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OZET

Bu ¢aligmada, Giineydogu Anadolu $anh Urfa Ceylanpmar Tarim' Isletmesi sinirlan
igindeki 5 lokasyondan toplanan ikiser Ae. squarrosa, Ae. speltvides spel.,
Ae. speltoides lig. ve T. dicoccoides populasyonlarindaki populasyon igi ve
populasyonlar arasi biydkimyasal varyasjronun belirlenmesi amaglanmigtir. Bu amagla
populasyonlar Ep-1, Amp-1, Amp-2 izoenzimleri ile Gli, Glu tohum depo proteinleri
olmak iizere toplam 8 lokus igin taranmigtir. Izoenzimler i¢in IEF, gliadinler igin
A-PAGE ve gluteninler igin SDS-PAGE yontemleri kullamlmigtir. Analizlerin
sonucunda tiirlerin genig varyasyona sahip olduklan tesbit edilmistir. Ozellikle
Gokeayir, Saragcesme ve Gﬁrgﬁrbaba lokasyonlarinda yetigen tirlerde oldukga
zengin varyasyon vardir. Bu nedenle bu lokasyonlarin “Gen Kaynaklaninin Yerinde
Korunmast Projesi” kapsaminda koruma altina alinmast Onerilmigtir. Bu ¢aligmada
tesbit edilen varyasyon, kultiire ahnmxs turlerin islah ¢alijmalarinda verimi, kalitesi
yﬂk‘sek ve hastaliklara dayanikli ¢esitlerin gelistirilmesinde  yeni bir gen kaynagdi
olarak kullanilabilecektir.
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ABSTRACT

The objective of this.study was to determine within and among population variation
for two of each Ae. squarrosa, Ae. Ispeltoides spel., Ae. speltoides lig. and
I.dicoccoides populations collected from Ceylanpinar State Farm in Sanlwrfa in
South Eastern Anatolia. For that purpose the populations were screened in terms of 3
isozymes Ep-1, Amp-1, Amp-2 and 2 seed storage proteins Gli, Glu covering 8 loci
of the wheat genome. For isozymes IEF, for gliadins A-PAGE and for glutenins
SDS-PAGE techniques were used. The analyses of the populations collected from
Gokgayir Saraggegme and Gurgtirbaba locations were resulted in high level of within
and among population variations. For that reason these locations were suggested as
Gene Management Zones (GMZs) in the content of the project. As a result of
comparison with the cultivated varieties, the variation determined in this study can be
used as a genetic resource in breeding studies for improving varieties having high

yield, quality and resistance to diseases.

Science code :5001018

Key Word  :Wild wheat, Isozymes, Seed storage proteins, Variations.
Page number :67

Adviser : Prof. Dr. Orhan ARSLAN’



iii

TESEKKUR

Galigmalanim boyunca degerli yardim ve katkilarniyla bana yol gosteren
danigmamm Prof. Dr. Orhan ARSLAN’a, arastirmay1 destekleyen “Gen
Kaynaklarinin Yerinde Korunmas:l Projesine”, tezin her asamasindaki
katkilarindan dolay;; Tarim ve Kéyisleri Bakanlii, Tarimsal Arastirmalar
Genel Midirlagi, Tarla Bitkileri Merkez Aragtirma Enstitiisii Genetik ve
Islah B6limii Bugday Birimi Bagkam Ziraat Miihendisi Dr. Vehbi ESER ile
boliim ¢alisanlarindan; Biyolog Belgin GOCMEN ve Zir.Yiik. Miih. Sibel
KESKIN’e, tezin imla kurallarina uygun. yazilmasinda ve yazim hatalarimin
diizeltilmesinde yardimlarini esirgeméyen Gazi Universitesi Egitim Fakiiltesi
Tirk Dili ve Edebiyah Bolimii Ogretim Uyesi Yrd. Dog. Dr. Ulki
GURSOY’a, manevi destekleriyle beni yalniz birakmayan ve sabir gosteren

aileme ve esim Yavuz ERISEN’e tegekkiirii bir borg bilirim.



iv

CIZELGELERIN LISTESI
1Zelge ayfa
Cizelg Sayf

Cizelge 1.1. 1993 yihi Diinya bugday iiretiminde ilk 10 iilke ...... |

Cizelge 1.2. Gliadin ve glutenin proteinlerini kodlayan genler

ve kromozomlar iizerindeki yerleri ...........cc.............. 10

Cizelge 1.3. Bui ¢aligmada kullamlan protein ve

izoenzimlerin lokuslart................ ST 13

Cizelge 2.1. Aragtirmada kullanilan tiirlere ait bilgiler................. 20



Sekil

Sekil 1.1.
Sekil 1.2.
Sekil 1.3.

Sekil 3.1.

Sekil 3.2.

Sekil 3.3.

Sekil 3.4.

Sekil 3.5.

Sekil 3.6.

Sekil 3.7.

Sekil 3.8.

SEKILLERIN LISTES]

Sayfa
1996 yihi Tiirkiye ekili tahil alanlart....................cceeeee 2
1996 yii Tiirkiye tahil iiriinleri iiretimi............c..c..oeu...... 2

Tetraploid ve hekzaploid bugdaylarin olusum semasit....... 4
Ae. squarrosa’mn 7. populasyonundaki gliadin

band desenleri.....coooveeeeeeeeiee e 35

Ae. squarrosa'min 8. populasyonu ile 7. dicoccoides’in

21. populasyonundaki gliadin band desenleri................ 36

Ae. squarrosa’nin 7. populasyonundaki glutenin
band deSenleri.............oocvevviereerreiieieeeee e 38

Ae. squarrosa'nin 8. populasyonu ile 7. dicoccoides’in

21. populasyonundaki glutenin band desenleri.............. 39

7. populasyonda Amp-D1 geninin olugturdugu
band desenleri..............oovueiererrieriiri oo 40

7. populasyonda Amp-D2 geninin olusturdugu

DANA AESENIETI. ... ees e ereens 41

8. populasyonda Amp-D2 geninin olugturdugu
band desenleri...........cceeeiievieeeiieeiiiec e 42

Ae. speltoides spel.’in 3.ve 4. populasyonlarindaki
glutenin band desenleri..............ccccocceeeireereennrennenee. 44



vi

Sekil , ' Sayfa

Sekil 3.9. 4. populasyonda Amp-B2 geninin olugturdugu

band desenleri.......ooouunveeereereeeeee e 42

Sekil 3.10. T. dicoccoides’in 6. populasyonundaki gliadin
band desenleri.............oooevviiiiiiiiiiii e 49

Sekil 3.11. 6. populasyonda Ep-Al, Ep-B1 genlerinin olusturdugu

band desenleri. .. .ccoeeeeeeeeeeeeee et 52

Sekil 3.11. T dicoccoides’in 6. ve 21. populasyonlarinda Ep-A1l,
Ep-Bl genlerinin olusturdugu band desenleri............. 52



1 GIRIS
1.1. Bugdayin Ekonomik ()ne_nﬁ

Tarih boyunca - " insan 'beslenmesindé onemli bir yer tutan bugday,
kiiltiir Dbitkileri arasinda dﬁnyada ekilis ve iiretim bakimindan birinci
siray1 almaktadir. Danesinin nisas:ta, protein: ve yagca zengin olmasi,
besleme degerinin yiiksek olmasi, taginma, saklama ve iglenmesindeki
kolaylik ve bitkinin genis adaptasyon sinrlart nedeniyle giiniimiizde birgok
iilkenin  temel besinidir. Tiim diinyada besinlerden alman kalorinin
% 20’si bugdaydan saglanmaktadir. Avrupa’da giinliik kalorinin % 30’dan
fazlas1 bugday tarafmdan, Tiirkiye’de 'ise, ginliik kalori tiiketiminin
% 53’tt  ekmek ve  oteki bugday iiriinlerinden karsnlanfnaktadu. Tiirkiye
niifus bagina bugday tiikketiminin en yiiksek oldugu iilkelerden Dbirisidir
(Kiin, 1988).

Bugday, degisik ekolojile;e uyabilen bir bitki oimam nedeniyle yeryiiziindeki
yayilma alani, 20° - 65° kuzey ve 22° - 45° giiney enlemleri arasindadir.
Ulkemizde ise ¢ok vyagish Rize ilimiz diginda, tim bolgelerde
yetigtirilmektedir (Kiin, 1988).

Cizelge 1. 1. 1993 yili Diinya bugday iiretiminde ilk 10 iilke (Bin ton)

ABD | Hindistan | Fransa |Kanada(Tiirkiye | Avustralya | Almanya| Ingiltere| Arjantin | italya
65374 56762 29324 127825121000 | 18203 15520 | 12753 | 9153 8404
~ (Kaynak: FAO yillif 1994: DIE, 1997) |

Diinya bugday iiretimi toplam 500 milyon ton civarinda olup, Tirkiye 21
milyon ton ile besinci sirada yer almaktadir (Cizelge 1.1.).



Turkiye’de tanm ekdn01nisinin onemli bir kismimi bugday olusturmaktadir,
1996 yili verilerine gore tarla Dbitkileri igin ekim alam 13,9 milyon
hektar olarak belirlenmistir. Bu alanin %67’lik kismini olusturan bugday
ilk siray1 almaktadir (Sekil 1.1‘.).. Tahul iiriinleri iiretiminde de % 63’liikk bir
paya sahiptir (Sekil 1.2.).

Bugday
67%

Misiry y)af
3% 1%

Sekil 1.1 1996 yili 'i“iirkiye ekili tahul alanlari (D.1.E. 1996)

v

Misir  Qavdar

Yulaf g 3% 0,8%

0.9%

Arpa
. 27%

Bugday
63% 1.4%

Sekil 1.2. 1996 yilh Tiirkiye tahul @iriinleri iiretimi (D.1.E. 1996)
L.2. Bugdayin Taksonomisi ve Sitogenetigi

Taksonomide bugday, Pooidege alt familyasindaki Triticeae takiminin

Triticinae alt takimimin TZriticum cinsinde yer almaktadir.



Somatik  kromozom sayilarina goére bugdaylar, diploid, tetraploid ve

hekzaploid olmak iizere ii¢ grupta toplamirlar.

Bugdaym temel kromozom sayisi 7°dir. Diploid bugdaylarin kromozom
sayilann 2n=14 olup, genom formiilleri A4, BB ya da DD, tetraploid
bugdaylarin kromozom sayilan 2n=28 , genom formiilleri A4BB ve
hekzaploid bugdaylanin kromozom sayilari 2n=42, genom formiilleri
AABBDD’ dir. '

Hekzaploid bugday grubunda sadece kiiltiir formlar1 yer alir ve bunlar

genellikle 7. aestivum olarak ifade edilir. Tetraploid ve diploid grupta ise;
| hem kiiltiir hel;lde yabani formlar yer alir. Tetraploid grupta, 7. durum
killtir formlarma, 7. dicoccoides 'de yabani formlara ornek gosterilebilir.
Diploid "grupta ise; 7. monococcum kiiltiir formlarina, T. boeticum,
Ae. speltoides, Ae. squarrosa. tirleri de yabani formlara 6mek tegkil

etmektedir.

Tetraploid bugdaylar 4 ve B genomlu iki diploid tiiriin melezlenmesi ve
daha sonra kromozomlarinin ikiye .katlanmas1yla (poliploidlesme) olugmustur.
Aragtirmacilarin ¢ogu tarafindan A4 genomunun' kaynag1 T. monococcum
ve 1. boeticum olarak kabﬁl ledilmektedir' (Kimber and Feldman, 1987;
Kimber and Sears, 1987). Fakat son ylllarda )'/apllan caligmalarla 4 genomu
vericisinin 7. urartu oldugu ileri siiriilmektedir (Dvorak et al., 1988 ; Galili
et al.,1991; Takuni et ai., 1991; Ciaffi et al., 1997). B genomunu vericisinin
hangi diploid tiir oldugu konusu ise hala aqﬂdléa kavugsmamigtir. Bununla
birlikte B genomunu veren tiiriin aym zamanda sitoplazmik katkisinin da
oldugu bilinmektedir. Birgok arastirmaci tetraploid tiirlerdeki B genomunun
progenitdrii olarak  kabul edilen Aegilops cinsinin S genomunun da

(sitoplazmik section) kaynagi oldugunu savunmaktadir. Bu genomla iligkili



tiirlerin 6nemlileri; Ae. speltoides, Ae. longissima ve Ae. bicornis olarak
kabul edilmekle birlikte, kesin olarak hangi tiiriin sitoplazmik vericisi oldugu
bilinmemektedir (Kimber, 1973).

Tetraploid bugdaylara Ae. squarrosa’mn D genomunun eklenmesi ile de

hekzaploid bugdaylar olugmustur ( Sekil 1.3.).

Bu ‘ii¢ grubun olusumunda allopoliploidinin etkili oldugu melezleme ve
sitogenetik galigmalarla gosterilmistir. Kugkusuz bu melezlemelerle ortaya
¢ikan ilk tiplerin binlerce yillik evriminden sonra bugiinkii bugday formlan
meydana gelmigtir (Kiin, 1988).

T. urartu Ae. speltoi;jes
(44) X  (BB) .
j . (tetraploid bugday)
poliploidlesme T dicoccoides Ae. squarrosa
4B, (4BB) X  (DD)

I

1 | ( hekzaploid
. poliploidlesme  bugday)
ABD ‘ » AABBDD
kisir

Kasir

Sekil 1.3. Tetraploid ve hekzaploid bugdaylarin olusum semas: (Miller, 1987;
Kiin, 1988). ‘

1.3. Yabani Bugday Tiirlerinin Onemi

Son yillarda yabani bugdaylara yonelik ¢aligmalar hizla artmaktadir. Bu

caligmalar taksonomik, sitogenetik, evrimsel g¢aligmalardir. Elde edilen



sonuglarla varyasyonun simrlarmm belirlenmesi ve bu varyasyonlarin 1slah

¢aligmalarinda kullamim amaglanmaktadir. (Kimber and Feldman, 1987).

Bugiine kadar yapilan 1slah géhémalarl, birgok yeni gesidin gelistirilmesini,
iiretilmesini ve kullamlmasim saglamugtir. Fakat bu siire igersinde varyasyon
kaynag1 olabilecek pek g¢ok yerel populasyon da ortadan kalkmigtir. Kiiltiire
alinan bitkilerin yabani tiirlerinin zamanla ortadan kalkmas: genetik gesitlilii
onemli 6lgiide azaltmistir. Bunun sonucunda  bazi  aragtirmacilarin
“kaybolan genetik miras” diye tarif ettigi bir durum ortaya ¢ikmaktadir.
Yiiksek verim ;:lde etmek igin mevcut materyal arasindan yapay bir' segim
yapilirken, bazi degerli' genleri tasiyan pek gok birey farkinda olmadan
ayiklanip atilabilmektedir. Boylece genetik gesitlilik bilinmeden azalnllp;
genetik taban daraltilmaktadir (Berkes ve Kislalioglu, 1990).

