ve yabani form tamamen birbirinden 

ayrilmistir. RAPD verileri ile elde edilen polimorfizm, kültür tipi ve yabani form 

arasinda daha önceden yapilan siniflandirmayi dogrulamistir [49]. 

 Ülkemizin degisik bölgelerinden saglanan tohumlardan çogaltilan 17 idris 

(Prunus mahalep L.) bitkisinde DNA polimorfizmi arastirilmistir. RAPD tekniginde 

kullanilan 15 primerden polimorfizme ulasilmistir. Çalisma sonucunda, türde RAPD 

düzeyinde polimorfizm gösteren primerler tespit edilerek, DNA düzeyinde yürütülecek 

bundan sonraki arastirmalar için temel optimizasyon kosullari belirlenmistir [50].  

 Lens genusunda RAPD markörleri kullanilarak tür içi ve türler arasi genetik 

varyasyonu ve genetik akrabaliklari çalisilmis. Sonucunda kültür mercimeginin alt tür 

içi varyasyonlarinin düsük, kültür mercimegi ile karsilastirildiginda yabani türlerde 

daha fazla polimorfizm saptanmistir. Yapilan çalisma ile, yaban çesitlerden L.c.ssp. 

oriantalis’in kültür çesitlerine en yakin tür oldugu ve kültür mercimeginin atasi için bir 

aday oldugu ortaya çikartilmistir  [51]. 



 20 

 RAPD (rastgele çogaltilmis polimorfik DNA) teknigi kullanilarak, ülkemizde 

yetisen findik çesitlerinden seçilmis olan üç çeside (Kalinkara, Palaz ve Tombul) ait 

tiplerin genetik benzerlikleri çalisilmistir. Çesitlerin kendileri arasindaki genetik iliskiler 

belirlenmistir[52]. 

 Kara limon ve Italyan memeli limon çesitleri arasinda mevcut çesit karmasasini 

çözümlemek için bu iki bitkinin DNA izolasyonu yapilarak, RAPD teknigi kullanilmis 

ve 49 RAPD primeri ile bitki genomlari taranmistir. Yapilan çalisma sonucunda bu iki 

limon çesidinin ayni orijinden geldigi ancak farkli ekolojik kosullarda zaman içerisinde 

genomlarinda degisiklik oldugu ve Kara limon ile Italyan Memelinin ayni hatlar 

olmadigi ortaya konulmustur [53].  

 Xantosama sp. Türünün 18 kültür çesidi RAPD analizi ile degerlendirilmistir. 7 

random primer toplam 40 banttan 11’i tüm RAPD primerler için özdes bant profili 

olusmustur. RAPD bantlarin varligi ve yoklugu temel alinarak bir benzerlik matrisi 

olusturulmus. Kokoyem kültürleri arasindaki genetik benzerlik, 0.86 ile 0.97 arasinda 

bulunmus ve olusturulan dendrogramla kültürlerin iki kümede toplandigi görülmüstür 

[54]. 

 Türkiye kökenli yabani arpa hatlari (Hordeum murinum, Hordeum bulbosum ve 

Hordeum vulgare spontaneum) arasindaki çesitlilik moleküler düzeyde RAPD teknigi 

kullanilarak karsilastirmali olarak arastirilmistir. Hatlar arasindaki en yüksek 

polimorfizm orani % 60 olarak bulunurken, en düsük polimorfizm orani %3 olarak 

bulunmustur. Elde edilen sonuçlar, ekonomik öneme sahip karakterleri (hastaliklara, 

kurakliga dirençlilik vb.) tasiyan yabani arpa hatlarinin RAPD markörleriyle 

belirlenebilecegini göstermis ve bu hatlarin kullanimiyla da yüksek kaliteli arpa 

kültürlerinin gelistirilmesinin mümkün olabilecegi ortaya konulmustur [55]. 

 Cucumis melo (kavun)’daki DNA polimorfizmi RFLP'ler ve RAPD'ler 

kullanilarak degerlendirilmistir. Fakli kavun tiplerini temsil eden 13 tür, 18 RAPD 

primeri kullanarak incelenmistir. Kümeleme analizi kavun türleri arasindaki en büyük 

farkliligin  Hindistan kavunu ve Kuzey Amerika ile Avrupa'nin  kokulu kavunu arasinda 

ortaya çiktigini göstermistir [56]. 
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 RAPD-PCR teknigi kullanilarak yapilmis diger bir çalisma da, Stenbergia 

(Amaryilidaceae) türleri arasinda polimorfizm ve filogenetik iliskilerin belirlenmesi 

üzerine yapilmistir. Stenbergia cinsi Türkiye’de 6 tür (S.lutea ve S.sicula, S.colchiflora, 

S. fischeriana, S. candida ve S. clusiana) ile temsil edilir. Bu türleri birbirinden ayirt 

etmek için rastgele çogaltilmis polimorfik DNA polimeraz zincir reaksiyonu 

kullanilmistir ve sonuçta S.lutea ve S.sicula türlerinin birbirinin ayni oldugu 

görülmüstür [57]. 

 Pyrus communis L. Türüne ait ait William, Passa crassana ve Conference kültür 

çesitlerinin genotip tanimlanmasi RAPD primerler kullanilarak yapildi. Bu çalismada 

kullanilan 32 primerden çok azi William kültüvarini, Passa crassana  kültüvarindan ayirt 

edebilmistir. Sadece bir primer açik bir sekilde 3 kültür çesidi arasindaki farkliligi 

ortaya çikartmistir. Bu çalisma ile RAPD markörlerin kültürle çogaltilan bitkilerin 

taranmasi ve patentlesmesinde etkili bir yöntem oldugu gösterilmistir [58]. 

