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BAZI BUGDAY TESCILLI CESIT VE ILERI HATLARININ
BiYOKIMYASAL MARKORLER ILE TANIMLANMASI
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OZ: Makarnalik bugday genotiplerinin farkhiliklarimn tanimlanmast amaciyla yapilan bu
arastirmada glutenin proteini molekiiler markor olarak kullanilmigtir. CIMMYT 'ten saglanan toplam 18
makarnalik bugday genotipinin sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) teknigi
ile glutenin bantlart elde edilmistir. Calismamizda elde edilen sonuglara gére, materyali olusturan
genotiplerin tamami kendilerine 6zgii glutenin bant desenleri olugturmuslardwr. Calismada kullanilan
makarnalik bugday genotiplerinin (bugday cesit ve ileri hatlari) birbirlerinden olduk¢a farkli glutenin
bant desenleri olusturdugu goriilmektedir. Literatiir bildiriglerine gére glutenin bant desenleri ile bugday
islah programlarinda yer alan hatlarin ve ¢esitlerin tammlamalar: yapilabilmektedir. Ancak ayni pedigri
grubunda yer alan genotiplere ait glutenin bant desenleri incelendiginde bunlarin genotiplerde mevcut
olan benzerligi ortaya koyamadigi goézlenmistir.

Anahtar Sozciikler: Poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE), glutenin, bugday, biyokimyasal markor,
sodyum dodesil siilfat.

IDENTIFICATION OF SOME WHEAT COMMERCIAL
VARIETIES AND ADVANCED LINES BY
BIOCHEMICAL MARKERS

ABSTRACT: The objective of this study was to identify durum wheat genotypes by using
glutenin protein as a molecular marker. Glutenin banding patterns of 18 durum wheat genotypes from
CIMMYT collections were obtained by using the SDS-PAGE technique. Evaluation of these glutenin
banding patterns showed that these genotypes were totaly different from each other and variation among
genotypes could be expressed by these patterns. According to the results, it is clear that wheat lines and
varieties of breeding programs could be identified with glutenin banding patterns. However, no
similarity was observed in the banding patterns of the genotypes in the same pedigree groups.

Keywords: Polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE), glutenin, wheat, biochemical marker, sodium
dodecyl sulfate.



ANADOLU 11 (2) 2001

GIRIS

Bugday yilda 500 milyon tonluk firetimi ile tiim diinya iilkeleri i¢in biiyiik
onem tastyan bir tahildir. Tiirkiye ise kisi bagina bugday tiikketiminin en yiiksek oldugu
iilkelerden biridir ve Tiirk tiiketicisi protein ve kalori ihtiyacinin yarisint bugdaydan
karsilamaktadir (Brush, 1995).

Bugdayin kalite Ozelliklerinin belirlenmesinde  depo proteinleri 6nem
tagimaktadir. Proteinlerdeki aminoasit dizilis sirast DNA'daki baz dizilis sirasina
dogrudan bagl bulunmaktadir. Bu nedenle proteinler genetik yapinin direkt olarak
ifade edildigi makro molekiiller olup kalitsal karakterlerin incelenmelerinde
kullanilmalar1 miimkiindiir. Proteinlerin bu 6zelliklerinden yararlanabilmek icin 6zel
teknikler gelistirilmistir. Bu tekniklerden birisi de elektroforezdir. Elektroforez
teknigi ile bugday genotiplerine 6zgii protein bantlart elde edilmis ve bazi spesifik
protein bantlar1 ile bugday kalite kriterleri arasinda bir iligki kurulmustur. Bu
iliskilerden yararlanarak bugday 1slah programlarinda kalite acisindan genetik
potansiyeli yiiksek cesitler gelistirilmistir. Makarnalik bugdaylarla yapilan
calismalarda gliadin 42 ya da gliadin 45'e bagh gliadin komponentlerinin, hamurun
giicliyle iligkili oldugu ortaya ¢ikmustir (Kosmolak ve ark.1980). Otuz bir bugday
varyetesine SDS-PAGE uygulamasi ile elde edilen gliadin ve yiiksek molekiiler
agirlikli (YMA) glutenin alt birimlerinin degerlendirilmesi ile ekmeklik kalitesi
yiiksek, 1slaha uygun varyeteler se¢ilmistir (Cerny ve ark. 1989).