Kiiltiir bugdayinin genetik temelindeki bu erozyon, aragtirmacilari bugdayin
yabani akrabalarindaki genetik varyasyonun kullanimi konusunda ¢aligmalar

yapmaya yoneltmistir (Feldman and Sears, 1981).

Genetik cesitliligin azalmas1 karsisinda, gelecege yonelik iimitler yabani
tirlerdeki zengin gen havuzlarinin incelenmesinde yatmaktadir (Feldman and
Sears, 1981; Plucknett et al., 1983).

Yabani tiirlerin ekonomik degeri olan genleri igerdikleri bilinmektedir. Bunlar
kiiltir bugdaylarina aktanilarak, yeni varyasyonlarnin olusturulmasi ve
gelistirilmesi i¢in kullanilabilirler (Kimber and Feldman, 1987).

Yabani bugday stoklarmin genetik tabanimin arastinlmasi, gelecekteki
kullanmi igin materyal saglanmasi agisindan ilk adum olugturmaktadir.

Siiphesiz, bu materyallerin degerine paha bigilemez. Fakat bu kaynaklarin



degerini arttirmak ve yabani tiirlerdeki varyasyonun etkin bigimde
kullanimim saglamak igin tiirlerin tam olarak tanimlanmasi ve Gzelliklerinin
anlagilmast gereklnektedir (Kimber and Feldman, 1987 ).

Tiirlerin  tammmlanmast ve  6zelliklerinin  belirlenmesinde, onlarin
morfolojik ve genetik yapilanindaki  varyasyonlarin  belirlenmesi
gerekmektedir. Bu varyasyonla:rm tesbitinde kullanilan yollardan birisi de

igaretleyicilerden yararlanmaktir.

Diger tiirlerde oldugu gibi bugdayda da varyasyonlarin tesbitinde kullanilan
isaretleyiciler genel olarak 4 grupta toplanabilir (Liu, 1991).

1-Morfolojik isaretleyiciler: - Gozlenebilen morfolojik karakterlerle (boy,
tohum rengi gibi ) ilgili biitiin varyasyonlar igine alir.

2-Sitolojik isaretleyiciler: Mikroskop ile ortaya konulan tiim kromozomal

varyasyonlan kapsar (telezomikler, translokasyonlar, C- band desenleri v.s.).

3-Biyokimyasal isaretleyiciler: Izoenzimler ve depo proteinleri gibi gen

artinlerindeki biitiin varyasyonlan ifade eder.

4-DNA  isaretleyicileri:  Genetik materyal DNA’da  gozlenebilen

varyasyonlarin tiimiinii igerir.
1. 4. Biyokimyasal Isaretleyiciler
Materyalin biyokimyasal yapisinda var olan farkliliklari tesbit etmemizi

saglayan isaretleyicilere “biyokimyasal igaretleyiciler denir”. Bunlar proteinler

ve izoenzimler olarak iki gruba aynlirlar. Yabani tirlerde genétik gesitliligin



belirlenmesi igin bugﬁﬁ kullanilan en etkili 'arac;,lardan biri proteinler

ve izoenzimlerdir (Nevo et al., 1991).

Ideal bir isaretleyicide aranan ozellikler, isaretleyicinin yiiksek polimorfizm
derecesine sahip olmasi, kodominant kalitim gostermesi ve ¢evreden
etkilenmemesidir (Gale et al., 1989). '

Morfolojik isaretleyiciler ¢evreden etkilendikleri igin kullamgli degillerdir.
Sitolojik isaretleyicilerin ise ¢aligilmasi1 zordur ve yeterli bilgi
saglamazlar. Protein ve izoenzimler; kodominant kalitin sergilediklerinden
heterozigotluk  kolaylikla gosterilebilir, farkli lokuslar arasinda epistatik
etki yoktur, cevresel faktorlerden etkilenmezler ve Mendel kalitim
gosterirler. Bu nedenle sitolojik ve morfolojik iSaretleyicilerinden daha
avantajlidirlar. Az sayida lokusa sahip olduklan ig¢in olduk¢a sinirli sayida
gen hakkinda bilgi verirler, fakat varyasyon ¢aligmalan igin bu durum
bir engel teskil etmez. DNA isaretleyicilerine gére avantaji ise, daha

ekonomik olmasi ve kolay sonug¢ alinmasidir.
1.4.1. Tohum depo proteinleri

Bugday tohum depo proteinleri suda eﬁyebilenlér (Albiimin ve Globulin)
ve alkolde eriyebilenler (Gliadin ve Glutenin) olarak ikiye ayrihrlar. ikinci
grupta yer alan gliadin ve gluteninler, albiimin ' ve globulinlerden daha

6nemlidirler.

Kodominant kalitima . sahip gliadin ve gluteninler genellikle yabanci
genetik materyalin  biyokimyasal karakterizasyonunun  yapilmasinda
kullanilmaktadir (Metakovsky et al., 1984b). Bugday endospermindeki depo
proteinlerinin  %80’ini  gliadin ve glutenin proteinleri olusturmaktadr.



Bunlar tohumun ¢imlenmesinde enerji kaynag: olarak kullanilirlar  (Miflin et
al., 1980) ve her ikisi de prolamin olarak kabul edilirler (Payne et al,
1984a; Payne, 1987). -

Ekmek yapim Kalitesinin 6nemli belirleyicilerinden olan gliadin ve
gluteninler ¢ok farkl biyofiziksel 6zelliklere sahiptirler (Rogers et al., 1990).
Glutenin - ekmek hamuruna uzama ozelligi veren elastik bir yaptya
sahipken, gliadin yapigkandir, hamura akicilik- ve genisleme &zelligi verir

(Payne et al., 1984a). .

Depo proteinlerinin kromozomlar iizerindeki yer’ierinin belirlenmesi ve bu

proteinlerin elektroforezis jelleri iizerindeki bazi bantlarinin bugdayimn kalite
| ozelliklerinden ‘bazﬂan ile iligkili- oldugunun bulunmasi, bugday un kalitesi
ile i]gili farkli allelik kombinasyonlarin ¢aligilmast konusunda temel

saglamigtir (William and Kazi, 1994).
1.4.2. Gliadin ve gluteninlerin genetik yapist

Gliadinler diigik molekill agirhgma sahip polipeptid zincirlgrinden
olusmuslardir. Diisik pH’da jel elektroforezi yapldiginda; o-, B-, @-, v-
gliadin  olmak iizere 4 ayrt gruba aynldigt gozlenmigtir (Bushuk and
Zilkman, 1978). . |

Payne et al. (1984a), Metakowsky et al (1984a) ve Bietz and Burnauf
(1985) w-gliadinleri, y—gliadinleﬁnih ¢opunu, PB-gliadinlerinden bazilarim
kodlayan (Gli-1) genlerin 1. grup kromoiomlanh kisa kollarinda
oldugunu, 6. grubun kisa  kollarinda yer alan genlerin (G/i-2) ise
a-gliadinleri, B-gliadinlerinin gogunu, y-gliadinlerinin bazilarmi kodladigimn
tesbit etmiglerdir.



Bunlara ek olarak - tip gliadin alt iinitelerini kodlayan genlerin (G/i-3) 1.
grup kromozomlarin kisa kollarina lokalize oldugu Payne et al. (1988)
tarafindan saptanmustir.

Glutenin ise, yiiksek - molekiil agirligina sahip polipeptid zincirlerinden
meydana gelmigtir (Bietz and Wall, 1972). SDS igeren poliakrilamit jel
elektroforezi ile glutenin 6mekleri muamele edilirse glutenin iki esit
olmayan gruba aynhr. Bu gruplar, LMW (disiik molekiler agirlikl)
(Jackson et al., 1983) ve HMW (yiiksek molekiil agirhikli) alt iiniteleridir
(Payne et al., 1981). ‘

Gluteninin  HMW alt iiniteleri 1. grup homolog kromozomlarin
uzun  kollarina yerlesmis olan genler (Glu-1)  tarafindan kodlanir
(Bietz et al., 1975; Lawrence and Shepherd, 1980; Pe‘lynev et al., 1980).
Glutenin LMW  alt iinitelerini kodlayan genler (Glu-3) ise 1. grup
kromozomlarin kisa kolu iizerinde - yer almaktadir (Jackson et al., 1983;

Payne et al., 1984a).

Gliadin ve glutenin proteinlerini kodlayan genler, hangi alt iiniteleri
kodladiklart ve hangi kromozomlar iizerinde yer aldiklan Cizelge 1.2.’de

verilmigtir ( Payne et al. 1983).

Bugdayda baz o6zel gliadin bandlan ile | glutenin LMW ve HMW
alt tnitelerinin  kalite ile iligkileri  yapilan aragtirmalarla ortaya

konmugtur.
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Cizelge 1.2. Gliadin ve glutenin  proteinlerini  kodlayan genler ve

kromozomlar iizerindeki yerleri:

Lokus . Kromomﬁ Kol .| Pozisyon Kodladig Proteinler
Glu-Al 1A Uzun Proksimal
Glu-Bl 1B Uzun | Proksimal | [/AfW glutenin alt initeleri
Glu-D1 1D Uzun - | Proksimal |
Gli-Al 1A Kisa | Distal LMW glutcnin alt tiniteleri;
Gli-B1 ‘ IB. Kisa Distal o')-gliadin; v-gliadin;
Gli-D1 1D Kisa Distal B;gliadin (¢ok az)
Gli-A2 . 6A Kisa Distal
Gli-B2 6B Kisa Distal a~-gliadin; B-gliadin;

. Gli-D2 6D Kisa Distal v-gliadin (gok az)
Gli-A3 1A Kisa Distal
Gli-B3 1B Kisa Distal o-gliadin alt initeleri
Gli-D3 1D Kisa Distal

Kosmolok, et al. (1980), Kanada’da 3 farkli yerden toplanan 30 makarnalik
bugday ¢esidinin gliadin band aymrmmim yapmus ve gesitlen 42, 45
bandlannin var olup olmamasina gore iki gruba ayirmistir. Gliadin 42 bandmé
sahip olanlarin zayif gluten yapisinda ve gliadin 45 bandina sahip olanlarin
ise, kuvvetli gluten “yaplsmda olduklarini, gliadin band yapilaninin g¢evreden

etkilenmediklerini bildirmislerdir.

Payne et al. (1984b) ise, y-gliadin 45, w-gliadin 35 ve LMWG-2 alt
tinitesini kodlayan genlerin bir baghlik grubu olusturarak yiiksek kalite igin; y-
gliadin 42, w-gliadin 33,35,38 ve LMWG-1 alt iinitesinin diger bir baglihk
grubunu olugturarak, diisiik kalite igin isaretleyici olarak kullanilabileceklerini
bildirmislerdir. |
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Cesitli iilkelerde 71 hekzaploid bugday hattinda gliadin, HMW glutenin alt
initeleri ve 13 un kalite karakterini ¢aligan Campbell, et al. (1987) baz
karakterler ile dzel alt tniteler arasinda oldukga onemli iligkilerin oldufunu
bulmuglardir. Gliadin 59- HMW glutenin 5 ve 10 ile hamurun dayamklihigs
arasinda, Gliadin 58- HMW glutenin 2 ve 12 ile de hamurun zayiflif1 arasinda
bir iligki vardir. '

1.4.3. izoenzimler

Aymi kimyasal réaksiyonu katalize eden. fakat molekiil yapilan, 6zellikle
elektrik  yiikleri farkh olan blI' enznnm deglslk formlarna izoenzim
(izozim) denmektedir (Ozban, 1988)

Ik gen iiriinii olma dzelliklerinin yam: sira izoenzimler, oldukga elverigli ve

giivenilir genetik isaretleyicilerdir (Weeden and Wendel, 1989). Genetik

materyaldeki farkli 6zellifin ortaya ¢ikarilmasinda izoenzim igaretleyicilerinin

kullamilmasmnm ana avantaji hizli sonug firetmesidir. (Tanksley and Orton,
1983). Cevresel farkliliklarin izoenzimin ortaya ¢ikmasinda etkili olmamasi,

kodominant 6zellie sahip olduklan igin heterozigotlugun ayirtedilebilmesi ve

binlerce formdaki izoenzimlerin birgok lokusunun aym anda incelenebilmesi

nedenlerinden otiirii genetik varyasyon c¢aligmalann i¢in  degerlidirler

(Lewontin, 1974). |

Hubby ve Lewontin, yaptiklan ¢aligmalanyla elektroforetik analizin genetik
polimorfizmi kolayca ortaya koymasi ve yorumlamas: nedeniyle vazgegilmez
isaretleyiciler olarak izoenzimlerin kullamlmasma onciiliik etmiglerdir.
Boylece izoenzim lokusundaki allelik varyasyoigun incelenebilirlifi evrim,
populasyon genetifi ve biyokimyasal genetik alanlanindaki g¢aligmalan
kokiinden degisﬁrmiéﬁr. Izoenzim polimorfizmi olarak adlandinlan bu
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varyasyonlar meyva sineklerinden yabani bitkilere ve insana kadar bir
¢ok organizmanin genetik gesitliliéinin ve hayat dongiilerinin her
kademesindeki genetik islemlerin arastinlmasinda son  20-30 yildan daha

fazla stireden beri yaygin olarak kullanilmaktadir ( Liengsiri et al., 1990).

Tahil tiirlerinde izoenzimleri kodlayan genlerdeki allelik gegitlilik,  birgok
temel ve uygulamal1 arastirmalar (6rnegin; 1slah programlan, gen kodlanmast,
kromozomal haritalamada'isaretleyici,olarak kullanilmasi) yoniinden énemlidir
(Vapa and Hart, 1987).

Bugdayda izoenzim isaretleyicileri i¢in farkli kromozom kisumlart iizerine

yerlesmis ve tammlanmig yiizden fazla yapisal gen vardir (Asiedu et al. , 1989).