1.5. Tez Çalismasinin Amaci 

Bu çalismanin amaci; Akdeniz Bölgesi’nde P-3165, P-3394, Vero, Luce ve OSSK-596 

ticari misir (Zea Mays) çesitlerinin RAPD markörlerle aralarindaki benzerlik oranlarinin 

genetik düzeyde incelenmesi, kümeleme analizi ile benzerliklerine göre 

gruplandirilmasi, bu sayede piyasada farkli isimler altinda satilan bu misir çeitlerinin 

gerçekte de birbirinden farkli olup olmadigini anlamak ve bu çesitler arasinda moleküler 

düzeydeki çalismalar için, polimorfizmi belirlemeyi saglayan ve çesitlere özgü 

tanimlayici olan primerleri tespit etmekti. 
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2. MATERYAL METOD 

 

2.1. Bitki Materyali 

 Bu çalismada bitki materyali olarak Çukurova Tarimal Arastirma Merkezi’nden 

temin edilen 5 ticari misir çesidi kullanildi. Bu çesitler P-3165, P-3394,  OSSK-596, 

Vero ve Luce çesitleridir. Bu misir tohumlarindan Vero ve Luce çesitleri Pan tohum ve 

islah A.S. tarafindan, P3165 ve P3394 çesitleri Pioneer tohumculuk A.S.tarafindan, 

OSKK-596 çesidi ise Tareks tarim ürünleri araç gereçleri ithalat ve ihracat A.S. 

tarafindan üretilmektedir. 

 

2.2. Tohum Çimlendirme 

 

 Her bir misir çesidi için 15-20 tohum humuslu hazir toprak içeren saksilarda oda 

sicakliginda 9 saat gündüz/ 15 saat gece fotoperiyotunda çimlendirildi. Fideler yaklasik 

10-15cm oldugunda genç yapraklar demetlenerek uçlarindan 1cm kesildi, kesilen 

örnekler alüminyum folyoya sarilip etiketlenerek derin dondurucuda (-80ºC’de) 

saklandi. 

 

2.3. Bitki Materyallerinden DNA Izolasyonu 

 

 Misir bitkisinden toplam DNA’nin izolasyonu klasik bitki DNA izolasyon 

metotlarindan CTAB metoduna [59] göre yapildi. Buna göre, 

• Misir bitkisinin yapraklari (∼1 gr) havan ve tokmak yardimiyla sivi azot 

içinde ince pudra haline gelene dek ögütüldü. Ögütülen bitki materyali 

spatül yardimiyla santrifüj tüpüne aktarildi. 

• Tüpün içine, aktarilan örnekle ayni volümde sicak CTAB tamponu (2% 

CTAB w/v, 20 mM EDTA, 1.4M NaCl, 1% PVP, 100 mM Tris, pH 8.0) 

eklendi.  

• Karisim 65°C’ye ayarli su banyosunda 30dk bekletildi. 

• Daha sonra 1 volüm kloroform/ isoamil alkol (24:1) ya da kloroform ilave 

edilerek karistirildi. 
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• Santrifüj tüpündeki karisim 10 dk 7.500 rpm’de santrifüjlendi. Üstteki sulu 

kisim mikropipet yardimiyla yeni bir tüpe aktarildi. 

• Eger aktarilan sulu faz bulanik görünüyorsa, kloroform/isoamil alkol 

basamagi ve santrifüjleme tekrar edildi. 

• Santrifüjlemeden sonra tüpün üst kismindaki sulu kisim, supernatant, yine 

temiz bir tüpe aktarildi ve tüp içine ayni oranda -20°C’deki 

isopropanolden eklendi. Tüp karistirilarak -20°C’de en az 30dk, en fazla 

bir gece bekletilerek DNA’nin çökmesi saglandi. 

• Bunu izleyen santrifüjleme (10.000rpm’de 10dk) ile olusan DNA pelleti 

%70’lik etanol ile yikandiktan sonra kurutuldu ve 50-100µl TE tampon 

(Çizelge 2.1) içinde çözündürüldü. 

 

                                Çizelge.2.1.  DNA izolasyonunda kullanilan solüsyonlar 

 

Solüsyon Adi Içerik Konsantrasyon 

Izolasyon tamponu 

(2X) 

CTAB 

PVP 

Tris-HCl 

EDTA 

NaCl 

%2 (w/v) 

%1 (w/v) 

100 mM 

20 mM 

1.4 M 

TE tamponu 

(pH. 8) 

Tris-HCl 

EDTA 

10 mM 

1 mM 

 

2.4. DNA Miktar Tayini 

 

 Bitki örneklerinden elde edilen DNA’lar Nanodrop spektrofotometrede 260 ve 

280 nm dalga boylarinda okunarak miktar ve saflik dereceleri belirlendi. PCR analizi 

için kullanilmak üzere seçilen DNA örneklerinin miktar tayinleri çizelge halinde verildi  

(Çizelge.3.1). 
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2.5. RAPD-PCR'da Kullanilan Primerler 

 

 5 ticari misir çesidinin çalisildigi RAPD-PCR analizinde, Qiagen Operon GMBH 

firmasindan temin edilen Kit OPAB’nin içerdigi 10-mer (10 adet nükleotid dizisinden 

olusan) primerler kullanildi. Bu primerlerin nükleotid dizileri ve moleküler agirliklari 

Çizelge 2.2’de verilmistir. 