Proteinler, morfolojik iliskilere gére gen homolojisinin direkt bir 6lgiisii
olabilirler. Tiir iginde mutasyona ugramig gen frekansi arttikga proteinlerin yiik ve
mobiliteleri de degisebilir. Poliploid genomlar dondr tiirlerinden direkt olarak
aktarildiklar1 ig¢in protein spektrumlari genom dondrlerini ortaya koyacaktir.
Tritikale'nin ¢avdar ve bugday ile yapilan karsilastirmalar1 amphidiploidlerin ebeveyn
proteinlerin toplam spektrumlarindan olusan bir elektroforetik spektrum tasidigini
gostermistir (Johnson, 1972).

Elektroforez yontemi ile elde edilen protein bantlar1 genotiplere 6zgii oldugu
icin genotipler arasindaki varyasyonun ortaya konmasi agisindan da Onem
tasimaktadir. Protein elektroforezi kullanilarak cins ve tilirler arasindaki genetik
yakinlig1 ortaya koymak amactyla yapilan ilk ¢alismalar Johnson ve Hall, (1965)
tarafindan gerceklestirilmistir.

Gliadin SDS-PAGE uygulamalar1 disinda depo proteinlerine ya da total
proteine degisik elektroforez yontem uygulamalar1 da basarili sonuglar vermistir. Bu
caligmalar ile bugday varyeteleri arasinda glutenin alt birimleri kompozisyonu
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bakimindan kesin farkliliklar oldugu ortaya konmustur (Elton ve ark., 1966; Huebner,
1970).

Glutenin alt birimlerinin nisasta jel elektroforezi (SGE) acilimi net olmayip
izolasyonlar1 zordur. SDS-PAGE uygulamasi, glutenin alt birimlerinin daha kolay
karakterize olmasim1 saglamaktadir (Bietz ve ark., 1972). Benzer calismalarla
bugdayda en az 20 farkli YMA glutenin alt birimi tesbit edilmistir (Lawrence ve ark.,
1980).

Bugday proteinleri ile ilgili yiiriitillen ¢caligmalarin ¢ogu kiiltiir bugdaylarinda
yapilmigtir. Bugday depo proteinlerinden monomerik gliadinler diisik pH 'da
elektroforetik mobiliteleri esas alinarak o, B, % ve ¢ gliadinler olarak; polimer olan
gliiteninler ise molekiiler agirliklarina géore YMA (yliksek molekiiler agirlikli) glutenin
ve DMA (diisiik molekiiler agirlikli) gluteninler olarak ayrilirlar.

Triticum aestivum'da YMA glutenin proteinini kodlayan genler Glu Al, Glu
B1 ve Glu D1 olup 1A, 1B ve 1D kromozomlarinin uzun kollar1 iizerinde lokalize
olmugslardir. Her ii¢ lokusta oldukga fazla allelik varyasyon tespit edilmistir (Payne ve
ark., 1983).

Biyokimyasal markérler ile bugday ve tritikale genotipleri tanimlanmis, bu
amacla da en uygun -eclektroforetik yontemin arastirilmistir. Bu ¢aligmada
Elektroforetik yontemlerden isoelektrik fokuslama (iEF), PAGE, SDS-PAGE
kiyaslanmistir. PAGE (Glisin - Asetik asit) yontemi bugdaylarda en iyi sonucu
vermistir. En ideal polyakrilamid monomer konsantrasyonu % 6,5 olmustur. PAGE ve
SDS-PAGE yontemleri tritikalede en iyi sonucu vermistir (Van de Weghe, 1991)
Bugday depo proteinlerinden gliadinlere PAGE uygulanmasi ile Pakistan ve
Tiirkiye'de kiiltiiri yapilan bazi varyetelerin tanimlamalar1 yapilmistir (Chaudhry,
1992).

Cok sayida arastirici yabani bugdaylarda gliadin ve YMA glutenin alt
birimlerini arastirmistir (Waines ve ark., 1987; Ciaffi ve ark., 1992; Metakovsky ve
ark., 1992). Bunlarin arasinda en kapsamli ¢aligma 545 6rnegin analizini ig¢erenidir.
Bu proje kapsaminda incelenen yabani bugdaylarda gliadin ve YMA alt birimleri
bakimindan genis bir varyasyon goriilmektedir ve gozlenen varyasyonun orijinden
kaynaklandigini gézlemek miimkiindiir (Ciaffi ve ark., 1992). Ciaffi ve ark., tarafindan
(1993 a, b) Tiirkiye ve Urdiin'den toplanan T. dicoccoides drnekleri ile yapilan bir
calismada Tiirkiye ve Urdiin populasyonlar: arasinda Glu-Al, Glu-B1, Gli-B1/Glu-
B3 lokuslar1 bakimindan genetik farklilik %3 olarak bulunmustur. Bu caligmada
dikkati ¢eken yiiksek yerlerden toplanan orneklerde populasyonlar arasi genetik



ANADOLU 11 (2) 2001

farkliligin fazla oldugunun ortaya konmasidir. Bu sonuclar tohum depo proteinde
mevcut genetik farkliligin olusumunda gé¢ ve genetik driftin 6nemli bir roli
olmadigin1 gostermektedir. Burada yiiksekligin etkisi yagis, sicaklik ve radyasyon gibi
parametrelerin integrasyonu olarak yorumlanmustir.