1.4.4. I'zoenzin.zlerin genetik yapilar

Koebner and Martin (1989), izoelektrik odaklama (IEF) yo6ntemini
kullanarak, Amp-1 izoenzim geninin 6. grup homoelog kromozomlarin uzun
kollarinda olduklarini ve amiﬁopeptidaz—l izoenziminin l6sin, lisin, arginin,
meﬁoMn, triptofan ile fenilalenin amino asitlerine karsi aktif olduklarim
gostermiglerdir. Amp-2 izoenzimi ise lisil ve arginine karsi kuvvetli, metionine

kars1 zayif aktiftir. Kromozamal yerlesimi 4AL, 4BS, 4DS seklindedir.

Hart and Langston (1977), nisasta jel elektroforezi ile 7 ginlik “Chinese
Spring” (CS) fideleri kullanarak yapmig blduklan calismada, Ep-/ geninin
7. grup homoelog kromozomlarin, uzun kollarinda lokalize oldugunu
bulmuglardir. Koebner et al. (1988), IEF yontemi ile yaptiklari galigma
sonucunda “CS” nin Ep- Al lokusunun (eger varsa) sessiz, Ep-BI ve Ep-DI
aktif yapisal genlere sahip olduklarimi soylemiglerdir. Aym zamanda Ep-1/

tarafindan kontrol edilen izoenzimler geng fidelerde, embriyo ve kalkancikta
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aktifken, 16 veya 40 saat islanng tohumlarin endospermlerinde aktif

olmadigim belirtmislerdir.

Bu calismada kullanilan protein ve izoenzimlerin kromozomlar iizerindeki

yerlesimi Cizelge 1.3.’de. 6zetlenmistir (Hart and Gale, 1990).

Gizelge 1.3. Bu galigmada kullanilan protein ve izoenzimlerin lokuslari.

Genomlar : . GEN SEMBOLLERI

Glu-I | Glu-3 | Gli-I | Gli-2 | Gli-3 | Ep-1 | Amp-1 | Amp-2
AA IL |18 1S |6S 1S |7L 6L |4L
BB IL |1S IS |68 1S | 7L 6L | 4S
DD IL_ |1S 1S |6S 1S |70 6L |4S

1.5. Bugdayda Protein ve izoen;im Varyasyonu

Bugdayda tiirlerin tammlanmasinda, simflandinlmasinda, orjininin
belirlenmesinde ve 6zelliklerinin bilinmesindé gliadin ve glutenin proteinleri
ile ¢esitli izoenzimleri kullantimaktadir.Bu amaglarla yapilan ¢aligmalarda
band desenlerindeki farkhiliklar belirlenerek kullanilan materyaldeki varyasyon
tesbit edilmektedir. | |

Kudo et al. (1973), Aegilops tirlerinde ( Ae. bicornis, Ae. sharonensis, Ae.
longissima, Ae. speltoides ve Ae. aucheri) tiir igi ve tiirler arast varyasyonu
tesbit etmek igin a- amilaz izoenzim elektroforezini kullanmigtir. Ae.
longissima disinda tim tiirlerde  tiir i¢i varyasyona rastlamuglardir. Ae.
speltoides- Ae. aucheri tirlerinde digerlerine nazaran daha fazla oranda

varyasyonun oldugunu bildirmislerdir.. Bulduklarnn sonuglart tetraploid
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bugdaylarla karsilagtirarak Ae. speltoides’in tetraploid bugdaylarla ilgisinin
calismada kullamlan diger tiirlerden daha yakin oldugunu belirtmiglerdir.

Nakai (1973) ise, esteraz ve asit fosfataz izoenzimi ile  yapmis oldugu
caligmada esteraz agisindan tetraploid tiirlerdeki yiiksek varyasyona ragmen
diploid tiirlerde daha - diisiik oranda varyasyon oldugunu bulmustur.
Ae. speltoides ve Ae. sharonensis diploid tiirlerinde oldukga yiiksek oranda
varyasyon gbzledigini bildirmistir. " Asit fosfataz izoenzimi agisindan
Ae. speltoides’ in en genis tiir i¢i varyasyona sahip diploid tiir oldugunu
belirtmigtir. Tetraploid tiirlerde de tiir igi varyasyonlar mevcut olmasina kargin
inceledigi iki hekzaploid tiirde varyasyon bulamam1§t1r. Esteraz izoenziminde
tetraploidlerde rastlanan zengin band desenleri yaninda T. monococcum
tiriiniin olusturdugu desenler oldukga basittir. Ozellikle Mezopotamya’dan
toplanan 7. dicoccoides ve T. araraticum tiirlerinde tiir igi ve tiirler arasmda,
bityiik oranda varyasyon oldugunu tesbit etmistir. 7. timopheevii ve T.
dicoccum gruplarinda 6 farkli esteraz band deseni meydana geldigini
gozlemistir.

Tetraploid bugday hatlarin da a-amilaz izoenzimi bakimindan ¢egitliligi analiz
eden Nishikawa et al. (1975) T. dicoccoides ve T. durum bugdaylarinda
varyasyon oldugunu tesbit etmislefdir. Varyasyonun en gok Kuzey Irak ve
Turkiye’den toplanan 7. dicoccoides’de oldugunu belirtmislerdir.

Nishikawa et al. (1980) 60 Ae. squarrosa popﬁlasyonu ile yaptiklan o-amilaz
izoenzimi elektroforez analizleri sonucunda 7 farkli  band deseni meydana

geldigini rapor edilmiglerdir.

Gliadin band desenlerindeki farkliliklart 7° dicoccum’un 428 formu ile ¢aligan

Korovaev  (1981) 21 farkli band deseninin oldufunu tesbit etmis ve
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Kuzeydogu Anadolu gruplarinmn band desenleri bakimindan oldukga genis
cesitlilik g(isterdigini bildirmigtir. Balkan gruplér’mm band desenlerinin bu
gruba olduk¢a yakin oldufunu; fakat y-gliadin bolgelerinde farklhiliklar
gozlendigini Volga gruplarmin hemen hepsinde tck tip band deseninin
meydana geldigini ve' Avrupa gruplarinin bazilarinda farkli, bazilarinda ise tek

tip band deseninin goriildiigiinii belirtmislerdir.

Italyan ticari bugday gesitlerinden 6 tanesinde poliakrilamit jel elektroforez
yontemi kullanilarak yapilan gliadin analizi sonucunda gegitler arasinda,
cesitlerin kendi i¢inde ve gesitlerle anaglart arasinda farkli band desenlerinin
meydana geldigi gézlenmistir (Pogna, 1982).

Nakai (1983) Anadolu'dan topladifi yabani bugdaylarda esteraz
izoenzimindeki varyasyonu arastrmug ve diploid tiirler arasmnda bu enzim
bakimindan varyasyonun olmadigim fakat tetraploidler arasinda 7 farkh band
deseninin oldugunu tesbit etmigtir. |

Triticum ve Aegilops tiirlerinde yapilan B-amilaz qahsmasmda ise; tohum
endospermi ile yapilan analizlerde 20 B-amilaz bandi tammlanmistir. Triticum
tirlerinden 237 populasyon ve Aegilops tiirlerinden 31 populasyonda oldukga
farkli bandlarin meydana geldi3i gériilmiig ve farkliliklann yabani tiirlerde
kiltiir tirlerine oranla daha ¢ok oldugu sonucuna varlmigtr (Furuta et
al.,1983). |

Poliakrilamit jelde IEF yontemi kullanarak 25 Aegilops tiiriinde asit fosfataz
izoenzimi incelenmis ve 5 tiirde tiir i¢i varyasyonlarin oldugu gézlenmigtir. Bu
5 tirden Ae. caudata, Ae. squarrosa, Ae. triaristata ve Ae. variabilis
tiirlerinde 2 farkli, Ae. speltoides’de ise 3 farkh band deseni tesbit edilmistir.
Sonug olarak; diploidler poliploidlerden daha genig varyasyona sahiptirler ve
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farkli genomlu diploid Aegilops tiirlerinde asid fosfataz izoenziminin band
desenlerindeki  farkliliklar 6nemlidir. Band desenlerinin  poliploidlerdeki
farkhliklan belirlemede ve orjinlerinin tesbitinde kullanabilir oldugunu
belirtmiglerdir (Nakai and Tsuji, 1984).

Sontag et al. (1986) Finlandiya’da yetisen 35 bugday gesidi ile yaptiklan
elektroforetik analizlerde 17 farkli HMW gluten alt iinite kompozisyonunun
meydana geldigini ve bunlarn sadecé 9’unda tek bir desenin oldugunu rapor

etmiglerdir.

Nevo and Payne’ de (1987) vyaptiklan eletroforetik galismayla 11 yabani
emmer (7. dicoccoides) populasyonuna ait 231 6mek iizerinde HMW glutenin
alt iinitelerini analiz etmislerdir. Sonugta; AMW glutenin lokusu  Glu-A1 ve
Glu-BI’ in varyasyon agisindan zengin olduklanm, Glu-A1'de 11 ve Glu-
BI’de 15 allel bulunduunu fakat HMW glutenin alt unitelerindeki genetik
varyasyonlarin bazi populasyonlarla simirli kaldigint ‘belirtmiglerdir. Glutenin
cesitliligi ile biyotik (bitki ortiisii) ve fiziksel (iklim ve tuzluluk) degiskenler
arasinda anlamh bir iligki bulmuglardir. Yabani emmerdaki bu polimorfizmin
¢ok az bir kismim g¢evresel nedenlere baglamiglar ve emmenn endosperm
igerigindeki birgok allelin ekmeklik bugdayda bulunmadigi i¢in bunlarin
ekmek yaplm kalitesini arttirmada kullanilabileceklerini 6nermiglerdir.

Lagudah et al. (1987), Afganistan’da hekzaploid bugday yerel gesitlerinde
HMW gluten alt imitelgrinde varyasyon galigmasi yapm1§lé1rd1r. Omekleri 395-
3170 m. yikseklikleri arasinda deBisen mevkilerden toplamislar ve
varyasyonun cografi y;ar ve yiikseklikle ilgkisizoldugunu bildirmiglerdir. 5
farkli mevkide 29 yerel geside ait 6rneklerde Glu-A1 ve Glu-B1 lokuslarinin
~ kodladigr HMW alt initelerinde allelik varyasyona rastlanitken Glu-DI

i ' H
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lokusunda ne mevkiler arasinda ne de iginde varyasyon olmadigini

gbzlemiglerdir.

Pogna et al. (1988) 1talyé’da yetigtirilen ekmeklik bugday c¢esitlerinde HMW
glutenin alt iinitelerini incelemiglerdir. 120 italyan ¢esidinin  HMW
kompozisyonlarii  kargilagtirarak  gruplandirmiglar ~ ve 50 farkl1
kompozisyonuh oldugunu tesbit étmisler. Cesitler  arasinda 34 grup
tammlanmig, 14 gesidin tek bir forma sahip oldufu ve yeni gesitlerde
gozlenen 5 kompozisyonun eskilerde olmadigi bu' sebeple tiirleri tammada bu

alt iinitelerden faydalamlabilecegi belirtilmisgtir.

T. tauschii (Ae. squarrosa) ve T. aestivum ile yapilan elektroforetik
analizlerde gliadin ve HMW gluten alt iiniteleri incelenmistir. 7. tauschii’de
gozlenen polimorfizm derecesi Glul < Gli2 < Glil seklinde siralanmigtir. Bu
lokuslarda goriilen yiiksek polimorfizme ragmeri, hekzaploid bugdayin D
genomu ile uyan simrlt - sayida varyant bulunabilmistir. iki boyutlu
elektroforez yéntemiyle hekzaploid bugdayin yaygin allelik formlariyla
T. tauschii arasmndaki farkliliklar agiga ¢ikanlmstir. 79 T. tauschii 6rmegi
incelenmig 6 tanesi 7. a-estivum’un D genomunun protein kompozisyonlan ile
iligkili bulunmustur (Lagudah and Halloran, 1988 ).

William et al. (1993) T. tauschii ile yaplklérl calismada HMW glutenin,
gliadin proteinleri ile esteréz, B-amilaz ve glukoz-fosfataz izoenzimlerindeki
varyasyonu incelemiglerdir. Sonugta; HM W gluten alt iiniteleri ve gliadin igin
genis ¢esitlilik tesbit edilmiglerdir. Izéenzim degerlendirilmesinde Esteraz igin
ekmeklik bugdaydaki Esz-D5 ile karsilastinldiginda 7. tauschii’de daha gok
varyasyon oldugu belirtilmigtir. Fakat B-amilaz  izoenzimi agisindan
T. tauschii’deki polimorfizm daha azdir. Glukoz-fosfataz izoenziminde

varyasyona rastlanmamistir. 7. tauschii’nin 7. aestivum’un genetik cesitliligine
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katkida bulunabilecek zengin bir kaynak oldugunu yaptiklan galigmanin

sonucu olarak sunmuglardir.

Ciaffi et al. (1997), yabani ve kiiltiir kaplica bugdaylarinda elektroforez
yontemiyle gliadin polimorfizmini incelemigler ve ¢aligmalaninda Gli-1 ve
Gli-2 gen lokuslénndakj -allelik v?aryasyonun‘ dikkate deger oldugunu
belirtmislerdir. 7. monococcum ile T. boeoticum bugdaylarinin meydana
getirdigi band desenleri, 7. wrartu’dan farkli olarak birbirlerine ¢ok
benzemekte oldugunu bildirmisler. Bu iki bugdaya ait birgok yerde G/i-1 ve
Gli2 lokuslarinda aym allellere sahip olduklarim bulmuslardir. Bu nedenle
T. monococcum ve T. boeoticum’un aym tire ait alt tiirler oldugu kanisina
varmiglardir. 7. wrartu’nun gliadin .kompozisyonu, poliploid bugdaylarin
A genomu ile 7. monococcum ve T. boeoticun’a gére daha gok benzerlik
gosterdigini ifade etmislerdir. Kiltir bugdaylarindaki 4 genomunun vericisi
muhtemelen 7. urartu oldugu kanaatna varmislardir. Bugday islahinda
yiiksek derecede polimorfizme sahip gliadin igaretleyicileri, diploid tiirlerden
istenilen 6zelliklerin segilmesinde yardimci olabilecegini belirtmigler. Ayni
zamanda bu lokuslardaki degerli genlerin arastirilmasinda ve yabanilerdeki
genlerin kiiltiir formlarina transferinin izlenmesinde kullamlabilecegini ifade

etmiglerdir.

Law and Payne (1983) biyokimyasal yapilarindaki ¢ok bityiik farkliliklardan
dolayt yabani bugday tirlerindeki varyasyonlar. gok fazla oldugunu,
proteinler ve izoenzimler i¢in alternatif gen kaynaginin bugdayin diploid ve

tetraploid akrabalan oldﬁgunu bildirmiglerdir.