 
 Çizelge.2.2. PAPD-PCR'da kullanilan primerler 

 

Kodu 5’-3’Nükleotid 
sirasi 

Moleküler 

agirlik 

pmoles µg/tüp 

OPAB-1 

OPAB-2 

OPAB-3 

OPAB-4 

OPAB-5 

OPAB-6 

OPAB-7 

OPAB-8 

OPAB-9 

OPAB-10 

OPAB-11 

OPAB-12 

OPAB-14 

OPAB-15 

OPAB-16 

OPAB-17 

OPAB-18 

OPAB-20 

CCGTCGGTAG 

GGAAACCCCT 

TGGCGCACAC 

GGCACGCGTT 

GGCACGCGTT 

TGGCGCACAC 

GTGGCTTGGA 

GTAAACCGCC 

GGGCGACTAC 

TTCCCTCCCA 

GTGCGCAATG 

CCTGTACCGA 

AAGTGCGACC 

CCTCCTTCTC 

CCCGGATGGT 

TCGCATCCAG 

CTGGCGTGTC 

CTTCTCGGAC 

3035 

2988 

3004 

3035 

3013 

3090 

2988 

3019 

3044 

2890 

3059 

2979 

3028 

2881 

3035 

2979 

3026 

2970 

5495 

5194 

5379 

5495 

5058 

5194 

5194 

5302 

5160 

6527 

5090 

5533 

4990 

7072 

5495 

5533 

5876 

5919 

16 

15 

16 

16 

15 

16 

15 

16 

15 

18 

15 

16 

15 

20 

16 

16 

17 

17 
         
          Yalnizca isaretlenmis primerler tekrar edilebilen bant olusumu göstermislerdir 
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 2.6. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile DNA Çogaltilmasi 

  

  PCR amplifikasyonlari;25µl’lik reaksiyon volümlerinde gerçeklestirildi. Her bir 

reaksiyon volümü; 16.5µl deionize su, 2.5µl tampon (10x), 2µl MgCl2 (25mM), 0.5µl 

dNTP (10mM), 2µl primer (Çizelge.2.2), 200ng DNA, 0.5µl enzim (taq polimeraz) 

içermektedir (Çizelge.2.3).  Her primer için yapilan reaksiyonlar en az iki kez farkli 

zamanlarda tekrar edilerek tekrarlarda ayni bant profilini olusturan primerler analiz için 

seçildi. 

 PCR islemi Techgene (Techne Ltd.) PCR aygiti kullanilarak yapildi. PCR aleti, 

94°C’de 3dk (baslangiç denatürasyon basamagi) ile 94°C’de 30sn (denatürasyon), 

36,5°C’de 1dk (primer baglanma) ve 72°C’de 1dk (primer uzama) sikluslari ve 72°C’de 

8dk son uzatma basamagini gerçeklestirmek üzere programlandi (Çizelge.2.4). PCR 

ürünleri agaroz jelde kosturulana kadar +4°C’de saklandi. 
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            Çizelge.2.3. RAPD-PCR reaksiyonunda kullanilan maddeler 
 

Madde Adi Içerik Konsantrasyon (25µl 

için) 

Distile su - - 

10x PCR tamponu 

(MBI Fermentas) 

Tris-HCl (100mM) 

K-Cl (500mM) 

Nonided P 40 (0,81mM) 

(pH 8,8 25 ºC’de) 

10 mM 

50 mM 

% 0,08 (w/v) 

MgCl2 ( 25 mM) 

(MBI Fermentas) 

- 2 mM 

dNTP karisimi 

(MBI Fermentas) 

dATP (10 mM) 

dTTP (10 mM) 

dCTP (10 mM) 

dGTP (10 mM) 

200 µM 

Primer 

(Operon) 

- 10 pmol 

Genomik DNA  - 200 ng 

Taq Polimeraz enzimi  

(5 U/µl) 

 (MBI Fermentas) 

-Taq Polimeraz 2,5 Ünite 

 
                           Çizelge.2.4. RAPD PCR’da Kullanilan Termal Döngü Programi. 

 

Sicaklik Süre  Islem Döngü Sayisi 

94 ºC 3 dk Ön denatürasyon 1 

94 ºC 

36,5 ºC 

72 ºC 

30 sn 

1 dk 

1 dk 

DNA denatürasyon isisi 

Primer baglanma isisi 

Ürün sentezi isisi 

( Amplifikasyon ) 

 

40  

 

72 ºC 8 dk Son uzama basamagi 1 
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2.7. DNA ve PCR Ürünlerinin Agaroz Jel Elektroforezi 

 

 Misir çesitlerinden elde edilen DNA’lar  %0.8’lik (w/v) agaroz (Sigma) jellerde, 

PCR ürünleri ise %1.4’lük (w/v) agaroz jellerde mini yatay elektroforez kiti (Thermo 

Ltd.) kullanilarak kosturuldu. Agaroz jeller 0.5X TBE tampon solüsyonu (0.445 M Tris, 

0.445 M Borik asit, 0.01 M EDTA (pH 8.0) ile hazirlandi. Ayrica her agaroz jeline 

katilasmadan önce 0.5µg ml-1 oraninda etidyum bromid ilave edildi. 0.5X TBE 

solüsyonu elektroforez tanklarinda tampon olarak kullanildi.  

 DNA örnekleri jelde 20 dk, 100V’da,  PCR örnekleri ise 30-40dk. 80V’da 

kosturulduktan sonra UV kutusu üzerinde incelendi. Etidyum bromid sayesinde görünür 

hale gelen DNA bantlari Uvitec marka jel dökümantasyon sistemi kullanilarak 

fotograflandi. 
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3. SONUÇLAR VE TARTISMA 

 

3.1. Sonuçlar 

 

3.1.1. Misir Çesitlerinde DNA izolasyonu 

 

 Pan Tohum Islah ve Üretim A.S. tarafindan üretilen Vero ve Luce,  Pioneer 

Tohumculuk A.S. tarafindan üretilen P3165 ve P3394, Tareks Tarim Ürünleri Araç 

Gereç Ithalat Ihracat ve Ticaret A.S. firmalari tarafindan üretilen OSSK-596 çesitlerine 

ait tohumlar çimlendirilerek, fidelerden alinan örneklerle DNA izolasyonu yapildi 

(bkz.2.3). DNA izolasyonunda klasik bir yöntem olan ve arastirmacilar tarafindan 

siklikla kullanilan CTAB yöntemi [60] kullanildi. DNA örneklerinin miktar tayinleri 

nanodrop spektrometre'de okundu (Çizelge.3.1). 