Lafiandra ve ark., (1989) tohum depo proteinlerinin genetik marker olarak
gen bankalarinda korunan germplasmlarin degerlendirilmesinde kullanilabilecegini
vurgulamiglardir. Ancak depo proteinlerinde mevcut polimorfizm kalitsal olarak
dollere aktarilabiliyorsa bu durum dogal populasyonlarda daha fazla 6zelligin ortaya
¢tkmasint ve bunlardan islah amaciyla yararlanilmasini saglar. 7. dicoccoides ile
yapilan bir calismada tohum depo proteinlerinin adaptasyon yetenekleri incelenmistir.
YMA glutenin alt birimlerinde mevcut varyasyonun bir kisminin fiziksel (iklim,
toprak) ve canli (vejetasyon) degiskenlerden kaynaklandigi ortaya konmustur (Nevo
ve ark., 1987). Benzer olarak bazi T. dicoccoides populasyonlarinda YMA glutenin alt
birimlerinde mevcut olan varyasyonun bu tiiriin farkli habitatlarinda goriildiigii
aciklanmustir (Levy ve ark., 1988).

Tohum depo proteinleri elektroforez ile kolayca ortaya konabilmeleri yiiksek
oranda polimorfik olmalari, genetik kontroliiniin basitligi, allellerin kodominantligt
nedeniyle verdikleri desenlerden kolayca belirlenebilmeleri gibi avantajlar
tasimaktadirlar. Depo proteinlerinde mevcut yiiksek polimorfizm genotiplerin ¢evre
ile iligkili olarak daha detayli tanimlanmasini saglamaktadir. Tek dezavantajlar1 bu
proteinleri kodlayan genlerin sinirli sayida lokusta yer almasi yani bir genomun ¢ok az
bir kismin1 kapsamasidir. Progenitorlerin arastirildigi daha kapsamli calismalarda ¢ok
sayida lokus tarafindan idare edilen enzim markerleri ile birlikte
kullanilabilmektedirler (Nevo ve ark., 1989).

Bugday depo proteinlerinin evrimsel gelisimin arastirildigi ¢alismalarda
kullanilabilecegi ileri siiriilmiis ve bu calismalarda Ae. longissima ve Ae. searsii’nin
kiiltirti yapilan poliploit bugdaylarda B genom dondrii olabilecegi ortaya c¢ikmugtir
(Lafiandra ve ark., 1989). Bugdayda ¢ok sayida DNA markeri ile calisgtlmistir. Cok
yogun olarak kullanilan bir diger yontem ise restriksiyon fragmenti uzunluk
polimorfizmi (RFLP)'dir. Kiiltiiri yapilan bugdaylarda yiiriitiilen bir RFLP calismast
bunlarda mevcut polimorfizm seviyesinin olduk¢a diisik oldugunu (%20-30)
gostermistir. Mikrosatellite, ¢ogaltilmis fragmentlerde uzunluk polimorfizmi (AFLP)
gibi yeni teknikler ile bugdayda polimorfizm aragtirmalar stirdiiriilmektedir (Labhilili
ve ark., 1997).

Glutenin ile ilgili caligmalarda PCR uygulamalarina da yer verilmistir. Suriye
ve Tiirkiye'den toplanan toplam 11 7. dicoccoides populasyonu, PCR teknigi ile
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cogaltilmig DMA glutenin gen sekanslart ile degerlendirmistir. Bu ¢aligmanin
sonucunda 11 populasyon 8 farkli DMA paterni vermistir. Ayni populasyonlarda
YMA glutenin gen sekanslari arastirilmistir. PCR ile ¢ogaltilan materyal Southern
Blot Teknigi ile naylon filtreye transfer edilmis, onu takiben DMA glutenin i¢in 6zel
bir “probe” kullanilarak esleme (hibridizasyon) yapilmigtir. Burada 11 populasyonda
4 farkli YMA kalib1 gozlenmistir. Bu ¢alismanin sonucunda da genetik kdkeni yakin
olan populasyonlarda ayni aralik ve sayida bant gézlemlenirken populasyonlar arasi
farklilik farkli agirlikta ekstra bir bant olarak gozlenmistir (Pogna ve ark., 1988;
Pogna ve ark., 1990).