Genis adaptasyon yetenegine sahip olmalar yabani tiirlere olan ilgiyi daha da
arttirmaktadir. Yabani bir bugday olan Aegilops cinsine ait tiirlerin hastaliklara
karsi direnglilik, soguga ve boceklere kargt dayamkhlik (Gill et al., 1986 ; Gill
and Raupp,1987) gibi 6nemli gen kaynaklarina sahip olduklan bilinmektedir.



19

Tetraploid bugdaylardan T. dicoccoides, T. timopheevi 1. durum tirleri de
dayanmiklilik genlerini tasimaktadirlar ve bu genler tiirler arasi melezlemelerle

kiiltiir bugdaylarmna aktariimaktadir (McInthos, 1988).

Genetik ¢esitlilik sorunu yaklagik 20 yildir giindemde olan bir konudur. Bu
nedenle insanoglu son yillarda tarla bitkilerinin yabani &ﬁalaﬁnm bulundugu
iilkelerde biyogenetik rezerv alanlan ve gen bankalani kurmaya baglamugtir.
Genetik gesitlilik agisindan Anadolu diinyanin en iengin bolgelerinden  birisi
oldugu gibi pek ¢ok bitkinin kiiltiire alindi1 yerdir (Berkes ve Kislahoglu,
1990).

" Bu ¢alismada Tarimsal Aragtirmalar Genel Midiirliii tarafindan yiiritiilen
“Get‘l Kaynnaklarimin Yerinde Korunmasi Projesi” kapsaminda  Giineydogu
Anadolu’da  Sanlurfa Ceylanpinar Tanm Isletmesindeki daha onceden
belirlenen degisik yerlerden toplanan  Ae. squarrosa, Ae. speltoides spel.,
Ae. speltoides lig. ve T. dicoccoides yabani bugday tiirlerine ait ikiser
populasyonda, Gli, Glu proteinleri ile Ep-I, Amp-1, Amp-2 izoenzimleri
bakimindan elektroforetik analizlerle mevcut varyasyonlar tesbit edilmeye
calisiimstir. ' |
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2. MATERYAL VE METOD

2.1. Materyal

Bu c;éhsmada Giineydogu Anadolu bélgesinde yetisen yabani bugday
tirlerinden Ae. squarrosa, Ae. speltoides spel, Ae. speltoides lig ve
T. dicoccoides’e ait tohum Omekleri Tarim ve Kdyigleri Bakanlifina bagh
Tarla Bitkileri Merkez Aragtirma Enstitiisii Genetik ve Islah Bolimi Gen
Bankas: birimi tarafindan saglanmstir. Materyalle ilgili detaylh bilgiler
agagida verilmigtir (Cizelge 2.1.). Caligmada kullanilan kunyasal maddelere ait
bilgiler ise Ek-1’de sunulmugtur. ' '

Cizelge 2.1. Arastirmada kullamlan tiirlere ait bilgiier.

. T. 3
Tar Ad it Yoresi Yili ﬁo Ornek Sayisy
, ) Gli,Glu | Ep-1,Amp-1, Amp-2 |
Ae. squarrosa $.Urfa | Ceylanpinar ( Horstepe ) 1996 | 7 37 74
Ae. squarrosa S.Urfa | Ceylanpmar ( Gokcayir ) 1996 | 8 5 10
Ae. speltoides spel | $.Urfa | Ceylanpmar: ( DICO3 ) 1996 ] 3 | 7 15
. Gurgiirbaba
Ae. speltoides spel.| §.Urfa | Ceylanpinar (BYZK Agl) | 199 | 4 | 5 10
Beyazkule
Ae. speltoides lig, | $.Urfa | Ceylanpmar (BYZK Agl) [ 1996 | 5 | 5 10
Beyazkule ‘
Tle. spelioides Tig. | §.0rTa | Ceylanpmar (BYZK Spel2)| 1996 | 10 | 5 m
.| Saraggegme - . A '
T. dicocoides S.Urfa | Ceylanpinar ( DICO3) 1.996 6 | 10 14
- | Gurglrbaba |
T. dicocoides §.Urfa | Ceylanpmar (940302 ) 1994 | 21 4 4
o Glrgrbaba |

T. yih : Toplama yila.
P. No : Populasyon numarast.
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2.2. Metod
2.2.1. Asit poliakrilamit jel elektroforezi (A-PAGE)

Gliadin band desenlerini elde etmek i¢in Bushuk and Zillman’in (1978)
ICARDA tarafindan modifiye edilmis A-PAGE yontemi kullanildi.

i

2.2.1.1. Gliadin elektroforezinde kullanian ¢iozeltiler

A- Aliiminyum Laktat Cozeltisi (Al-laktat)

Elektroforez tampon gozeltisi olarak ve jel hazirlanmasinda kullamlan Al-
laktat ¢6zeltisi % 0,125°lik olarak hazirlandi  ve laktik asitle pH’si
3.1’¢e ayarlandi (Bushuk and Zillman, 1978).

B- Boya Cozeltist

Elektroforez isleminden sonra jel iizerinde meydana gelen gliadin bandlarinin
goriilebilmesi i¢in kullamilan boya ¢6zeltisi, 1 g coomassie brillant blue
R-250’nin 100 ml etil alkolde (%96’lik) ¢6ziilmesiyle hazirlandi. Her bir jel
icin 5 ml coomassie brillant blue R-250, 12 ml triklora asetik asit (%
100°lik TCA) ¢ozeltileri kanstinlarak saf su ile 100 ml’ ye tamamlandi.
Jeller hazirlanan boya c¢ozeltisi ile boyandi. TCA ve coomassie brillant
blue R-250 ¢ozeltileri stok olarak hazirlandi. -

2.2.1.2. Orneklerin hazrlanmas:

Analiz edilecek populasyona ait drnekler ayiklanip her bir bugday danesi ayﬁ
ayn tiiplere konularak numaralandi. Gliadin proteinini ekstrakte etmek igin
her bir bugday tanesi hassas terazide tartildiktan sonra ezilerek un haline

getirildi ve 6nceden numaralandinimig ependorf tiiplerine alindi. Her tiipe 20
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mg bugday 6megi i¢in 100 ul 1,5 M’lik  N,N - dimetilen formamidin
gozeltisinden konuldu. Tiipler 10 dakika ara ile tiip kanstincisinda beg kez
kangtirildiktan sonra sentrifuj életinde 8000 devir/dakika hizda 15 dakika
sentrifuj edildi. Cozeltinin iizerindeki gliadin 6rnek sivisi temiz tiiplere alinda.

Hazirlanan 6rnek ¢6zeltiler 0 °C*de iki hafta siire ile sakland.

2.2.1.3. Jellerin hagrlanmasi

Elektroforez ortamu olarak kullanilan A-PAGE jelinin hazirlanmasinda 7 g
akrilamit, 0, 3 gr N,N— metilen bisakq'lamid ve 0,024 g askorbik asit dereceli
bir silindire konularak Al-laktat ¢6zeltisi (Boliim 2.2.1.1. ¢oz. A) ile 100 m]’ye
tamamlandi. Polimerlesmeyi saglamak igin 10,3 pl % 4’liikk demir sulfat
cozeltisi ile 1154 ul % 3’lik hidrojen peroksit ¢ozeltisi kullamld.
Hidrojen peroksit ¢ozeltisi stok olarak hazirlandi Demir siilfat ¢ozeltisi ise

her jel igin yeniden hazirlandi.

Jeller polimerlestikten sonra ( yaklagik 20 dakika) taraklar ¢ikanildi. Ornek
gozeleri Al-laktat ¢ozeltisi ile 2-3 kez yikanarak temizlendi ve goézelere Al-
laktat ¢ézeltisi doldurularak 1,5 mm kalinh@indaki jeller kullanima hazir hale
getirildi.

2.2.1.4. Orneklerin yerlestirilmesi

Hazirlanmig olan her bir- gliadin 6rnek sivisindan mikropipet yardimiyla
4 ul 6mek almarak birer drnek gozesine konuldu. Ik }gi.izeyé kosma iglemi
sirasinda bandlann hareketini izlemek amaciyla metilen yesili boya maddesi
(10g sakkoroz , 0,25 g metilen yesili Al-laktat cozeltisi ile 18 ml’ye
tamamlanir.) konuldu. Ikinci ve son gozelere standart olarak Sam-1 (C1) ve

Sam-3 (C3) bugdéylanmn gliadin 6rnek smlarl‘uygulandl.
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2.2.1.5. Elektroforez aleti’

Gliadin elektroforez_iglemi igin Sigma marka PC 4010-2 model bir gig
kaynag ile Sigma marka E-4266 model elektroforez aleti kullamlmugtir. Alet
dikey diizenekte ve 16,5 cm x 19-cm boyutlarinda iki cam kalipta jel

vermektedir.
2.2.1.6. Elektroforez iglemi

Isleme baglamadan once elektroforez aletine Al-laktat g¢ozeltisi (Bolim
2.2.1.1. ¢6z. A) konuldu. Alet sogutﬁcu sisteme baglanarak ortam sicaklif
+12 °C’ye ayarlandi. Cmekler uygulandiktan sonra jel kaliplan elektroforez
aletine yerlestirildi ve iist tanka Al-laktat ¢ozeltisi konuldu. Elektroforez
islemi her jel i¢in 25 mA sabit akim uygulanarak yapildi ve isleme boya
maddesinin mavi bandi jelin sonuna gelinceye kadar devam edildi. Bu siire

12°C -15 °C ortam sicakhiginda 2,5 saat siirdii.
2.2.1.7. Jellerin boyanmasi

Elektroforez igleminden sonra jeller yeni hazirlannms boya ¢ozeltisi (Boliim
2.2.1.1. ¢dz. B) bulunan kaplarin igine alindi. Burada 24 saat siire ile
bekletilen jeller yikanmak igin g¢esme suyu bulunan kaplara aktarildi.
Kaplardaki sular 24 saatte bir degistirildi ve bu islem - 4-5 giin siirdiiriildii. |

2.2.1.8. Jellerin gbriintﬁlehmesi ~

1

Tiim iglemlerden sonra jel, bir cam levhamn istiine yerlestirildi.Cam levha

alttan aydinlatmah beyaz igik kaynagimin iizerine yerlestirilerek fotografi
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¢ekildi. Fotagraflarin ¢ekiminde Pentax marka Smc Pentax-F model fotograf

makinesi ve Konica Chrome R-100 film kullamld:.
2.2.1.9. Jellerin degerlendirilmesi

Gliadin band desenleri arasindaki farkliliklarin degerlendirilmesi  g¢ekilen
fotograflar iizerinden ¢iplak g6zle yapildi. Ayni zamanda desenler arasindaki

farkliliklan belirlemede bandlarin nisbi mobilitelerinden faydalanilda.
2.2.1.9.1. Nisbi mobilitenin belirlenmesi

Gliadin band desenlerindeki bazi - bandlarin nisbi mobilitelerinin
belirlenmesinde referans olarak Sam-i bugdayinin band deseninde bulunan 42
Rm (Relative mobility) degerli band kullamlmistir. Analiz edilen drmeklerdeki
band desenlerinde istenilen bandlarin nisbi mobilitesini hesaplamak igin
bandin merkezi ile orjini arasindaki mesafe mm’lik cetvelle dlgiildii ve asagida

verilen formiil kullanilarak hesapland.

Uzerinde durulan bandin orjinden uzaklhig:

Referans bandin orjinden uzaklig:

2.2.2. Sodyumdodesilsulfat poliakrilamit jel elektroforezi (SDS-PAGE)

Glutenin elektrbforeztik analizlerinde SDS-PAGE yonteminin (Ng and Bushuk
1987) ICARDA tarafindan modifiye edilmis sekli kullanildi.
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2.2.2.1.Glutenin elektroforezinde kullanilan ¢izeltiler

1

A- Ayinict Akrilamit Cozeltisi

Glutenin alt jelinin hazirlanmasinda kullamlan gozeltilerden biridir. 74,05 g
akrilamid, 0,95 g N.N.- metilen bisakrilamidin kullanildig1 bu ¢ézelti son
hacmi 250 ml olacak sekilde saf su ilave edilerek hazirlandi. Daha sonra filtre
kagidindan gegirilerek siiziildii. Bu ¢ozelti stok olarak hazirlandi ve +4°C’
de saklandi. |

B- Yiikleyici Akrilamit Cozeltisi

Ust jelin hazirlanmasinda kullanilan bu gozelti 73 g akrilamid, 2 g N.N.-
metilen bisakrilamid kullanilarak hazirlandi. Son hacim 250 ml olacak sekilde
saf su ilave edildi. Filtre kagidindan siiziildii ve stok halinde +4 °C’de
saklandi.

C-Ayirict Tampon Cozeltisi

Alt jelin hazirlanmasinda kullanilmaktadii. 91 g tris son hacmi 250 ml olacak
sekilde saf suda ¢oéziildii. Filtre kagidindan siiziilerek hidroklorik asit (HCI)
ile pH=8.8’¢ ayarlandi. +4 °C’de stok - halinde sakland:.

D-Yiikleyici Tampon Cozeltisi

Ust jelin ve 6mek ¢dzeltisinin hazirlanmasinda kultamlan bir ¢ozeltidir. 6 g
trisin kullanildig1 bu ¢6zelti son hacmi 100 ml olacak sekilde saf su ilave
edilerek. hazirlandi. Filtre kagidindan siiziildi. HCl ile pH=6.8 olarak
ayarlandi. Stok halinde +4 °C’de saklandi.

E- Uzaklagtinct Tampon Cézeltisi
Glutenin 6rnek hazirlanmasina baglanmadan 6nce gliadin 6rnek ¢okeltisindeki

gliadinlerin yikanarak uzaklagtinlmast igin uygulanan bir ¢6zeltidir. 7,6 g tris
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300 ml saf suda ¢oziildi ve pH’s1 HCI iie 6.8 olarak ayarlandi. 5 g SDS
eklendikten sonra saf su ile son hacim 500 ml’ye tamamlandi. +4 °C°de stok

olarak saklandi.

F- Elektrot Tampon Cozeltisi
Elektroforez isleminde elektrot tamponu olarak kullamildi. 30 g trs, 144 g
glisin ve 10g SDS son hacmi 1000 ml olacak gekilde saf suda ¢oziildii.

G- Omek Tampon Cozeltisi

Glutenin 6rnek ¢ozeltisi bilesenlerinden biri olarak hazirlanan ¢ézelti igin;
25 ml vyikleyici tampon ¢ozeltisi ( Bolim 2.2.2.1. ¢6z. D ), 4 g SDS, 0,03
g pyronin Y , 20 ml gliserol, 11,5 ml saf su kullamld.