 
Çizelge.3.1. Zea mays’a ait 5 farkli çesidin DNA’larinin spektrofotometre ölçüm sonuçlari 

 

Çesitler A260  (ng/µl)  

Vero 445,7  

Pioneer 3165 441,5 

Pioneer 3394 529,1 

Tareks OSSK 596 319,4 

Luce 555,3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 29 

 RAPD-PCR yönteminde kullanilacak DNA örneklerinin kaliteleri agaroz jel 

elektroforezi yapilarak belirlendi (Sekil.3.1). DNA örneklerinin yüksek moleküler 

agirliga sahip tek bir bant olarak jelde tespit edilmesi bu örneklerin PCR reaksiyonunda 

kullanilabilir kalitede oldugunu göstermektedir. 

 

 

 

 

                  M      1        2      3       4      5 

 
 

Sekil.3.1.  Zea mays’a ait 5 ticari çesidin DNA görüntüleri M-1kb DNA Ladder  1-Vero  

                  2- P-3165 3- P-3394 4- OSSK-599 5- Luce                                  
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3.1.2. RAPD-PCR 
 
 
 P-3165, P-3394, OSSK-596, Vero ve Luce misir çesitlerine ait DNA örnekleri ile 

10 baz uzunluguna sahip RAPD primerleri (bkz.çizelge.2.3) kullanilarak PCR 

reaksiyonu yapildi. Her bir primerle yapilan PCR reaksiyonu en az iki defa tekrar edildi 

ve her tekrarda ilgili primerin ayni bant profilini verip vermedigi kontrol edildi. 

Denenen primerlerden OPAB-1, OPAB-2, OPAB-3, OPAB-5, OPAB-9, OPAB-11, 

OPAB-14, OPAB-17, OPAB-18, primerleri kullanilan 5 misir çesidi içinde tekrar 

edilebilir bantlar olusturdu. 

  PCR amplifikasyonlari; 25µl’lik reaksiyon volümlerinde gerçeklestirildi. Her bir 

reaksiyon volümü; 16.5µl deionize su, 2.5µl tampon (x10), 2µl MgCl2 (25mM), 0.5µl 

dNTP (10mM), 2µl primer, 200ng DNA, 2.5U enzim (taq polimeraz) içerecek sekilde 

hazirlandi. Bütün bu islemler buz içerisinde gerçeklestirildi ve enzimin bozulmasini ve 

hazirlanan karisim içerisinde DNA ile tepkimeye girmesini engellemek için enzim en 

son asamada derin dondurucudan çikartilarak eklendi. 

 PCR islemi Techgene (Techne Ltd.) PCR aygiti kullanilarak yapildi. PCR aleti, 

94°C’de 3dk baslangiç denatürasyon basamagi ile 94°C’de 30sn denatürasyon, 

36,5°C’de 1dk primer baglanma ve 72°C’de 1dk primer uzama sikluslari ve 72°C’de 

8dk son uzatma basamagini gerçeklestirmek üzere programlandi (bkz. çizelge.2.4). PCR 

ürünleri yatay elektroforez kiti (Thermo Ltd.) kullanilarak agaroz jel üzerinde 

ayristirildi ve fotograflari çekildi (Sekil 3.2, 3.3, 3.4, 3.5, 3.6, 3.7, 3.8, 3.9, 3.10). 
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                         M     1       2      3      4      5     NK           

 
 

Sekil.3.2. Zea mays’a ait 5 çesidin, OPAB1 primerinin kullanilmasiyla elde edilen RAPD-PCR            

                 sonuçlari M- 100 bç DNA Ladder NK- Negatif Kontrol 1- Vero  2- P-3165  3- P-3394  

                4- OSSK–596 5- Luce 

 

 OPAB-1 primeri ile 5 ticari misir çesidinde yapilan RAPD-PCR sonucunda 6 

markör bant elde edildi. Bunlardan 1 tanesi (markör bant 5) monomorfik, diger 5 

markör bant polimorfikti. Markör bant 1 sadece OSKK-596 çesidinde olustu. Bu 

OPAB-1 primerinin OSKK-596 çesidini diger 4 misir çesidinden ayirt edilmesinde 

tanimlayici bir primer olarak kullanilabilecegini göstermektedir. 
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                           M      1       2       3      4       5    NK 
  

 
 

Sekil.3.3. Zea mays’a ait 5 çesidin, OPAB 2 primerinin kullanilmasiyla elde edilen RAPD-PCR            

                 sonuçlari M- 100 bç DNA Ladder NK- Negatif Kontrol 1- Vero  2- P-3165  3- P-3394  

                4- OSSK–596 5- Luce 

 

 OPAB-2 primeri ile 5 misir çesidinde yapilan RAPD-PCR sonucunda 7 markör 

bant elde edildi. Bunlardan 3 tanesi (markör bant; 3, 4, 5) monomorfik, diger 4 markör 

bant polimorfikti. Markör bant 1 ve 7 sadece OSKK-596 çesidinde gözlendi. Bu sonuç 

da OPAB-2 primerinin bu 5 misir çesidi içerisinde OSKK-596 çesidinin ayirt 

edilmesinde tanimlayici bir primer olarak kullanilabilecegini göstermektedir. 
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                             M     1      2     3     4      5    NK 

 
 

Sekil.3.4. Zea mays’a ait 5 çesidin, OPAB 3 primerinin kullanilmasiyla elde edilen RAPD-PCR            

                 sonuçlari M- 100 bç DNA Ladder NK- Negatif Kontrol 1- Vero  2- P-3165  3- P-3394  

                4- OSSK–596 5- Luce 

 

 OPAB-3 primeri ile 5 misir çesidinde yapilan RAPD-PCR sonucunda 14 markör 

bant elde edildi. Bunlardan 1 tanesi (markör bant 12) monomorfik, diger 13 markör bant 

polimorfikti. Markör bant 1, 5 ve 9  sadece P-3394 çesidinde,  markör bant 4 sadece 