Bu calismada SDS-PAGE (sodyumdodesil siilfat poliakrilamid jel
elektroforezi) teknigi ile toplam 16 makarnalik ve 1 ekmeklik bugday genotipine ait
glutenin bantlar1 elde edilmis ve bu genotiplerin farkliliklarinin belirlenmesi amacryla
glutenin proteinin molekiiler markdr olarak kullanilma durumu aragtirtlmistir.

MATERYAL VE METOT

Calisma 1996-1997 yilarmmda Ege Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri
Boliimii, Molekiiler Biyoloji laboratuvarinda yiiriitiilmiistiir.

MATERYAL

Caligmada materyal olarak CIMMYT’ten saglanan 16 makarnalik ¢esit ve
ileri hat ile 1 ekmeklik bugday c¢esidinden olusan toplam 17 adet genotip
degerlendirilmistir. Materyalin pedigrileri Cizelge 1°de verilmistir.

METOT
Glutenin bantlarinin SDS-PAGE yoéntemi ile elde edilmesi
Glutenin ekstraksiyonu

Glutenin proteinlerinin ekstraksiyonu i¢in NG ve Bushuk (1987) tarafindan
gelistirilmis SDS-PAGE yo6ntemi modifiye edilerek uygulanmistir.

Un haline getirilmis bugday tohumlarindan 0,5 g'lik 6rnekler 10 ml hekzan
ile 10 dakika karistirilmis sonra diisiik devirde (1000 rpm) 1 dakika santrifiij
edilmistir. Santrifiijden sonra tiipiin iist faz1 atilmus, tiipiin dibine ¢dken alt faz1 oda
sicakliginda kurutularak hekzan tamamen ugurulmustur. Bu islemin amaci 6rnekten
yag1 uzaklagtirmaktir.
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Kurutulmug 6rneklerin tizerine 1 M NaCl ¢ozeltisinden 10 ml eklenerek 15
dakika karigtirilmig, bu islemi takiben diisiik devirde (1000 rpm) 1 dakika santrifiij
edilmistir. Ust faz uzaklastirildiktan sonra alt faz alinnus, iizerine asagida formiilii
verilen ekstraksiyon tamponundan 10 ml konularak 40 °C’de 20 dakika karistirtlmustir.
8000 rpm'de 2 dakika santrifiij edilen bu karisim santrifiij sonrasi glutenin
ekstraksiyonu ve nisasta olarak ikiye ayrilmis olur. Tiipiin iist fazin1 glutenin
ekstraksiyonu, alt fazini ise nigasta olusturmaktadir.

Cizelge 1. Calismada kullanilan bugday cesit ve ileri hatlari.
Table 1. Wheat varieties and advanced lines used in the study.

Cesit no Pedigri (Pedigree)
Variety no
2 CUMPAS (Ekmeklik Bugday — BW)
4 MEXICALI=MEXI75
5 YAVAROS79=YAV79 (CM9799)
6 ALTARS4 (CD2344)
7 ACONCHIg9
8 RYPS-1 (CD58226-3M-2Y-6M-1Y-2M-0Y)
9 RYPS-3 (CD58226-9M-2Y-8M-1Y-1M-1Y-0M)
10 MARECA-2 (CD56986-1Y-9B-1Y-4M-1Y-0M)
11 SILVER-15 (CD66589-D-1M-2Y-4M-1Y-0M)
12 CHEN/ALTARS4 (CD57005-1Y-5B-4Y-1M-0Y)
13 AJAIA-11 (CD58238-6Y-1M-3Y-3M-1Y-0 M)
15 ALTARS84/ALD (CD68153-16Y-2M-2Y-0M)
16 FINFOOT-5 (CD56985-5Y-7TM-2Y-1M-2Y-0M)
17 BR180/3/DK60.120/LDS//64.210/4/BERK/5/HUI/6/ALG86/
RU (CD62077-E-2Y-2M-1Y-2B-1Y-0B)
18 DUKEM-15 (CD68653-C-3Y-1B-1Y-0B)
19 61.130/414.44//VLNV/3/SWAN (CD56744-5Y-3Y-2B-1Y-0B)
20 HUI/CIT71/CII (CD64242-3M-1Y-3M-1Y-0M)

Her bir 6rnege ait glutenin ekstraksiyonundan 100 pl tiiplere alinmis, 90
sn'lik sicak su banyosunu takiben buzlukta 1-2 dakika bekletilerek yiiklemeye hazir
hale getirilmistir.