H- Ornek ¢ozeltisi

Glutenin proteinlerini agifa ¢ikarmak i¢in  kullanilan  6rnek ¢ozeltinin
hazirlanmasinda 1 ml 6rnek tampon ¢ézeltisi ( Bolim 2.2.2.1. ¢6z. G), 1 ml
saf su ve 0,02 ml 2-mercaptoethanol kullanildi. Cozelti stok olarak +4
°C’de saklandi. |

2.2.2.2. Orneklerin hazrlanmas:

Gliadin ekstraksiyonundan sonra her tiipte arta kalan ¢okelti igine 1000 ul
uzaklagtiric: tampon ¢ozeltisi ( Béliim 2.2.1.1. ¢6z . E ) konuldu. Tiipler 10°
ar dakika ara ile tiip léanstmmda 4 kez kangtinldiktan sonra 8000 devir/
dakika hizda 15 dakika sentrifiij edildi. Bu islemden sonra g¢ozelti bosaltildi.

Tiiplerde kalan sivinun giderilmesi i¢in kurutma kagidinin iizerine yerlestirildi.

Daha 6nceden tohum agirlig1 bilinen her tiipe 1 mg 6rnek igin 10 pul 6rnek
¢ozeltisinden (Bolim 2.2.2.1. ¢6z. H) konularak tiip karngtiricida iyice
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kanstinldi. Bu iglemden sonra tiipler 60°C’deki suyun iginde 30 dakika
bekletildi. 30 ‘dakikalik siire iginde tiipler 10’ar dakika ara ile alinarak
kangtiricida  kangtinldi. 8000 devir/ dakika hizda 15 dakika sentrifuj
edildikten sonra tiiplerin igindeki pembe renkli sivi onceden hazirlanan temiz

tiiplere alindi. Hazirlanan ornekler 0°C’de muhafaza edildi.

2.2.2.3. Jellerin haurlanmas:

Glutenin elektroforez isleminde eletroforez ortami olarak kullanilan jeller iki

ayn kisimdan meydana gelmektedir.

Alt jel: Jel soliisyonu 26 ml a;imm akrilamit ¢ozeltisi ( Boliim 2.2.2.1. ¢6z.
A) ‘, 9,75 ml ayirict tampon ¢ozeltisi ( Boliim 2.2.2.1. ¢6z. C) ve 41, 25
ml saf su kangtinlarak olusturuldu. Jel ¢ozeltisindeki gazlann giderilmesi igin
10-15 dakika vakumlandt. Vakum isleminden sonra jel ¢ozeltisine 780 pl
%10’luk SDS ¢bzeltisi, 180 ul %10’luk amonyum persulfat (APS) ¢ozeltisi
ve 60 ul tetrmnethylethylened‘iémine (TEMED) eklendi. SDS ¢ozeltisi stok
olarak, APS ¢ozeltisi ise her islemde taze élarak hazirlandi. Jel dokiildiikten

sonra kabarciklar gidermek amaciyla bir kag damla butanol damlatildi.

Jel polimerlestikten sonra (yaklagtk 1,5 saat) iist kisimdaki butanol
bosaltilarak saf su ile 3-4 kez yikandi. Jel kaliplarimin ist kismina saf
su ilave edilerek bu kez bir saat siireyle bekletildi. Bir saat sonunda
saf su bosaltildi ve bu kisim alttaki jele zarar vermeden kurutma kagidi
ile kurulandi. Taraklar kaliplara yerléstirilerek iist jelin dokiilmesi igin

hazirlandi.

Ust jel: 2,5 ml vyiikleyici akrilamit ¢ozeltisi (Béliim 2.2.2.1. ¢oz. B), 5 ml

yiikleyici tampon ¢ozeltisi (Boliim 2.2.2.1. ¢6z. D) ve 12 ml saf su
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karigtirildi. Bu ¢ozelti 10-15 dakika vakumlandiktan sonra 200 ul %10’luk
SDS ¢ozeltisi, 135 ul. %I10’luk APS gozeltisi ve 30 ul TEMED ilave
edildi. Cozelti daha once alt jellerin dokiilip hazirlandift iki jel kalibina
dokiildii. |

Ust jelin polimerlesmesinden sonra (ﬂfaklaslk 30 dakkika) taraklar gikartildi ve
gozeler elektrot tampon ¢ozeltisi ile ( Bolim 2.2.2.1. ¢6z. F) 2-3 kez yikanarak

tekrar dolduruldu. Béylece 1,5 mm’lik iki jel analiz igin hazir hale getirildi.
2.2.2.4. Orneklerin yerlegtirilmesi

Onceden hazirlanan ve 0°C’de saklanan glutenin 6rnekleri sicakhigi 45 °C
olan suda buzlan ¢6ziilene kadar (bir ka¢ saniye) bekletildi. Her ormek
gozesine 4 ul 6rnek sivist uygulandi. Standart olarak kullanilan $am-1 (C1)
ve Sam-3 (C3) bugday ornekleri ilk ve son gozelere yerlestirildi. Aradaki

gozelere populasyonlara ait 6rnekler kondu.
2.2.2.5. Elektroforez aleti

Glutenin elektroforez igleminde gliadin analizinde kullanilan aletler kullamild:
(Boliim 2.2.1.5.)

2.2.2.6. Elektroforez .iglemi

Elektroforez iglemine baglamadan 6nce aletin alt tanki elektrot tampon
¢ozeltisi (Bolim 2.2.2.1. ¢oz. F) ile doldurularak sistem sogutucuya baglanql.
Oﬁgm sicakligt 12 °C* ye ulaginca jel kaliplant alete yerlestirildi. Ust
tanka aym ¢ozeltiden eklendi.
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Elektroforez iglemi her jel igin 25 mA sabit akim uygulanarak yapildi.
12 -15 °C’lik ortam sicakhifinda yakléslk 2,5 saat siirdii. Isleme pembe
renkli bandlar jelin alt kismmna 0.5 cm mesafeye gelinceye kadar devam
edildi.

2.2.2.7. Jellerin boyanmast

Elektroforez isleminden sonra jeller, boliim 2.2.1.7.” de agiklandign gibi
boyama iglemine alindi.

2.2.2.8. Jellerin g&rar;tﬂlenmesi

SDS-PAGE  jellerinin gorintillenmesi A-PAGE jelleri gibi yapildi
' (Bolim 2.2.1.8.). |

2.2.2.9. Jellerin degeriendirilm&'i

Glutenin band desenlerinin ‘bulundugu jeller fotograflandiktan sonra
degérlendirme bu fotograflar iizerinden giplak gozle yapildi.

2.2.3. Izoelektrik odaklama analizi ( IEF)

Bu ¢aliyjmada Endopeptidaz-1 - (Ep-1), . Aminopeptidaz-1 (Amp-1),
Aminopeptidaz-2 (Amp-2) izoenzimleri IEF yontemi kullamlarak analiz
edildi.. Ep-1 igin Koebner et al. (1988) Amp 1-2 i¢in ise Koebner and
Martin’ in (1989) yontemleri ?ndi.

Bu sistemler, islem basamak. (boya ¢6zelt  : hazirlanmasi  nda)
bir farklibk olmadif: igin birlikte anlatilmigtir.
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2.2.3.1. Orneklerin hazurlanmast

Bugday danesindeki izoenzimleri ortaya g¢ikarmak i¢in her bugday tanesinin
endosperm  veya embriyo kismt  aynldi.’ Bu kisimlardan hangisi
kullanilacaksa ependorf tiipime alindi. Dgviilerek un haline getirilen
embriyo (veya endosperm) tizerine 20 pl saf su (standartlar igin bu miktar
60 pl) ilave edilerek tiipler kanstlrllm ile 10 dakika ara ile dért kez
kangstinildi. Bu islemden sonra 30 dakika oda sicaklifinda ( 20°C) bekletilen

Ornekler hemen kullamldi.
2.2.3.2. IEF elektroforez ¢ozeltileri

A- Akrilamid / N.N.- metilen bisakrilamid "Cézeltisi

Jel ¢ozeltisi bilesenlerinden olan bu ¢6zeltiyi hazirlamak igin: 4,83 g akrilamid
ve 0,17 g N.N.- metilen bisakrilamid - 7500 pl saf suda ¢oziindiirildii.
Cozelti stok olarak hazirlanip +4 °C saklandi.

B- Yapistinic1 Cozelti

Jelin cama yapigmasm saglamak i¢in hazirlanan ¢ozelti 10 pl
dimetildiklorasilin ile 9990 ul kloroform kangtinlarak elde edildi. Stok
olarak hazn'lam:p oda sicakliginda (2.0°C) saklandi.

C- itici Cozelti

Jelin jel kalibina  yapismamast ve cama dogru itilmesini
saglayan bir (;(jzelfidir. 200ul dimetildiklorasilin ile 9800 pl.
1,1,1 trikloroetan ile hazirlandi. Stok olarak hazirlanip oda sicakliginda
(20°C) sakland.
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D- Boya (Cozeltisi '

IEF’den sonra, jel iizerinde  izoenzimlerin  meydana  getirdigi
band desenlerinin goriillmesi igin haznflanmakf_adlr. ‘Boya ¢ozeltisi igin:
4,744 g trizma maleate, 200 ml saf suda ¢ozildii. Cozeltinin
pH’st sodyum hidroi(éit kullamlarak 5.8’¢ ayarlandi. 0,2 g fast black
K salt 1000 ul N.N. dimetilffomamid iginde gozilerek gozeltiye ilave
edildi.

izoenzimlerin  farkli substratlara sahip olmalarindan  dolayr  boya
¢ozeltisine Ep-1-igin 0,1 gr Noa Benzol -DL- Arginin B Naftalamid
(BANA) , Amp-1 ig¢in 0,1 gr I6sin B Naftalamid, Amp-2 igin
ise 0,1 gr lisin [ Naftalamid 1000 pl N.N. dimetilfomamid
icinde ¢ozillerek ¢ozeltiye ilave edildi. Boya gozeltisi kurutma
kagidindan siizillerek hazir hale getirildi  ve her jel igin yeniden

hazirlanda.
2.2.3.3. Jellerin haurlanmasi

Izoenzim  analizinde poliakrilanllit jel  ortam olarak  kullamldi.
Jeli  haziwrlamak igin: 3000 pl  akrilamid-N.N.-metilen bisakrilamid
¢Ozeltisi (Bolim 2.2.3.2. ¢6z. A), 19 500 ul % 16’hk gliserol,
30 yl TEMED, 0,33 ml pH=2,5-5,0 ve 0,99 ml pH=4,2-4,9 amfolitleri
kullamldi. Bu kanisim 10-15 dakika siireyle vakumlanarak
gaz1 giderildi. Her jel igin taze hazirlanan % I’lik APS ¢ozeltisinden
840 ul eklendi. APS ¢ozeltisi eklendikten sonra jel kalibina dokiildii.

Kalibin hazirlanmasi: 0,4 mm kalinhginda jel verebilen jel kalhiba itici
cozelti (B6lim 2.2.3.2. ¢6z. C) 12,5 cm x 36 cm boyutlarindaki cama ise
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yapigtinict ¢6zelti ( Boliim 2.2.3.2. ¢6z. B) siiriildii. Hazirlanan jel g¢ozeltisi
bir pipet yardimiyla kalip ile cam arasina dékiildii. Jeller polimerlestikten
sonra (yaklasik 45 dakika) cam kaldirilarak kaliptan ayrildi. Cama yapisik olan

jel 6n kogma iglemine alindi.
2.2.3.4. Elektroforez aleti

Analizlerin yapilmasinda Bio-Rad marka Power PAC 3000 model gii¢
kaynaglh ile Bio-Rad marka Bio-Phoresis TM Horizantal Elektrophoresis
model elektroforez aleti kullamldl. Alet 12,5 cm x 36 cm boyutlarinda tek

jel verebilen yatay diizenege sahiptir.
2.2.3.5. On kosma

Jel iizerinde elektrik alan olusturan ©6n kogsma iglemine baglamadan
6nce sistem sogutucuya baglgnarak ortam sicakhigi +4 °C’ye ayarlandi.
Jel wuzunlugunda ve 0,5 cm eninde 3 MM kromotograf kagltlah
elekxtrot solﬁsyonlaﬁ ile 1slatilarak jelin anot ve katot kutbuna
yerlestirildi. Jelin anot kutbuna gelen kismu igin 0,05 M’hik
asetik  asit, katot kutbuna gelen lkismt igin ise 1 M’hk glisin
kullamlda.

On kogma iglemi igin gii¢ kaynagma 1000 Volt / saat ve her
lem  jel genigligi ~igin 1 W’lik degerler girilerek  baglandi.
Giig kaynaginda 500 Volt / saat degeri. okununca sistem kapatildi.
Boylece on kogma iglemi tamamlandi. Jel izerindeki seritler,
jel bozulmadan  almarak émekklerin yerlestirilmesine  hazir  hale

getirildi.
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2.2.3.6. Orneklerin yerlegtirilmesi

Omeklerin konulmasi, igin 0,5cm x lcm boyutlarindaki 3 MM kromotograf
kagitlann jelin katot kutbuna gelen kismuna esit araliklarla jele parelel
olarak yerlestirildi. Her 6m¢kten mikropipet yardimiyla 15 ul alinarak
kagit iizerine uygulandi. Stand;'trt olarak Bezostaya-1 ve Gerek 79 bugday
mekleri  kullanildi,

2.2.3.7. Elektroforez islemi

Islem swrasinda ortam sicakligi  +4 °C’de tutuldu. Giig kaynagma 1334
Volt / saat ve her, lcm jel genisligi icin 1W’lik deger girildi. Elektroforez
iglemi yaklagik bir saat siirdii.

2.2.3.8. Jellerin boyanmasi

Elektroforez isleminden sonra cam iizerindeki jeller boya ¢ozeltisi
(Boliim 2.2.3.2. ¢6z. D) bulunan boyama kaplarina konuldu. Bir giin
sireyle boyada bekletilen jeller, g¢esme suyu ile yikanarak kurumaya
birakildi. '

2.2.3.9. Jellerin goriintiilenmesi

Izoenzim band desenlerinin goriintillenmesi i¢in jelin bulundugu cam

beyaz 131k kaynagimin iistiine yerlestirilerek fotograflan ¢ekildi.
2.2.3.10. Jellerin degerlendirilmesi

Izoenzim band desenlerinin degerlendirilmesi ¢iplak gozle hem kurutulan

jeller hem de gekilen fotograflar iizerinden yapildi
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3. BULGULAR VE TARTISMA

Bu ¢alismada ele alinan Ae. squarrosa, Ae. speltoides spel., Ae. speltoides lig,
ve T. dicoccoides populasyonlanna iliskin Gli; Glu, Ep-1, Amp-1, Amp-2

analiz sonuglan asagida sunulmustur.