Vero çesidinde, markör bant 7 ise sadece P-3165 çesidinde olustu. Bu nedenle OPAB-3 

primeri bu 5 misir çesidi içerisinde Vero, P-3394 ve P-3165 çesitlerinin diger misir 

çesitlerinden ayirt edilmesinde tanimlayici bir primer olarak kullanilabilir. 
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                            M      1      2      3     4      5     NK 

 
 

 

Sekil.3.5. Zea mays’a ait 5  çesidin, OPAB 5 primerinin kullanilmasiyla elde edilen RAPD-PCR            

                 sonuçlari M- 100 bç DNA Ladder NK- Negatif Kontrol 1- Vero  2- P-3165  3- P-3394  

                4- OSSK–596 5- Luce 

 
 OPAB-5 primeri ile 5 ticari misir çesidinde yapilan RAPD-PCR sonucunda 8 

markör bant elde edildi. Bunlardan 2 tanesi (markör bant; 5, 6) monomorfik, diger 6 

markör bant polimorfikti. Markör bant 7 sadece Vero çesidinde olustu. Bu nedenle  

OPAB-5 primeri bu 5 misir çesidi içerisinde Vero çesidinin diger misir çesitlerinden 

ayirt edilmesinde tanimlayici bir primer olarak kullanilabilir. 
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                                 NK    M     1       2      3      4      5   

 
 

       

Sekil.3.6. Zea mays’a ait 5  çesidin, OPAB 9 primerinin kullanilmasiyla elde edilen RAPD-PCR            

                 sonuçlari M- 100 bç DNA Ladder NK- Negatif Kontrol 1- Vero  2- P-3165  3- P-3394  

                 4- OSSK–596 5- Luce 

 

 OPAB-9 primeri ile 5 ticari misir çesidinde yapilan RAPD-PCR sonucunda 10 

markör bant elde edildi. Bunlardan tamami  polimorfikti. Markör bant 8 sadece OSKK-

596 çesidinde olustu. Bu nedenle OPAB-9 primeri bu 5 misir çesidi içerisinde OSKK-

596 çesidinin diger misir çesitlerinden ayirt edilmesinde tanimlayici bir primer olarak 

kullanilabilir. 
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                           NK   M     1      2       3       4    5   

  
 

Sekil.3.7. Zea mays’a ait 5  çesidin, OPAB 11 primerinin kullanilmasiyla elde edilen RAPD-PCR            

                 sonuçlari M- 100 bç DNA Ladder NK- Negatif Kontrol 1- Vero  2- P-3165  3- P-3394  

                 4- OSSK–596 5- Luce 

 

 OPAB-11 primeri ile 5 ticari misir çesidinde yapilan RAPD-PCR sonucunda 10 

markör bant elde edildi. Bunlardan tamami polimorfikti. Markör bant 6 sadece OSKK-

596 çesidinde, markör bant 8 ve 9 sadece P-3394 çesidinde, markör bant 10 ise sadece 

Vero çesidinde olustu. Bu nedenle OPAB-11 primeri bu 5 misir çesidi içerisinde 

OSKK-596, Vero ve P-3394 çesitlerinin diger misir çesitlerinden ayirt edilmesinde 

tanimlayici bir primer olarak kullanilabilir. 
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                                        M    1      2     3     4      5    NK 

  

 

Sekil.3.8. Zea mays’a ait 5 çesidin, OPAB 14 primerinin kullanilmasiyla elde edilen RAPD-PCR            

                 sonuçlari M- 100 bç DNA Ladder NK- Negatif Kontrol 1- Vero  2- P-3165  3- P-3394  

                 4- OSSK–596 5- Luce 

 
  

 OPAB-14 primeri ile 5 ticari misir çesidinde yapilan RAPD-PCR sonucunda 12 

markör bant elde edildi. Bunlardan 2 tanesi (markör bant; 6, 7) monomorfik, diger 10 

markör bant polimorfikti. Markör bant 10 sadece Luce çesidinde, markör bant 12 ise 

sadece OSKK-596 çesidinde gözlendi. Bu nedenle OPAB-14 primeri bu 5 misir çesidi 

içerisinde OSKK-596 ve Luce çesitlerinin diger misir çesitlerinden ayirt edilmesinde 

tanimlayici bir primer olarak kullanilabilir. 
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                           M     1      2      3      4      5     NK 

 
 

Sekil.3.9. Zea mays’a ait 5 çesidin, OPAB 17 primerinin kullanilmasiyla elde edilen RAPD-PCR            

                 sonuçlari M- 100 bç DNA Ladder NK- Negatif Kontrol 1- Vero  2- P-3165  3- P-3394  

                 4- OSSK–596 5- Luce 

 
  

 OPAB-17 primeri ile 5 ticari misir çesidinde yapilan RAPD-PCR sonucunda 2 

markör bant elde edildi. Bunlardan 1 tanesi (markör bant 1) monomorfik, markör bant 2 

ise polimorfikti. Markör bant 2 sadece OSKK-596 çesidinde olustu. Bu nedenle OPAB-

17 primeri bu 5 misir çesidi içerisinde OSKK-596 çesidinin diger misir çesitlerinden 

ayirt edilmesinde tanimlayici bir primer olarak kullanilabilir. 
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                            M      1       2      3      4      5    NK 

   
 

     

  Sekil.3.10.  Zea mays’a ait 5 çesidin, OPAB-18 primerinin kullanilmasiyla elde edilen RAPD-PCR            

                      sonuçlari M- 100 bç DNA Ladder NK- Negatif Kontrol 1- Vero  2- P-3165  3- P-3394  

                     4- OSSK–596 5- Luce 

 

 