Ekstraksivon tamponunun formiilii

1 molar 6 ml Tris (pH 8)
30 ml % 10'luk SDS
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5 ml 2-ME

10 ml Gliserol
0,01 g pyronin
Destile su

Bir miktar destile su ilave edilerek soliisyonun pH'st 6,8'e ayarlanmig sonra
soliisyon destile su ile 100 ml 'e tamamlanmustir

Polyakrilamid jelin olusturulmasi

1. Monomer ¢ozelti (%30 T, %2,7 Bis)
Akrilamid 58,4 ¢
Bisakrilamid 1,6 g
Distile su ile 200 ml' ye tamamlanmis ve buzdolabinda saklanmistir.

2. Alt jel tamponu (1,5 M Tris-HCI, pH 8,8)

Tris 363 ¢g
HCI ile pH 8,8'e ayarlanmus, distile su ile 200 ml' ye tamamlanmistir.

3. Ust jel tamponu (0,5 M Tris-HCI , pH 6,8)

Tris 3g
HCI ile PH 6,8'e ayarlanmis, destile su ile 50 ml'e tamamlanmustir.

4. % 10 SDS

SDS 50g
Destile su ile 500 ml' ye tamamlanmustir.

5. APS (%10 Amonyum persiilfat)

0,5 g APS destile su ile 5 ml' ye tamamlanmigtir. Kullanimdan hemen 6nce
hazirlanmstir.

Cizelge 2. Polyakrilamid jelin olusturulmasi i¢in kullanilan ¢ozeltiler.
Table 2. Necessary solutions for polyacrylamide gel formation.

Cozeltiler Alt jel Ust jel
Solutions Lower gel Upper gel
Monomer ¢ozeltisi 6,6 ml 1,33 ml
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Alt jel tamponu 5 ml -

Ust jel tamponu - 2,5 ml
% 10 SDS - -

APS 100 pl 50 ul
Temed 6,6 ul 5ul

Alt jel igin gerekli ¢ozeltiler Cizelge 2'de verilen oranlarda erlene konduktan
sonra vakumlanmigtir. Yiklemeden hemen oOnce APS ve Temed -eklenerek
karistirilmis ve elektroforez aletinin iki cam plakasi arasina bir enjektoér yardimu ile
aktarilmistir. Polimerasyonu saglamak icin n-Biitanol (suya doymus n-Biitanol)
eklenmis, polimerasyon saglandiktan sonra atilmigtir

Alt jelin polimerasyonundan sonra Cizelge 2'de verilen oranlarda {ist jel
hazirlanip benzer sekilde aktarilmistir. Aktarma islemini takiben &rneklerin

yiiklenecegi tarak yerlestirilmis ve {ist jelin polimerasyonu saglanmistir.

Orneklerin jele viiklenmesi ve SDS-PAGE elektroforezi

Calismada Hoefer Scientific Instruments, SE 400 marka dikey bir
elektroforez aleti kullanilmugtir.

Orneklerin yiiklenmesinden énce gozlerde kalan hava kabarciklarmi dnlemek
amaciyla jel gozleri elektrot tamponu ile yikanmis sonra her 6rnekten 100 pl alinarak
gozlere yiiklenmistir. SDS-PAGE elektroforezine baslamadan once formiilasyonu
asagida verilen elektrot tamponundan 400 ml hazirlanmis, alt tampon tankina 200 ml
list tampon tankina da 200 ml elektrot tamponu konmustur.

Elektrot tamponu(1x)

(0,025 M Tris, 0,192 M Glisin, %1 SDS, pH 8,3)
2 g Tris

57,6 g Glisin

%10 SDS 40 ml

Bu karisim destile su ile 4 It'ye tamamlanmigtir. Elektroforez siiresince 50
mA sabit akim kullanilmistir. Baslangi¢ voltaji 150 V bitis voltaji 300 V olmustur. Bu
kosullar altinda elektroforez pyronine bant1 jelin sonuna ulasana kadar devam etmistir.
Bu siire yaklagik olarak 3-4 saattir.
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Jellerin boyanmasi ve yikanmasi

Elektroforez iglemi tamamlandiktan sonra jeller boyama kabina alinmistir.
Jelleri boyamak amaciyla iki tip boya ¢ozeltisi kullanilmistir.
a. Coomassie Blue cozeltisi (Anonymous, 1995).

0,5 g Coomassie Blue R-250
800 ml Methanol
145 ml Asetik asit

Coomassie Blue ile boyanan jeller yaklagik 8 saat kadar destain
soliisyonunda bekletilmistir. Destain soliisyonu ile yapilan yikamadan sonra bantlar
gOriiliir hale gelmistir.

b. Nigrosin ¢ozeltisi (Smithies, 1955)

0,5 g Nigrosin

175 ml Methanol
65 ml Asetik asit
260 ml Distile su

Jeller Nigrosin i¢inde sadece 5 dakika bekletilmistir.Nigrosin c¢ozeltisi
bosaltildiktan sonra jeller destain sollisyonuna alinmis ve bir gece burada
bekletilmistir.Bu islemden sonra bantlar elde edilmistir.