3.1. Ae. squarrosa Populasyonlari  (Horstepe 7. ve Gokcayr 8.
Populasyonlar )

Gliadin analiz sonuglari: Ae. squarrosa populasyonlarinda yapilan gliadin
elektroforez sonuglarina gore; 7. populasyondan alinan 37 6rnekte farkh band
desenlerinin meydana geldigi gorilmiigtiir. Temel farkhliklar Gli-D1 geninin
olugturdugu w-gliadin bélgesinde olup bu bolgede 5 ayn desen tesbit
edilmistir. Bazi 6meklerde ise w-gliadin  bolgesi band desenleri 5 farklt
desenden biri ile benzer olmasina ragmen, o-gliadin ve p-gliadin
bolgelerindeki  band | desenleﬁnin farkli  olmasiyla  birbirlerinden
aynidiklarindan 7. populasyonda 6 farkli deéenin olustugu goriilmiigtiir
(Sekil 3.1). |

w-gliadin bolgesindeki 33, 35, 38 tripletinin olusmadifi goézlenmistir.
Fakat omeklerin bazilarinda 33 nolu baznlarlﬁda ise 35 nolu bandlara
ayn1 ayn rastlanmistr. Bu bolgedeki asil farhihiklar tripletin istiindeki
kisinda olusan farkli sayidaki bandlardan kaynaklanmaktadir. y-gliadin
bolgesinde ise 2 ayrnt band deseni goze qalpmaktédlr. Band desenleri
arasindaki farklilik 42,45 nolu bandlarin hemen altina rastlayan bolgededir.
Bu bolgede farkli desenlerden birinde 2°’li , digerinde 3°li band vardir.
Ayrica 6rneklerde 42 ve 45 nolu bandlann olusmadifi gozlenmigtir. y-gliadin
bolgesinde, 3’lii band desenine sahip. omekler B-gliadin bolgesinde de
farklilk gostermektedir. Bu farklibk mobiliteleri 55 ve 57 olan iki
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bandin birlikte bazi démeklerde gorillmesine Kargin, bazilannda sadece 57
mobiliteli band goriilmektedir. Sadece 57 mobiliteli banda sahip 6meklerde bu
bandin altinda digerlerinde olmayan 59 mobiliteli bir bandin  meydana geldigi
gozlenmigtir. a-gliadin bolgesinde de 2 farkl tip band deseninin oldugu
goriilmiistiir, Band desenlerinden birinde olusan ilk bandin mobilitesi 76 iken
digerinde ilk olusan band 78 mobiliteye sahiptir ve bu desende daha fazla

sayida band vardir.

\saudirrosa Llowstope (1990)

FARM Lskishy ve Cienend | ab Teki 1
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Sekil 3.1. Ae. squarrosa’mn 7. populasyonundaki gliadin band desenleri.



in

8. populasyondan 4 omek almarak yapilan analizde ise 3 farkhi band
deseninin olustugu goriilmisgtir (Sekil 3.2.). Bu i desen arasindaki temel
farklilik  B-gliadin bolgesindedir. Bu bolgede pozlenen iigli kahn bandin
iistinde 1. desende 54 mobiliteli bir band bulunurken, 2. desende bu
mobiliteye sahip band yoktur. 3. desende ise 54 mobiliteli bandin hizasinda
2'li bir bandin oldugu gorilmistir. o-gliadin, y-gliadin ve a-gliadin
bolgelerine bakildiginda; 4 orekten 2’sinin aym desene sahip oldugu
gorilmiistiir.  Diger 2 omekte ise; daha fazla sayida bandmn meydana

gelmesinden kaynaklanan farkhi bir desenin oldugu gozlenmitir.

I dheogeondes PI0307 109y
A sepuprosa Giokpny i | 1996
TARKT " lslaly vee Cietienh th 6001 1007
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Sekil 3.2. Ae. squarrosa’mn 8. populasyonu ile 7. dicoccoides’in 21,

'!‘

populasyonundaki gliadin band desenleri.
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Sekizinci populasyonda da 7. populasyon gibi 33.3538. tribleti ile 42.45 nolu
bandlara rastlanmazken. 59 mobiliteli bandm 4 Groekie  de oldugu

gorilmiistiir,

Ae, squarrosa'min 7. ve 8. populasyonlann her ikisinde de populasyon igi
zengin varyasyonlar oldugu gozlenmistir. Populasyonlar arasinda ise; omek
sayilarindaki orantisizliga ragmen, varyasyon oldugu soylenebilir. Ciinkii
8. populasyonda o-gliadin bolgesinde gozlenen 2 farkh band deseni
7. populasyondan alman 37 oérnekten hig birinde gozlenmemis ve Grneklerin
bu 2 band deseninden farkli desenler olugturdugu gorilmistir. B-gliadin
bolgesinde de farkliliklar meveuttur. y-gliadin bolgesinde ise iki populasyon
arasinda bir farkhlik yoktur, Sadece w-gliadin bolgesi de  varyasyon
gozlenmemigtir,  Cinkit 7. populasyonda goérillen 5 desenden  ikisi
8. populasyonda da vardir. 8. populasyondan daha fazla sayida 6rnefi analiz

etmek miimkiin olsaydi, dier 3 desenin de gériilme ihtimali olabilirdi.

Glutenin analiz sonuglari: Glutenin elektroforez sonuglarna baktigimizda 7.
ve 8. populasyonlara ait 6rneklerde gluteninin HAMW alt Ginitesinde 2 + 10 alt
iinitesi bulunmaktadir. LMW glutenin alt initesinde ise; 7. populasyonda
genel olarak LMWG-2  alt iinitesine rastlamrken, bazi drneklerde LMWG-1
oldugu tesbit edilmistir (Sekil 3.3). 8. populasyona ait 6rneklerin tiimiinde ise;

LMWG-2 alt tinitesinin olugtugu goriilmigtiir  (Sekil 3.4).

HMW glutenin alt initesinde her iki populasyonda da populasyon
iginde varyasyon yoktur. LMW glutenin alt tinitesinde ise; 7. populasyonda
populasyon ig¢i varyasyonlar mevcutken, 8. populasyonda varyasyona
rastlanmamigtir.  [ki  populasyon arasinda LMW  alt iinitesinde
varyasyon varken, /MW alt iinitesinde populasyonlar arasinda bir farklilik
yoktur,
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Sekil 3.3. Ae. squarrosa’nn 7. populasyonundaki glutenin band desenleri.

Ae. squarrosa populasyonlarinda gliadinde yiiksek oranda varyasyon varken,
gluteninde sadece LMW alt imitesinde 7. populasyonda varyasyona
rastlanmuigtir.  HMW gtute}liu alt iinitesinde ise varyasyon yoktur. Gliadin ve
glutenin bakimindan ele alinan dmekler, ekmek yapim Kkalitesinde yiiksek
kalite isaretleyici olarak kullamilan gladin 35, gliadin 59 bandlanna ve
LMWG-2 alt finitesine sahiptir. Bu nedenle 1slah galigmalan igin degerli bir
potansiyel olusturmaktadirlar.
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Sekil 3.4. Ae. squarrosa’nin 8. populasyonu ile 7. dicoccoides’n 21.
populasyonundaki glutenin band desenleri.

Endopeptidaz-1 analiz sunuglari: Yedinci populasyondan alinan 74 6megin
endospermiyle yapilan analizden elde edilen sonuglarda; D genomunun
7. kromozomunun  uzun kolu iizerinde oldugu bilinen Ep-DI geni
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tarafindan 2 farkl band deseni olusturuldugu gozlenmistir. Birinei band deseni

2 banddan, ikinci band deseni ise tek banddan olugmaktadir,

8. populasyona ait 10 6rnekten alman sonuglar da aymidir. Aym zamanda her

tki populasyonda da bazi 6rneklerde hig band olugmadigi goriilmiistiir.

Bu sonuglara dayamlarak, ¢ahgilan populasyonlar iginde Ae. squarrosa’da
Ep-1  izoenzimi aclsindml populasyon i¢i  varyasyonun olduk¢a yiiksek
oldugu, buna karsin, iki  de. squarrosa populasyonunun birbirinden farkli

olmadiklan goralmistiir.

Aminopeptidaz-1 analiz sonuglari: Ae. squarrosa populasyonlarmmn ikisinde
de Amp-DI geninin tek bir band deseni olusturdugu ve bunun da bir

banddan meydana geldigi goriilmiigtiir.

Sekil 3.5, 7. populasyonda Amp-D1 geninin olugturdugu band desenleri.
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Fakat 7. populasyonda, bu band desenine sahip omeklerde, band
mobilitelerinin farkl olmasindan kaynaklanan bir degigiklik tesbit edilmigtir.
8. populasyonda ise, tek band deseninin yam sira bazi omeklerde hig band
olusmadif gozlenmistir.

ki populasyon arasinda Amp-1 izoenzimi agisindan bir farklik oldugu
gorilmistiir. Bu farklihk 7. populasyondaki band deseninde gozlenen
degisiklikten ve 8. populasyonda bazt omeklerde band goriilmemesinden
kaynaklanmaktadir. Her iki populasyonda da populasyon igi varyasyon oldugu
gibiikipupulasyonarasmdadavaryasyon vardir.

Aminopeptidaz-2 analiz sonuglart. Yedinci populasyonda 4. kromozomun
uzun kolunda yer aldig1 bilinen Amp-D2 geni 2 ayn band deseni meydana
getirmistir. Bu band desenlerinin birincisinde 2 band, ikincisinde 1 band
vardir. 74 rnekten sadece 2 tanesinde band olugmamustir (Sekil 3.6.).

Sekil 3.6. 7. populasyonda Amp-D2 geninin olugturdugu band desenleri.
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Sekizinci populasyonda ise, dért farkli band deseni oldugu goriilmiistiir. Band
desenlerinden ikisi, 7. populasyonda pézlenen tekli ve ikili bandlardan
meydana gelmektedir. Ugiincii ve dordiincii band desenlerinde iig band vardir.
Bu iki band deseni arasindaki fark ise. ikili band kisimlanmin birinde agagida
digerinde ise. bu kismin yukanda olugmasidie (Sekil 3.7.) Sekiz dmekien

birinde ise band yoktur.

m @ 6 @ 6 (5)
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Sekil 3.7. 8. populasyonda Amp-D2 geninin olusturdugu band desenleri
(1,2.3.4.5). S: Bezostaya-1.

Sonug olarak, Amp-2 izoenzimi bakimindan e, squarrosa populasyonlanin
ikisinde de populasyon igi varyasyon yamnda iki  populasyon arasinda da
varyasyon mevcuttur. Ozellikle 8. populasyonda gozlenen varyasyon orani
olduk¢a yiiksektir. Populasyonlar arasindaki  varyasyon sekizinci
populasyonda rastlanan iiglii band desenlerinden kaynaklanmaktadir. Bu iki
populasyon igin dikkati ¢eken bir nokta da ¢ok az sayida Grnekte band

olusmamasidr.

Calisilan  izoenzimlerin - Ae.  squarrosa  populasyonlanmdaki — polimorfizm
dereceleri  goylediv: Amyp-2 > Amp-1 > Lp-1. Tzoenzim analizlerinde, bazi
Grneklerde  hig band olugmamast daha once de rapor edilmigtir. Bunlar null
fenotip olarak adlandinlmaktadir ( Koebner et al., 1988; William et al., 1993).
Béyle bir durumun olugmasi igin iki neden oldugu ileri siiriilmekiedir. Biri
genin bulunmamasi, digeri ise genin var olmasina karsin sessiz kalmasi (iiriin

olusturmamasi) thtimalidir (Koebner et al., 1988).
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3.2. Ae. speltoides spel. Populasyonlart (Giirgiirbaba 3. ve Beyazkule 4.

Populasyonlary)

Gliadin analiz  senug¢lari: Ugiincii  populasyondan ahnan 7 omek ve
4. populasyondan alinan 5 &émek ile yapilan gliadin analiz sonuglarinda her
ornekte birbirinden farkli band desenleri olugtugu ve band desenlerindeki
farkliliklarn tiim bolgelerde oldugu gozlenmistir. 3. populasyonda 3 érnekte,
<. populasyonda ise 2 drnekte, 42 nolu band vardir. 58 nolu bandin ise her iki
populasyonda da ikiger omekte olustugu goriilmigtir. 59 nolu band
3. populasyonda 3 émekte gozlenirken, 4. populasyonda ise sadece 1 drnekte

vardir.

Ae.  spelioides  spel.  populasyonlarinda populasyon iginde zengin
varvasyon gozlendigi gibi, iki populasyon arasinda da  genig varyasyon

gozlenmigtir.

Glutenin analiz sonuglarr:  Gliadinde oidugu gibi glutenin elektroforez
analizlerinde de, her 6rmekte HMW, LMW alt iinitelerinde farkli bir band
deseninin meydana geldigi gozlenmigtir(Sekil 3.8.). Bunun sonucunda da, her
iki populasyonda populasyon igi  zengin varyasyon meveuttur. Iki populasyon

arasinda da populasyon iginde oldugu gibi zengin varyasyon vardir,

Endopeptidaz-1  analiz  sonuglari:  Ae.  spelioides  spel.’e  ait
3. populasyonundan 15 ve 4. populasyonundan 10 émek almarak yapilan
analizlerde elde edilen sonuglara gére, B genomunun 7. kromozomdaki
Ep-B1I geninin farkli band desenleri olugturdugu gézlenmigtir. iki farkl band
deseninden birinde iki band digerinde tek band olustugu ve bazi 6rneklerde

de band olugmadig goriilmiistiir.



Ae. speltoides spel.’in her iki populasyonunda da populasyonlar igindeki
yitksek varyasyona ragmen, iki populasyon arasinda [Ep-I izoenziminin
olusturdugu band desenleri bakimindan bir farkhlik gozlenmemistir.

Sekil 3.8. Ae. speltoides spel.’in 3. ve 4. populasyonlanindaki glutenin band

desenleri.