 OPAB-18 primeri ile 5 ticari misir çesidinde yapilan RAPD-PCR sonucunda 8 

markör bant elde edildi. Bunlardan 2 tanesi (markör bant; 2 ve 3) monomorfik, diger 6 

markör bant polimorfikti. Markör bant 6 sadece Vero çesidinde olustu. Bu nedenle 

OPAB-18 primeri bu 5 misir çesidi içerisinde Vero çesidinin diger misir çesitlerinden 

ayirt edilmesinde tanimlayici bir primer olarak kullanilabilir. 
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                    Çizelge.3.2. Vero, P-3165, P-3394, OSKK-596 ve Luce misir (Z. Mays) çesitlerinin RAPD  

                                           primerlerle olusturulan PCR Ürünleri  

 

Primer 

Her Primer için 

Toplam RAPD 

Ürün Saysi 

Toplam 

Polimorfik RAPD 

Ürün Sayisi 

Toplam 
monomorfik 
RAPD ürün sayisi 

OPAB-1 6 5          1 

OPAB-2 7 4          3 

OPAB-3 14 13          1 

OPAB-5 8 6          2 

OPAB-9 10 10           - 

OPAB-11 10 10           - 

OPA B -14 12 9           3 

OPAB-17 2 1           1 

OPAB-18 6 4           2 

Toplam 75 62          13 

 

 

 

3.1.3. RAPD Bant Profillerinin Analizi 

 

 Jel fotograflari üzerinden RAPD bantlari her bir bant için var (1) ya da yok (0) 

olarak sayildi ve her bir primer için sonuçlar çizelgelendirildi (Çizelge 3.3-Çizelge 3.10) 

Genetik benzerlik (SAB) RAPD profili verilerinin Jaccard esitligi hesaplandi. Genetik 

uzaklik degerleri ile dendrogram SPSS programi kullanilarak çizildi.  

 Jaccard benzerlik ölçümü; Mikrobiyolojik ve taksonomik bulgularda ikili 

degerleri saptanan birimlerin belirli bir özellige sahip olmalarinin arti (+) ve eksi (-

)özellikler gösterenlere oranini belirten bir benzerlik ölçüsü olarak ele alinmistir. 

 J= Simkl  = (nS+) / (nS++ nd) 

Biçiminde hesaplanir. Burada ns, k ve l birimlerinde + karakterlerin sayisini, nd 

birimlerden birinde + digerinde – olan karakterlerin sayisini göstermektedir. 
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            Çizelge.3.3.   OPAB 1 Primerleri ile Elde Edilen Bantlar   

                                                                                                                                          

 

Bantlar 
      Vero P3165    P3394  Tareks Luce 

B1 0 0 0 1 0 

B2 1 0 0 1 0 

B3 0 1 1 1 0 

B4 0 0 1 1 0 

B5 1 1 1 1 1 

B6 1 0 0 0 1 

 

          Çizelge.3.4.  OPAB 2 primeri ile elde edilen bantlar  

 

 

 

 

 

 
        

              

 

 

Bantlar 
Vero P3165 P3394 Tareks Luce 

B1 1 1 0 0 1 

B2 0 0 0 1 0 

B3 1 1 1 1 1 

B4 1 1 1 1 1 

B5 1 1 1 1 1 

B6 1 1 0 1 1 

B7 0 0 0 1 0 
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             Çizelge.3.5.  OPAB 3 primeri ile elde edilen bantlar   

 

Bantlar Vero P3165 P3394 Tareks Luce 

B1 0 0 1 0 0 

B2 1 0 1 0 0 

B3 1 0 1 0 1 

B4 1 0 0 0 0 

B5 0 0 1 0 0 

B6 1 0 1 0 1 

B7 0 1 0 0 0 

B8 1 0 1 0 1 

B9 0 0 1 0 0 

B10 1 1 1 0 1 

B11  1 0 1 0 1 

B12 1 1 1 1 1 

B13 1 0 0 1 1 

B14 0 0 0 1 1 

              

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 43 

           Çizelge.3.6.  OPAB 5 primeri ile elde edilen bantlar  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

              

 

 

 

 

 

 

 

 

            

 

Bantlar 
Vero P3165 P3394 Tareks Luce 

B1 1 1 0 1 0 

B2 1 1 0 1 0 

B3 0 1 0 1 0 

B4 1 0 0 1 1 

B5 1 1 1 1 1 

B6 1 1 1 1 1 

B7 1 0 0 0 1 

B8 1 1 0 1 0 
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             Çizelge.3.7.  OPAB 9 primeri ile elde edilen bantlar  

 

 

Bantlar 
Vero P3165 P3394 Tareks Luce 

B1 0 1 1 0 1 

B2 0 1 1 0 0 

B3 0 1 1 0 1 

B4 1 1 1 1 0 

B5 0 1 1 1 1 

B6 0 1 0 1 1 

B7 0 1 1 1 1 

B8 0 0 0 1 0 

B9 0 1 1 1 1 

B10 0 1 1 0 1 

 

            Çizelge.3.8.  OPAB 11 primeri ile elde edilen bantlar 

 

 

Bantlar 
Vero P3165 P3394 Tareks Luce 

B1 1 0 1 0 0 

B2 1 0 1 1 1 

B3 1 0 1 1 0 

B4 0 0 1 1 0 

B5 1 0 1 0 0 

B6 0 0 0 1 0 

B7 1 1 0 0 1 

B8 0 0 1 0 0 

B9 0 0 1 0 0 

B10 1 0 0 0 0 
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            Çizelge.3.9.  OPAB 14 primeri ile elde edilen bantlar  

 

 

Bantlar 
Vero P3165 P3394 Tareks Luce 

B1 0 1 1 1 0 

B2 1 0 0 1 1 

B3 1 1 1 1 0 

B4 0 1 1 1 0 

B5 0 1 1 1 0 

B6 1 1 1 1 1 

B7 1 1 1 1 1 

B8 1 1 1 0 0 

B9 0 1 1 0 0 

B10 0 0 0 0 1 

B11  1 1 1 1 1 

B12 0 0 0 1 0 

 