Jellerin degerlendirilmesi
Jeller bir cam plaka iizerine yerlestirildikten sonra plakanin altindan verilen

bir 151k yardimi ile 6rneklere ait bant desenleri olusturulmus ve bantlarin rolatif
mobiliteleri hesaplanmustir.

Bantlarin yorumlanmasinda ele alinan kriterler;

a. Orneklere ait bant sayilar
b. Bantlarin rélatif mobiliteleri (Rf degerleri)
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Rf = Bandin orijinden uzaklig/indikatér boyanin (pyronine) orijinden
uzaklig1

BULGULAR
Calismada ele alinan genotiplere ait glutenin bantlar1 Sekil 1°de verilmistir.
Bant sayilar1 genel olarak degerlendirildiginde; genotipler 16-27 arasinda
degisen sayida bant vermis olup, timii kendilerine 6zgii bant desenleri
olusturmuslardir. En az sayida bant veren cesit Yavaros 79 (genotip no 5) olmustur.

Bu grupta en fazla sayida banti Silver-15 (genotip no 11) makarnalik bugday ileri hatt
vermistir.

Incelenen bugday genotiplerinde (Sekil 1 ve 2) O1, 02 ve O3 olarak
gosterilen ti¢ ortak bant mevcuttur.

10
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Sekil 1. Bugday cesit ve ileri hatlarina ait glutenin bantlar1 (Genotip no: 2-13).
Figure 1. Glutenin banding patterns of wheat genotypes (Genotype no: 2 —13).

11
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Sekil 2. Bugday cesit ve ileri hatlarina ait glutenin bantlar1 (Genotip no: 15-20).
Figure 2. Glutenin banding patterns of wheats genotypes (Genotype no: 15-20).

O1 bandi Cumpas, Ryps-1, Ryps-3, Mareca-2, Silver-15, Chen/Altar 84,
Ajaia-11, Altar 84/Ald, Dukem-15 ve Hui//Cit 71/CII (genotip numaralari sirastyla, 2,
8,9,10, 11, 12,13, 15, 18 ve 20) ¢esit ve ileri hatlarinda mevcuttur.

02 ve O3 bantlar ise birlikte goriilmektedir. O2 ve O3 bantlariin mevecut
oldugu cesit ve ileri hatlar Ryps-1, Ryps-3, Mareca-2, Silver-15, Chen/Altar 84, Ajaia-
11, Altar 84/Ald ve Hut//Cit711/CII (genotip numaralar sirasiyla 8, 9, 10, 11, 12, 13,
15 ve 20) gesit ve ileri hatlaridir.

Bu sonuglara gore O1 bantinin frekansi 0,62 olarak ger¢eklesmektedir. O2 ve
O3 bantlarinin frekanslari ise 0,50 olmustur.

Ortak F1 melezinden gelistirilmis olan Ryps-1 ve Ryps-3 (genotip no 8, 9)
ileri hatlar1 O1, O2 ve O3 bantlarini tasimaktadir. Ancak olugturduklart glutenin bant
deseni bakimindan oldukga farkli olduklar: goriilmektedir.

Cizelge 3. Bugday cesit ve ileri hatlarina ait glutenin Rf degerleri (Genotip no: 2-13).
Table 3. Glutenin Rf values of wheat genotypes (Genotype no: 2 —13).

\ Bant \ Genotip no (Genotype)
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no 2 1 4 1 5] 6] 7] 89 1011 ]12]13
Bant Bant sayist (Number of bands)