Aminopeptidaz-1 analiz sonuglari: Her 1ki populasyondan alinan 6rneklerde,
Amp-1 izoenzimini kodlayan Amp-BI geninin tek tip band deseni olusturdugu
ve bununda tek bandh oldugu goriilmiigtiir. Tiim 6reklerde bu band deseni
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gﬁi‘ﬁldﬂgﬂnden populasyonlar iginde ve iki populasyon arasinda  varyasyon

yoktur sonucuna varlmistir.

Aminopeptidaz-2  analiz  sonuclar: 3. populasyonda 15 émekle  yapilan
analizde, B genomunun 4. kromozomunun kisa kolunda bulunan Amp-B2
ceninin, 3 banddan olusan tek tip band deseni meydana getirdigi va da

band olugturmadi@ gézlenmistir.

4. populasyona ait 10 émekten elde edilen sonuglar gire ise; 3 ayn band
deseninin meveut oldugu séylenebilir. Birinci band deseninin iki banddan,
ikinci ve iigiincii band desenlerinin ii¢ band olustugu poriillmiistiir. Sekil 3.9,
da goriildigi gibi ikinei ve idigiincii band desenleri arasindaki farkhihik,

handlarin sahip oldugu mobilite farkindan kaynaklanmaktadir.

mn @ @
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2

Sekil 3.9. 4. populasyonda Amp-B2 geninin olusturdugu bant desenleri
(1,2,3). S: Bezostaya-1

Her iki populasyonda da varyasyon oldugu tesbit edilmistir. Dérdiincii
populasyondaki varyasyon oram daha yiiksektir. Populasyon igi varyasyonun
yamsira 4. populasyondaki, iki banddan olusan band deseni ile ii¢ bandh
desendeki mobilite farkimin neden oldugu degisiklik ve 3. populasyonda bazi
orneklerde band olugmamasi, iki populasyon arasmda da bir farkhlik
olugmasina neden olmustur. Sonug olarak populasyonlar arasindaki varyasyon

oramnin yiiksek oldugu gozlenmistir.
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Ae. speltoides spel. populasyonlarinda hem gliadin hem de glutenin igin
olduk¢a yiiksek oranda genetik gesitlilik tesbit edilmistir. _Izeenzimlerde

gozlenen polimorfizm derecesi ise Amp-2 > kp-1> Amp-1 seklindedir.

3.3. Ae. speltoides lig. Populasyonlar:t (Beyazkule 5. ve Sarag¢esme 10.

Populasyonlary)

Gliadin analiz sonuglari: Ae. speltoides lig.’ya ait 5. ve 10. populasyonlardan
5’er ommek almarak yapllan. analizlerde de Ae. speltoides spel.
populasyonlarindan elde edilen sonuglarla paralel sonuglar elde edilmistir.
Gliadinin dort bolgesinde de farkli band desenlerinin  olustugu ve
5. populasyonda 3, 10. populasyonda da 2 érekte 42 nolu bandin oldugu
gozlenmigtir. 5. ve 10. populasyonlarda birer 6rnektede 58 ve 59 nolu

bandlara rastlanmistir.

Ae.speltoides lig.’nmm iki populasyonunda da populasyon iginde zengin

varyasyon g6zlenmistir. ki populasyon arasinda da genis gesitlilik mevcuttur.

Glutenin analiz som)clan: Glutenin analizleri sonucunda da populasyonlardan
alman oOrneklerde, HMW ve LMW glutenin alt initesinde farkhi band
desenlerinin olustugu goriilmiistir. Her iki populasyonda populasyon iginde
gozlenen genis varyasyon gibi, populasyonlar arasinda da yiiksek varyasyona

rastlanmaktadir.

Endopeptidaz-1 analiz sonuclari: Ae. speltoides lig.’nin iki populasyonundan
10’ar o6rnek alinarak yapilan analizde, her iki populasyonda da iki ayn
band deseni oldugu ve baz1 6rneklerde band meydana gelmedigi gozlenmistir.
Iki ayrn band deseninin birinde iki band digerinde tek band olustugu

gorilmiistiir,
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Populasyonlar igindeki yiiksek varyasyon oranma ragmen, iki Ae.speltoides

lig. populasyonu arasinda bir farklihik gézlenmemistir.

Aminopeptidaz-1 analiz sonuglari:  Ae. speltoides lig.nin 5. ve 10.
populasyonlarinin ikisinde de tek bir band deseni meydana gelmistir. Bu band
deseninde bir band vardir. Fakat 10. populasyondaki bazi 6rneklerde band

olmadig1 gézlenmigtir.

Amp-1 izoenzimi agisindan 5. populasyonda varyasyon olmamasina ragmen
10. populasyondaki baz1 6rneklerde band olugsmamasi bu populasyonda hem
populasyon i¢i varyasyonun ve hem de iki populasyon. arasi varyasyonun

varlifina isaret etmektedir.

Aminopeptidaz-2 analiz sonuglari: Amp—Z izoenzimi igin yapilan analizde,
jel iizerinde bandlarin olustuu gorilmistir. Fakat band desenleri
tam olarak tesbit edilemediginden denemeler tekrarlanmigtir. Denemelerde,
diger ftirlere ait Omeklerde Ae.  spelwides  lig.  ile  aym
jel iizerinde vyiiriitiilmiigtir. Analiz sonucunda diger tiirlere ait
srneklerde net band desenleri olusurken, Ae. speltoides lig.’ ya ait
orneklerde ise varyasyon tesbiti igin | yeterli netlikte bandlar

olugmamaktadir.

Ae. speltoides lig. populasyonlannda da gliadin ve gluteninin  igin
zengin varyasyonlar vardir, Izoenzimler arasinda Ep-1’de gozlenen varyasyon
derecesi  Amp-1’de gozlenene gore daha yiiksektir. Amp-2 igin
yapilan analizler de sonu¢ elde edilemediginden kargilagtirma
imkanumz yoktur. Bazi orneklerde goriilen band olusmamasmin nedeni
Ae. squarrosa’da da agiklandiga gibi genlerin bulunmamasi veya sessiz

kalmasi1  sonucudur.
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Ae. speltoides alt tiirlerinde (Ae.speltoides spel., Ae. speltoides lig) bazi
orneklerde gliadin 42, 58 baﬂd]arma rastlanmigtir. Bunlar diisiik  Kkalite
isaretleyicilenn olarak kabul edilmektedir. Fakat bunun yaminda bazi
orneklerde yﬁksek kaliteyi gdsteren isaretleyici gliadin 59 band1 mevcuttur.
Proteinler bakimindan diger tﬁrlefe gore daha zengin varyasyonlar
goriilmektedir. Bunun nedeni; bu tiirlerde goriilen yabanci dollenme
yetenekleri olabilir. Bu tiirler yabanci dollendikleri igin heterozigotluk oram
yiiksektir. Bu nedenle daha saglikli sonuglar elde etmek igin bu tiirleri uzun
donemli analizlerden gegirmek gerekmektedir.

3.4. T. dicoccoides Populasyonlar: (Giirgiirbaba 6. ve 21. Populasyonlari)

Gliadin analiz sonuglari: A ve B genomlarina sahip tetraploid bir bugday olan
T. dicoccoides’in 6. populasyonu ile yapilan gliadin elektroforez sonuglarinda
8 6rnekte 4 farkli band deseninin meydana geldigi goézlenmistir (Sekil 3.10.).
Band desenleri arasindaki ana farkliliklar 0 ve B-gliadin bolgelerinde olup
v ve o-gliadin bolgelerindeki farkliliklar daha azdir. w-gliadin boélgesindeki
rastlanan band desenlerinden birincisinde 3 belirgin band, ikincisinde
4 belirgin band varken iigiincii desende 5 belirgin band meveuttur. Bu bandlar
olduk¢a koyu renge sahiptirler ve son iki band kaynagmg durumdadir.
Dérdiincii desenin farki ise bir band1  belirginken digérlerinin agik renkte
olmasidir. Ayrica digerlerinde kaynasmg goriinen ikili band bu desende net
olarak birbirlerinden ayn gozikmektedir. y-gliadin boélgesinde, banci
. yogunluklarindan kaynaklanan farkhliklar oldugu goriilmigtir. B-gliadin
bolgesinde ise 3 farkli desen vardir . w-gliadin bolgesi degisik olan iki tip bu
boélgede ayn: band desenine sahiptir. 3 desen arasindaki degisiklik; bir 6rnekte
72 mobiliteli bandin altinda ince bir band olugmusken, diger iki desende bu
bandin olusmamasidir. Diger iki desen arasindaki farklilik ise; desenlerden

birinde 69 mobiliteli koyu ve kalin bir banddan sonra daha az yogunluga ve
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belirginlige sahip bir band varken, difer desende koyuluklar aym: ve birbirine
daha yakin olan iki band vardir. a-gliadin . bolgesindeki farklilik,
78 mobiliteli bandin oldugu bélgededir. Bir 6mekte bu kisumda ikili bir band
varken diger desende kalinca bir band vardir. Bir 6mekte ise bu ikili band
deseni ikili ve tekli band desenlerinin arasinda gibi goriilmektedir.
Muhtemelen bu band ikili bir bandtir. Ancak bazi 6mekler de bu bant gifti
belirgin olarak ayngmanugtir. .

CEdicoccoides DICO3 (1996) APALH
mi\'l Istah ve Genetik Lab. 08001007

Sekil 3.10. T.dicoccoides 'in 6, populasyonundaki gliadin band desenleri.
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21. populasyondan ele alman 3 o6rnekte de farkli band desenleri
meveuttur (Bkz. 5.37 Sekil 3.2). y-gliadin bolgesinde iki drnekte ince iki gerit
halinde gozlenen bandlar diger 6mekte yoktur ve bu geride sahip iki drnegin
birinde B-gliadin bolgesinde 57 mobiliteli bir band varken, digerinde ise 57 ve

59 mobiliteye sahip ikili bir band vardir.

Her iki populasyonda da 42 nolu bandlara ve 33,3538, tribletine
rastlanmamigtir. Fakat 6. populasyon da tripletin oldugu bolgede farkl
mobilitelere sahip 3°lil kalin bandlar vardir ve 35, 45 nolu bandlarin olugtugu
goriilmiistiir. [ki populasyonda da 59 nolu band vardir.

Her iki populasyonda da populasyon ig¢i varyasyon meveuttur.2l.
populasyonda band desenleri arasindaki kiigiik farkhliklardan dolayr disiik
oranda varyasyon olmasina ragmen, 6. populasyonda oldukga yiiksek
varyasyon vardir. Populasyonlar arasinda da varyasyon mevcuttur. o-gliadin
bolgesinde 21. populasyonda olusan band deseni, 6. populasyondaki band
desenlerinden hig biriyle benzesmemektedir. Ozellikle, w-gliadinlerini
sentezleyen Gli-1  genlerinin meydana getirdigi  band desenlerindeki
farkliliklar, hem populasyon igi hemde populasyonlar arasinda varyasyona

neden olmustur.

3.4.2. Glutenin analiz sonuglari: 1. dicoccoides’in 6. populasyonda
HMW gluten alt iinitesinde 2+ 6+ 9 band deseni ile 2 + 6a + 6 + 9 band
deseninin olugtugu goriilmiistiir. 21. populasyonda ise bu iki farkli band
deseninden baska 2 + 7 band deseni de mevcuttur (Bkz. 5.40, Sekil 3.4.) fakat
2+ 6a + 6 + 9 band deseninde 21. populasyonda 6a ile 6 arasindaki mesafe 6.
populasyonda gozlenen mesafeden biraz daha fazladir. LMW glutenin alt
iinitesinde ise, 6. populasyonda hem LMWG-1 hemde LMWG-2 alt iiniteleri
varken, 21. populasyonda LMWG-1 alt iinitesi olugmugtur.
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HMW gluten alt iinitesinde her iki populasyonda da populasyonlar iginde ve
populasyonlar arasinda varyasyon meveuttur. LMW glutenin alt iinitesinde de
populasyonlar arasinda varyasyon vardir. Fakat populasyon igi varyasyona

sadece 6. populasyonda rastlanmistir.

HMW glutenin alt initesinde rastladigimiz 6 numarali bandin istiinde
yogunlufu az olan ve 6a olarak numaralandirdigimiz banda, incelenen
literatiirlerin hi¢ birinde rastlanmamistir. Muhtemelen bu band, yeni bir

banddir.

Tetraploid bir bugday olan 7. dicoccoides’de, gliadinde gdzlenen varyasyon
derecesi gluteninde gozlenenden ¢ok daha fazladir Bununla birlikte 7
dicoccides' in  her iki populasyonunda yitksek Kkalite isaretleyicileri olan
gliadin 35, 45, ve 59 bandlan ve LMWG-2 glutenin alt imitesi mevcuttur.
Digiik  kalite isaretleyicilerinden ~ LMWG-1 glutenin  alt iinitesine
rastlanmasina ragmen, gliadin 42 bandi ile 33, 35, 38 tripletine higbir
omekte rastlanmamigtir. 7. dicoccoides populasyonlan sahip olduklar zengin
varyasyonlar ve yiiksek kalite isaretleyicileri ile 1slah programlan igin iyi
birer kaynaktir.

Endopeptidaz-1 analiz sonuglar: : Altinci populasyondan alinan 14 dmekte
dort farkh band deseninin olugtugu gorillmiigtiir. Bu band desenlerinin iigiinde
iki band mevcuttur.U¢ band deseni arasindaki farkhlik bandlarin farkh
mobilitede olmalarindan kaynaklanmaktadir, Dérdiincii band deseninin profili
ise; farkli sayida (dort banddan) banddan olusmasindan ileri gelmektedir,
(Sekil 3.11.).

21. populasyonda 4 6rnek iizerinde ¢aligilmig ve #p-/ igin bir banddan olugan
desen meydana geldigi gozlenmistir( Sekil 3.12.).
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Sekil 3.11. G.populasyonda [ip-A1, [p-B1 genlerinin olugturdugu  band
desenleri (1,2,3,4). S: Bezostaya-1

21. populasyonda varyasyon olmamasina kargilik 6. populasyonda varyasyon
orani gok yiiksektir. Iki populasyon arasinda band desenleri bakimindan higbir

benzerlik yoktur. Populasyonlar arasindaki varyasyon oldukga yiiksektir.

Sekil 3.12. 7. dicoccoides’in 6. ve 21. populasyonlarinda Ep-Al ve  Ep-Bl

genlerinin olugturdugu band desenleri.
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Aminopeptidaz-1 analiz sonuglari: T. dicoccoides’in iki populasyonunda da
ayn1 band deseninin oldugu goriilmiistir. Bu band deseni de bir banddan
meydana gelmektedir. :Bu nedenle ne populasyonlar i¢i ne de populasyonlar

arasi varyasyon mevcuttur.