 
             Çizelge.3.10.  OPAB 17 primeri ile elde edilen bantlar   

 

 

Bantlar 
Vero  P3165 P3394 Tareks Luce 

B1 1 1 1 1 1 

B2 0 0 0 1 0 
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             Çizelge.3.11.  OPAB 18 primeri ile elde edilen bantlar  

 

 

Bantlar 
Vero  P3165 P3394 Tareks Luce 

B1 0 1 1 0 1 

B2 1 1 1 1 1 

B3 1 1 1 1 1 

B4 1 1 1 0 1 

B5 0 1 1 0 1 

B6 1 0 0 0 0 

 

 

 RAPD analizi sonucu elde edilen verilere göre tescilli ticari misir çesitlerinden 

Vero, P-3165, P-3394, OSKK-596 ve Luce arasindaki genetik benzerlik degerleri 

Çizelge 3.11' de verilmistir. Jaccard benzerlik indeksi ile yapilan çalismaya göre;  

Z.mays’a ait bu 5 çesit arasindaki genetik benzerlik degerleri 0,383 ile 0,561 arasinda 

hesaplanmistir. P-3165 ve P-3394 çesitleri 0.561 ile en yüksek genetik benzerlige 

sahiptirler. OSSK-596 ile Luce çesitleri ise 0.338 degeri ile en az genetik benzerlige 

sahiptirler. Vero’nun diger çesitlerle olan genetik benzerlikleri P-3165 ile 0.475, P-3394 

ile 0.429, OSSK-596 ile 0.410, Luce çesidi ile de 0.528’dir. P-3165 çesidinin P-3394 ile 

genetik benzerligi 0.561, OSSK-596 ile 0.491, Luce ile 0.509’dur. P-3394 çesidinin 

OSSK-596 ile genetik benzerligi 0.394, Luce ile 0.475’dir, OSSK-596 çesidinin Luce 

ile olan genetik benzerligi ise 0.383 ile en düsük degerdir. 
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Çizelge.3.12. RAPD verilerine göre SPSS programinda Jaccard esitligi kullanilarak      

                                         olusturulmus genetik benzerlik matrisi 

 

Çesitler Vero P3165 P3394 T.ossk596 Luce 

Vero -     

P3165 0.475 -    

P3394 0.429 0.561 -   

T.ossk596 0.410 0.491 0.394 -  

Luce 0528 0.509 0,475 0.383 - 

 

 Jaccard benzerlik indeksine göre SPSS programinda kümeleme analizi yapilarak 

bir dendrogram elde edilmistir (Sekil 3.11). 

 

 

 
 

        Sekil.3.11.  Misir çesitlerinin kümeleme analiz sonuçlari 

 

 Jaccard benzerlik esitligine göre yapilan kümeleme analizi sonucunda elde edilen 

dendograma göre (Sekil.3.11) baslica iki ana küme olusmustur. Birinci ana kümede 

OSK-596 bulunurken ikinci ana kümede; P-3165, P-3394, Vero, Luce çesitleri 

bulunmaktadir. Iki ana küme de yine kendi içinde iki alt kümeye ayrilmistir. Birinci alt 

küme P-3165, P-3394 çesitleri, ikinci alt kümede Vero ve Luce çesitleri yer almaktadir. 

Tareks firmasina ait OSSK-596 çesidi diger çesitlerden en uzakta kümelenirken, diger 

çesitler içerisinden Pioneer firmasinin misir çesitleri olan P-3165 ve P-3394 bir kümede, 

Pan tohum firmasina ait Vero ve Luce çesitlerinin de bir kümede bulunmasi; her 

firmanin kendi tohumlarinin birbirine daha yüksek oranda benzer oldugunu 

göstermektedir. Bunun temel nedeni büyük olasilikla ayni firmalarin belli ebeveynleri 
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yeni misir çesitlerinin üretiminde kullanmalari olabilir. Bu çalismada ayrica 5 misir 

çesidinin genotiplerini tanimlandiran genotipe özgü RAPD markörler belirlenmeye 

çalisildi. 

 RAPD primerleri tarafindan olusturulan bant profilleri karsilastirildi ve polimorfik 

ve monomorfik bant sayilari belirlendi. Buna göre kullanilan primerle rle çesitler 

arasinda polimorfik ve monomorfik toplam 75 bant olustu. Polimorfik bantlardan misir 

çesitlerini ayirt edici olanlar OPAP 1,  OPAB 2,  OPAB 3, OPAB 5, OPAB9, OPAB11 

ve OPAB-14, OPAB 17 ve OPAB 18 ile elde edildi. Çalisilan çesitler içerisinde en fazla 

tanimlayici bant olusturan primer OPAB-3 olarak bulundu.  

 

3.2. Tartisma 

  

 Bu çalisma ile Zea Mays’a ait 5 çesidin DNA izolasyonu yapilmis ve RAPD 

teknigi ile türdeki çesitler arasinda genetik benzerlikler ortaya konmustur. Misir 

çesitlerinin toplam 9 RAPD primerle çalisilmasi sonucunda 75 bant olusmustur. Bu 

bantlardan 62 tanesi (%83) polimorik, 13 tanesi (%17) monomorfiktir. Primerlerin 

olusturdugu bant profilleri incelenerek bantlarin var yada yok olmasina dayanan Jaccard 

esitligi kullanilarak benzerlikleri hesaplanmistir. Benzerlik degerleri 0.561 ile 0.328 

arasinda degismektedir. P-3165 ve P-3394 0.561 orani ile en çok benzer, OSSK-596 ve 

Luce çesitleri ise 0.328 ile birbirine en az benzer iki çesit olarak tespit edildi. Diger 

çesitler arsinda ise bu iki deger arasinda benzerlik oranlari tespit edilmistir. Bu sayede 

farkli isimler altinda satilan P-3165, P-3394, Vero, Luce ve OSKK-596 misir 

çesitlerinin genetik olarak degerlendirmeleri yapilarak farkliliklari ortaya konmustur. 