no | 24 | 22 |16 | 18 | 20 | 22 [ 25 | 25 | 27 | 18 | 24
27 0,12

26 0,15

25 0,12 | 0,12 | 0,18

24 10,13 0,15 | 0,15 | 0,20 0,12
23 0,17 0,18 | 0,18 | 0,25 0,15
22 10,19 0,16 0,12 | 0,21 | 0,21 | 0,30 0,22
21 024 0,18 0,15 | 0,24 | 0,26 | 0,39 0,24
20 | 026 | 0,20 0,15 0,22 | 0,39 | 0,39 | 0,50 0,27
19 10,300,224 0,18 | 0,24 | 0,49 | 0,49 | 0,53 0,50
18 | 0,36 | 0,30 0,15 | 0,22 | 0,49 | 0,56 | 0,53 | 0,54 | 0,12 | 0,54
17 10,39 0,33 0,18 | 0,24 | 0,51 | 0,59 | 0,56 | 0,56 | 0,15 | 0,55
16 |0/45]039 0,16 | 0,21 | 029 | 0,55 | 0,61 | 0,60 | 0,57 | 0,22 | 0,58
15 10,54 045036026045 0,58 | 0,63 | 0,61 | 0,58 | 0,24 | 0,63
14 10,620,550 |039 045048 | 0,61 | 0,64 | 0,63 | 0,63 | 0,27 | 0,66
13 0,640,554 045|048 | 0,52 | 0,63 | 0,66 | 0,66 0,64 | 0,50 | 0,71
12 10,660,557 |0,51]0,52]058 | 0,65 0,69 | 0,68 0,67 | 0,54 | 0,73
110,69 0,60 | 0,54 | 0,54 | 0,61 | 0,69 | 0,70 | 0,69 | 0,70 | 0,57 | 0,76
10 |0,71]0,63 0,58 ]0,57 | 0,64 | 0,71 | 0,73 | 0,72 | 0,72 | 0,60 | 0,79
9 10,73 0,66 |0,63 | 0,60|0,67 073 0,76 0,76 | 0,74 | 0,67 | 0,81
8 10,77 1069 0,66 065069077 | 0,79 0,79 | 0,75 | 0,72 | 0,82
7 1081072069 069]0,72 081|081 081|080 0,76 | 0,84
6 1083]073]073/071/]0,75 0,82 0,84 085 0,810,880 085
5 1086075076 0,75]0,78 | 0,84 | 0,85 | 0,88 | 0,85 | 0,82 | 0,87
4 1089 0,77 0,78 | 0,78 | 0,81 | 0,88 | 0,89 | 0,91 | 0,88 | 0,84 | 0,90
3 1091081081 081|087 092]|0,90 | 093 | 0,93 0,86 | 0,92
2 1094 0,87 084087093 095]095] 095 0,96 090 | 0,94
1 1098]0,96]095]0,97 097 0,98 098|098 | 098|093 | 0,98

Cizelge 4. Bugday cesit ve ileri hatlarina ait glutenin Rf degerleri (Genotip no: 15-20).
Table 4. Glutenin Rf values of wheat genotypes (Genotype no: 15 —20).

Bant no
Bant no

Genotip no (Genotype no)
15 | 16 | 17 \ 18 \ 20
Bant sayis1 (Number of bands)
24 | 16 | 24 \ 19 \ 21
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24 0,05 0,05

23 0,08 0,08

22 0,16 0,09

21 0,19 0,19 0,08
20 0,25 0,21 0,09
19 0,35 0,28 0,08 0,12
18 0,43 0,36 0,09 0,14
17 0,47 0,45 0,19 0,16
16 0,52 0,45 0,48 0,22 0,24
15 0,57 0,48 0,56 0,28 0,32
14 0,60 0,54 0,61 0,36 0,40
13 0,62 0,59 0,66 0,45 0,46
12 0,66 0,64 0,68 0,49 0,52
11 0,69 0,68 0,71 0,54 0,56
10 0,71 0,70 0,74 0,64 0,65
9 0,72 0,73 0,76 0,72 0,69
8 0,76 0,79 0,80 0,76 0,76
7 0,77 0,81 0,83 0,79 0,82
6 0,80 0,85 0,87 0,82 0,83
5 0,86 0,88 0,88 0,85 0,87
4 0,90 0,90 0,91 0,87 0,88
3 0,92 0,92 0,92 0,89 0,90
2 0,95 0,95 0,93 0,92 0,92
1 0,98 0,98 0,96 0,96 0,95

Altar 84 (genotip no 6) cesidinin ebeveyn olarak yer aldigi melezlerinden
oldukca farkli glutenin bant deseni olusturdugu goriilmektedir. Chen/Altar-84 (genotip
no 12) ve Altar 84/Ald (genotip no 15) melezlerinin glutenin bant desenlerinde biiyiik
benzerlikler goriilmekte olup O1, O2 ve 03 bantlar1 mevcuttur.

Incelenen genotipler az sayida, ancak benzer YMA glutenin bantlari
vermigtir. Sayica fazla olan DMA glutenin bantlar1 arasinda benzerlik goriilmemistir.
Genel olarak glutenin bantlar1 gesitlere 6zgii bir desen olusturmaktadir. Deneme
materyaline ait Rf degerlerinin 0,08 — 0,98 arasinda oldugu gozlenmistir (Cizelge 3,
4).