Aminopeptidaz-2  analiz - sonuglari: Her iki populasyonda Amp-2 izoenzimi
igin yapilan analizlerde, 3 bandli bir desenin meydana geldigi ve tiim

srneklerde bu band deseninin olustugu goriilmiigtiir.

Amp-1I’de oldugu gibi Amp-2 agisindan iki 7. dicoccoides populasyonunda,
populasyon igi ve populasyonlar arasi varyasyon yoktur.

Izoenzimlerden Ep-/ izoenziminde, hem populasyon i¢i hem de
populasyonlar arasinda gozlenen zengin varyasyona ragmen, Amp-1 ve

Amp-2 1zoenzimleri bakimindan varyasyona rastlanmamistir.



4. SONUC VE ONERILER

Genetik varyasyonlar, bitki 1slahinin temelini olugturmaktadir. Varyasyon ne
kadar genis olursa, istenilen 6zelliklerin elde edilmesi de o oranda kolay
olacaktir. Yabani tiirler de, sahip olduklar1 gen havuzlan ile bu konudaki en 1yi
kaynag: teskil etmektedir (Nevo, 1983).

Bu calismada; yabani bugday tiirlerinde biyokimyasal yapilar incelenerek
populasyon i¢i ve populasyonlar arasi varyasyonlarin tesbit edilmesi

amaglanmigtir. Yapilan analizlerden elde edilen sonuglar, asagida verilmigtir.

Ae. squarrosa’min’ 7. populasyonunda; HMW giutenin alt initeleri dlsmdé
tiim sistemlerde, populasyon i¢i varyasyon mevcuttur. 8. populasyonda ise;
gliadin ve izoeﬁzimlerde pbpulasyon i¢i varyasyon varken, gluteninin her iki
alt iinitesinde de varyasyon mevcut degildir. Populasyonlar arasinda ise; Ep-1/
ve HMW glutenin alt iiniteleri harig, diger sistemlerde populasyonlar arasi
varyasyon vardir. 8. populasyonda gozlenen varyasyon zenginligi,
7. populasyonda gozlenenden daha fazladir.

Ae. speltoides spel. populasyonlarmda;  gliadin, glutenin, ve Amp-2
sistemleri bakimindan populasyon igi ve populasyonlar arasinda varyasyon
varken, Ep-1 baklmmdah sadece populasyon igi varyasyon vardwr. Amp-1
izoenzimi igin ise populasyoﬁlér i¢i ve arasinda bir varyasyon tesbit
edilmemistir. 4. -populasyonda gbzlenén' populasyon 1ig¢i varyasyon,
3. populasyonda goézlenen varyasyona goére daha zengindir.

Ae. speltoides lig. 5. ve 10. populasyonlarinda, gliadin ve glutenin agisindan
populasyon igi ve arasinda zengin varyasyon vardir. | Ep-1 igin sadece

populasyon igi varyasyon mevcuttur. Amp-1 bakimindan ise; 10. populasyonda
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varyasyona rastlamrken 5. populasyonda varyasyon yoktur. 10.
populasyondaki varyasyon 5. populasyonda gozlenen varyasyondan daha
genistir. :

T. dicoccoides’e ait 6 populasyonunda ve poptilasyonlar arasinda, Amp-1
ve Amp-2 sistemleri digindaki tilm sistemlerde varyasyon vardur.
21. populasyonda ise; gliadinde ve HMW glutenin alt iinitesinde varyasyon
varken Ep-I ve LMW glutenin alt iinitesinde bir varyasyona
rast‘lanmamlsm'. Bu nedenle; 6. populasyondaki varyasyon, 21. populasyonda
g6zlenenden ¢ok daha genigtir.

Ae. squarrosa ve T. dicoccoides populasyonlarinda; ekmek yapim
kalitesinde yiiksek kalite igaretleyici olarak kullanilan gliadin 35, 59 ile
gliadin 45 (7. dicoccoides’de goriildii) bandlarinin ve LMWG-2 glutenin alt
tinitesinin oldugu gbrﬁlrhﬁstﬁr. Bu tiirler, killtiir formlarinda ekmek yapim
kalitesini arttrmak igin kullamilabilir.

Sonug olarak; geﬁelde ele alinan populasyonlarda varyasyon oldugu tesbit
edilmigtir. Birgok aragtrmaci da yapmis olduklan protein ve izoenzim
analizlerinde, gerek kiiltiir formlarinda gerckse yabani formlarda protein ve
izoenzimler agisindan varyasyonun oldugunu rapor etmiglerdir.

Aegilops tiirlerinde a-amilaz izoenzimi ile yapilan elektroforetik analizlerde,
tirler arasinda ve tirler iginde varyasyonun oldugu Kudo et al.(1973)
tarafindan bildirilmistir. 25 Aegilops tiirinde poliakrilamit jelde asit fosfataz
izoenzimindeki tiir i¢i varyasyonu belirlemek amactyla elektroforetik analizler
yapan Nakai ve Tsuji (1984) 5 tiirde varyasyonlarin oldugunu tesbit etmistir.
Bu galismada da Aegilops tiirleri igin endopeptidaz-1, aminopeptidaz-1 ve
2’de yapilan analizlerde paralel sonuglar elde edilmistir.
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Nakai’de (1973) esteraz ve asit fosfataz izoenzimleri ile yapti1 analizlerde;
esteraz izoenzimi agisindan tetraploid tiirlerde gozlenen varyasyonun, diploid
tirrlerde gézlcﬁene nazaran daha fazla oldugunu; fakat Ae. speltoides ve Ae.
sharonensis ~ diploidlerinde, olduk¢a yilksek varyasyona rastladigim
belirtmigtir. Asit fosfataz igin ise; en yiiksek vﬁryasyonun Ae. speltoides
tiriinde olduunu goézlemigtir. Bu  arastirmada da Ep-1 izoenzimi
bakimindan en Qdk varyasyona, tetraploid 7. a’icoc'*c‘oides tiiriinde rastlanirken,
aminopeptidaz-1 ve 2 agisindan varyasyona rastlanamamistir. Diploidlerde ise
varyasyon orant bu izoenzimler igin oldukga yiiksektir.

o~amilaz ile yapilan diger bir galiymada da yabani tiirlerdeki varyasyonun
kiiltiir tirlerindeki varyasyona oranla daha yiiksek oldugu ve en yiiksek
varyasyonun Kuzey Irak ve Tiirkiye’den toplanan tiirlerde oldugu rapor
edilmigtir (Nishikawa et al., 1975). Furuta et al.’de (1983) Triticum ve
Aegilops tiirlerinde B-ﬁmilaz ile yaptiklan analizlerde, yabanilerdeki
varyasyonun kiiltiir tiirlerine oranla daha fazla oldufunu bildirmislerdir.
Yabanilerdeki bu varyasyon, islah ¢aligmalar igin oldukga elverigli bir kaynak
teskil etmektedir. Bu galigmada ise sadece yabani tiirler kullamldig igin bir
kargilastirma yapllz{mam1$nf. Fakat yabanilerde rastlanan varyasyon derecesi
oldukga yiiksektir. |

fran, Afganistan ve Pakistan’dan toplanan Ae. squarrosa’da o-amilaz
izoenziminin 7 farkli band deseni olusturdugu goézlenmigtir (Nishikawa et
al., 1980). Bu g¢aligmada kullanilan ve Tiirkiye® de yetisen Ae. squarrosa
tiriinde ise; ¢alisilan ii¢ izoenzimde de 3 farkli desenin meydana geldigi

gorillmistiir.

Nakai (1983), Anadolu’dan topladi§1 yabani bugdaylarda esteraz izoenzimi
igin yaptiklant elektroforetik analizlerde; diploid tiirlerde varyasyona



57

1

rastlamazken, tetraploidlerde 7 farkli desen tesbit etmistir. Yapilan bu
aragtirmada ise; ¢alisilan ii¢ izoenzimde de diploidler igin varyasyona
rastlanmigtir. 7. dicoccoidés’de sadece endopeptidaz igin varyasyon
gézlennﬁsﬁr. Calisilan enzimlerin farkli olmasindan dolayi, degisik netice elde
edilmis olabilir. Bu nedenle aragtirmalarin hep aymi izoenzimlerle yapilmasi
yerine farkli izoenzimlerin kullamlmasi, degisik verilerin elde edilmesi
agisindan yararh olabilir. Boylece farkh kromozomlarin farkl lokuslari test

edilmis olacaktir.

I. dicoccoides’e ait 11 populasyonda, HMW g]ﬁten alt initelerinde Glu-Al
ve Glu-Bl lokuslan agisindan oldukga zengin varyasyonun mevcut oldugu,
fakat varyasyonun bazi populasyonlarla siirh kaldign Nevo and Payne’nin
(1987) yapmusg oldugu aragtirmada ortaya konmustur. Bu arastirmada da
sadece iki populasyon analiz edilmis ve bir populasyonda varyasyon

gozlenirken digerinde bir farkliliga rastlanmamstir.

Lagudah and Halloran (1988), gliadin ve glutenin HMW alt iinitelerinde
yaptiklan1 analizlerde; 7. tauschii (Ae. squarrosa) ve 1. aestivum’un
D genomu arasindaki farkliliklart ortaya koymuslardir. 7. tauschii’de gozlenen
polimorfizm derecesini Glu-1 < Gli-2 < Gli-1 olarak siralamiglardir. Bu
calismada Ae. squarrosa ile yapilan gliadin ve glutenin elektroforez
sonuglarinda da en ¢ok varyasyona Gli-1’' de rastlanmigtir. Fakat HMW
gluten alt iinitesinde analiz edilen iki populasyonda da varyasyona

rastlanmamustir.

T. tauschii’de William et al. (1993) tarafindan yapilan diger bir aragtirmada
da HMW gluten alt - iinitelerinde ve gliadinde genis gesitlilige rastlanmstir.
Caligtiklant izoenzimlerden esteraz ve [-amilazda varyasyon oldugunu,

glukoz-fosfatazda ise; herhangi bir varyasyonun oimadlglnl bildirmiglerdir. Bu
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aragtirmada da gliadindeki zengin varyasyonlara ragmen, HMW gluten alt
iinitesinde varyasyona rastlanmamigtir. izoenzimlerde .ise;  ¢ahgilan g

izoenzimde de varyasyona rastlanmigtir.

Kiiltiir formlarinda rastlanan genetik erozyonun éniine gegmek ve daha verimli
tirler olusturmak igin, yabani tiirlerde mevcut olan bu zengin varyasyon
kullanilabilir. Boylece yiiksek verimli, kaliteli, hastaliklara, soguBa, kuraga

ve boceklere dayanikli gesitler gelistirilebilir.

Bu amagla gergeklestirilen Tarimsal Aragtirmalar Genel Midiirlagii tarafindan
yiiriitiilen “Gen Kaynaklarimin Yerinde Korunmasi Projesi” kapsaminda
“Bugday Gen Kaynaklarinin Yerinde Korunmas: Caligmasi” Diinya’daki ilk
pilot ¢alismadir. Bu qailsma sonucunda Ceylanpinar Tanm Isletmesinde
onceden belirlenen ve koruma altina alimmast diigiinillen yerlerden toplanan
ornekler varyasyon bakimindan degerlendirilmis, elde edilen bulgular 151ginda
Gokgayir, Saraggesme ve Giirgiirbaba lokasyénlanmn koruma altina alinmasi
gnerilmistir. ' |

Bu sonuglar proje kapsaminda Ceylanpinar Tarim Igletmelerinde yiiriitiilen
“Bugday Gen Kaynaklarmin Yoénetim Alanlan” min  belirlenmesinde
kullanilacaktir. Bu lokasyonlarda belirlenen varyasyonun islah ¢aligmalarinda

kullanilir hale getirilmesi igin gerekli ¢aligmalar yapilmalidir.
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EKLER
CALISMADA KULLANILAN KiMYASALLARIN LISTESI

N,N - dimethyle formamide (C3HINO) (Sigma D-4254)
Aluminium lactate (C9H415A]O9) . (Fluka 69812)

Lactik acid (C3He03) (Merck K 22331466)
Coomassie brillant blue R-250 (C45H44N30752Na) (Sigma B-0149)
Trichloroacetic acid TCA (C2HCI302) ( Sigma ultra T-9159)
Ethanol (C2H50H) (Merck K 21999371 526)
Acrylamide (C3HsSNO) (Sigma A-9099)

N.N- methylene bisacrylamide (C7TH10N202) (Sigma M-2022)
L-Ascorbic acid (C Vitamini) (CéH706Na) (Sigma A- 0278)

Demir siilfat (FeSO4. 7H20) | (Sigma F- 8263)
Hidrojen peroksit (H202) (Sigma- 5881)
Trizma-Base (Tris) (C4H11NO3) : (Bio-Rad 161-0716)
Hidrochloric acid (HCI). (Merck 2500 23226314 632)
Glycine (C2H5NO2) (Sigma G-88-98)

Sodium dodecyl sulfate (SDS) (C12H2504SNa)  (Merck 822052)
(Lauryl Sulfate Sodium Salt)

Pyronin Y (C17H19N20CI) (Sigma P-2345)
Glycerol (C3HsO3) (Sigma G-5516)
2- mercaptoethanol (C2Hs0S) (Merck 805740)
Ammonium per sulfate (APS) ((NH4)25202) (Sigma A-3678)
Tetra methylethylene di amide(TEMED)(CsH16N2) (Sigma T-9281)
1- butanol (C4H100) (Sigma BT-105)
Trizma maleate (C4H11NO3-C4H404) (Sigma T-3128)
Sodyum Hidroksit (NaOH) " (Sigma S-5881)

Fast Black K salt (C14H12N504.1/2 ZnCi4) (Sigma F-7253)



Na Benzoyl -DL-Arginine § Naphthylamide
(C23H25N502.HCI) ’

Leucine B Naphthylamide (C16H20N20)
Lysine B Naphthylamide (C16H22N30.HCO3)
Acetic acid (HOAC)

1,1,1-Trichloro-ethane (C2H5CI3)

Chloroform (CHCI3)

Dimethyl dichlorosilane solisyonu

Methyl green (C27H3sN3BrCl ZnCL2)

Sucrose (C12H22011)

"66

(Sigma B- 4750)

(Sigma L- 1635)
(Sigma L- 6259)
(Merck 2500 K 20990956 426)
(Sigma T- 4678)
(Sigma C- 2432)

. (Apligene Cat. 130371)

(Sigma M- 8884)
(Sigma S- 2395)
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