Farkli firmalar tarafindan tescil alarak ülkemizde satilan tohumlarin belki de ayni 

olabilecekleri konusundaki çeliskiler bunlarin genetik düzeyde karsilastirilmalari 

yapilmadikça her zaman bir soru olarak kalacaktir. Görüntü olarak birbirinin ayni olan 

ve ülkemize farkli zamanlarda farkli ülkelerden ithal olarak gelen Kara Limon ve 

Italyan memeli çesitleri arasinda yasanan karmasayi çözmek için de RAPD markörler 

kullanilmis ve bunlarin birbirinden farkli çesitler oldugu tespit edilmistir. 

 5 misir çesidi genetik benzerlik degerlerine göre yapilan kümeleme analizinde 2 

ana kümede toplanmistir. 1. ana kümede kendi içinde iki alt kümeden olusmustur. Bu 
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kümenin birinci alt kümede Pioneer tohumculuk A.S tarafindan üretilen P-3165 ve P-

3394 çesitlerini içermektedir. 2. alt kümede ise Pan tohumculuk ve islah A.S tarafindan 

üretilen Vero ve Luce çesitleri yer almaktadir. Dendrogramin ikinci ana kümesinde ise 

Tareks tohumculuk firmasi tarafindan üretilen OSKK-596 çesidi bulunmaktadir. 

OSKK-596 çesidi diger çesitlere en uzak olandir. Bu veriler göstermistir ki çalistigimiz 

ticari misir çesitlerinin birbirlerinden genotipik olarak farkli olmalari sonucunun yani 

sira, ayni firmalarin tescillenmis tohumlarinin ayni kümelerde yer almalari çesitlerin 

olusturulmasi esnasinda ayni ebeveynlerden yararlaniyor olduklarini göstermektedir.   

 Eskiden hiç kimse bitkilerin "patent"lenmesi üzerine düsünmemisti. Hiç kimse bir 

hayvan ve bitki geninin bir firmanin "özel mülkü" haline gelebilecegini düsünmemisti. 

Ancak genetik mühendisligin gelisiminde endüstri sektörü sadece yasamayan 

malzemelere degil, " yasayan ünitelere " de patent verilmesinin mümkün olabilecegini 

göstermistir. 

 Genotip veya çesit tanimlamasi yetistiricinin haklarini korumak için ilk 

basamaktir. Eger tescillenmis çesitler ve tohumlar herhangi bir mekanizma ile ayirt 

edilemez olsaydi, yeni çikan varyetelerin tohum üretimi kontrol edilemezdi. Vitis 

vinifera bitkisine ait 7 aday çesit ve 8 çesit ile bunlarin toplam ebeveynlerinin genetik 

karsilastirilmalari yapilmistir. Bu amaçla moleküle r yöntemlerden RAPD-PCR teknigi 

kullanilmis, 20 farkli primerle 30 çesit ve çesit adayinin genetik benzerlikleri ortaya 

koyularak, tanimlamalari yapilmistir. 

 Bu çalismada ayrica RAPD tekniginde polimorfiklik saglayan primer dizileri 

belirlenerek bundan sonra DNA düzeyinde yapilacak arastirmalar için temel 

optimizasyon çalismalari tamamlanmistir. Bu çalismada kullanilan primerler çalisma 

materyalimiz olan 5 farkli misir çesidinde de bantlar olusturarak aralarindaki 

polimorfizmi sergilemis, bir tür parmak izi ortaya çikartmis ve bu çesitleri birbirinden 

ayirt etmede kullanilabilecek genotipe özgü markörler üretmistir. Çalisilan çesitler 

içerisinde en fazla tanimlayici bant olusturan OPAB-3 primeridir; P-3394 çesidi için 3, 

P-3165 için 1 ve Vero için 1 tane olmak üzere toplam 5 tane genotipe özgü markör bant 

olusturdu. OPAP-1 primeri;  OSKK-596 için 1 tane OPAB-2 primeri; OSKK-596 için 2 

tane OPAB-5 primeri; Vero için 1 tane, OPAB-9 primeri OSKK-596 için 1 tane, 

OPAB-11 primeri; Vero için 1, P-3394 için 2, Vero için, OSKK-596 çesidi için 1 tane, 



 50 

OPAB-14 primeri; Luce için 1 tane, OSKK-596 için 1 tane, OPAB-17 primeri; OSSK-

596 için 1 tane, OPAB-18 primeri ise Vero için 1 tane tanimlayici markör bant 

olusturdu. Bu markörler sadece o çeside özgü olan genotipin ipucunu vererek 

monomorfik özelliklerin genotipten okunmasini ve istenilen özelliklere sahip tohum 

çesitlerinin üretilmesinde etkili olur. Türkiye kökenli yabani arpa hatlari (Hordeum 

murinum, Hordeum bulbosum ve Hordeum vulgare spontaneum) arasindaki çesit lilik 

moleküler düzeyde RAPD teknigi kullanilarak karsilastirmali olarak arastirilmistir. Elde 

edilen sonuçlar, ekonomik öneme sahip karakterleri (hastaliklara, kurakliga dirençlilik 

vb.) tasiyan yabani arpa hatlarinin RAPD markörleriyle belirlenebilecegini göstermis ve 

bu hatlarin kullanimiyla da yüksek kaliteli arpa kültürlerinin gelistirilmesinin mümkün 

olabilecegi ortaya konulmustur [55]. Misir bitkisiyle yapilan bu çalisma RAPD 

markörlerin diger ekonomik degere sahip türlerde oldugu gibi yüksek kaliteli misir 

tohumu üretiminde de kullanilabilecegini göstermektedir. 
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