Burada dikkati ¢eken bir diger durum gozlenen glutenin kombinasyonlarinin

sayica fazla olmasidir. Bugday ¢esitlerine ait gluten kombinasyonlari bazi arastiricilar
tarafindan incelenmis, biyokimyasal varyasyon ile kombine olan c¢ok sayida genin
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mevcudiyetinden dolay1 gliadin ve glutenin alt birimlerinin olas1 kombinasyonlarinin
sonsuza yakin oldugu ortaya konmustur (Primard ve ark., 1991). Calismada kullanilan
makarnalik bugday genotiplerinin glutenin bant desenleri arasindaki benzerlik ve ortak
bantlarin yiiksek frekansi dikkat c¢ekmektedir. Bu durum, makarnalik bugday
genotiplerinin tetraploid yapisindan kaynaklanabilecegi gibi bu genotiplerin
tamaminin Meksika orijinli olmasindan da kaynaklanabilir.

Arastirmada kullanilan bugday genotiplerine ait glutenin bantlarinin genel
olarak pedigrilerde mevcut benzerligi yansitmadigl goriilmektedir. Bu durum bazi
aragtiricilar tarafindan da tesbit edilmis ve ayni pedigri grubunda yer alan bazi 1slah
hatlarmmin farkli glutenin desenleri olusturdugu, farkli pedigri grubunda yer alan
hatlarin benzer glutenin desenleri meydana getirdigi aciklanmustir (Du Cros ve ark.,
1980). Ayrica, bu proteini kodlayan genlerin sinirli sayida lokus icermesi yani bir
genomun ¢ok az bir kismin1 kapsamasi nedeniyle pedigri grubunda mevcut benzerligi
tamamen ortaya koymalar1 miimkiin degildir (Nevo ve ark., 1989).

Arastirmadan elde edilen bulgulara gore, SDS-PAGE teknigi ile elde edilen
glutenin bantlarmin ¢evre kosullarindan etkilenmedigi ve polimorfik yapisi nedeniyle
glutenin alt birimlerinin genotiplerin tanimlanmasinda kullanilabilecegi agiktir. Ancak
ortak glutenin bantlarinin varlifina ragmen glutenin bant desenlerinin, genotiplerin
genetik yakinligimi agiklayamadigt gozlenmistir. Gozlenen ortak bantlarin  da
genotiplerin pedigrileri ile iliskili olmadig: dikkat cekmektedir.

Ozetle, bu ¢alismada SDS-PAGE teknigi ile glutenin bantlari elde edilmis,
bugday genotiplerinin tanimlamalar1 yapilmistir. Calismada kullanilan bugday
genotiplerinin birbirlerinden olduk¢a farkli glutenin bant desenleri olusturdugu
saptanmistir. Bu nedenle bugday 1slah programlarinda yer alan genotiplerin
tanimlanmasinda kullanilmalart miimkiindiir. Bugday genotiplerine SDS-PAGE
teknigi uygulanarak elde edilen glutenin bantlar1 genotiplerde mevcut varyasyonu
ortaya koymakta, genotiplerin genetik olarak farklilig1 bantlara yansimaktadir. Ancak
pedigrilerinde benzerlik olan genotiplere ait glutenin bant desenleri incelendiginde
genetik olarak benzerligin yansimadigi goriilmektedir. Bu nedenle akrabalik
iliskilerinin ~ arastirlldigi ~ ¢alismalarda  bugday  genotiplerinin  glutenin
elektroforegramlarmin gesitli enzimlere ait zymogramlarla birlikte degerlendirilmesi
daha uygun olacaktir. Ayrica son zamanlarda kullanim alani bulan PCR (polimerase
chain reaction= polimeraz zincir reksiyonu) teknigi ile de bugday genotiplerinin daha
kapsamli olarak tanimlanmalari miimkiindiir. Bu teknik ile ¢ogaltilmig glutenin gen
sekanslarmin degerlendirilmesi ile genotiplerin genetik olarak yakinlik ve uzaklik
durumlarinin ag¢iklanabilecegi bildirilmistir (Labhilili ve ark. 1997).
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Bugday tiim diinyada oldugu gibi Tiirkiye agisindan da 6nemli bir tahildir. Her
yil ¢ok sayida cesit piyasaya sunulmaktadir. Ancak bunlarin mevcut gesitlerden
farklilif1 ise genetik olarak arastirilmamaktadir. Bu nedenle halen kullanilmakta olan
bugday ¢esitlerinin genetik olarak tanimlamalar1 yapilmali, markor olarak kullanilan
protein ya da enzime gore elde edilen parmak izleri ile c¢esitlere ait bir katalog
olusturulmalidir.
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