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C.chacoense, C. pubescens ve BU IKI TURUN FARKLI FORMLARININ
IZOENZIM MARKORLERI ILE TANILANMASI

Yrd. Dog. Dr. A. Naci ONUS
GIRIS

izoenzimler ko-dominant kalitma sahip olmalan, epistatik 6zellik gostermemelen
ve gevresel kogullardan etkilenmeme gibi sahip olduklart bazi avantajlardan dolay1; bitki
popolasyonlary arasinda genetik f;sirkl1la§man|n tespit edilmesinde, sistemitik ile ilgili
problemlerin ¢oziimiinde ve gesit tanilanmasinda oldukga uzun yillardan beri kullaniimaktadir.

Izoenzimler Capsicum cinsi igerisinde beyaz ve mor ¢igekli guruplar igerisinde
yer alan tiirler arasinda benzerlik ve farkliliklar: ortaya koymak amaci ile de kullanilmiglardir
(McLEOD ve ark., 1979, 1982, 1983) Izoenzim ¢alismalarinin sonunda morfolojik olarak
farkli olan bu iki gurubun izoenzimik olarak da farkli olduklar1 ortaya konmugtur.

Izoenzimlerin katihmi ve izoenzimler ile bazi morfolojik markorler arasinda
linkage aragtirmalary; Capsicum cinsi i¢ersinde gen haritalarinin ortaya ¢ikanimasina
onemli katkilar saglanigtir (TANKSLEY', 1984; GONZALEZ de LEON, 1986; HAJITAM,
1988).

Akrabalik diizeyi uzak olan tiirler arasinda yapilan melezlemeler ¢esitl nedenlerden
dolay1 zor gergeklegir. Bu tiir melezlemelerde karsilasilabilecek problemler dollenme
oncesi veya sonrasinda veya ¢imlenme sonrasinda agiga ¢ikabilir. Tirler arast melezlemelerde
bazen kendilenme sonucu olugmug tohum ve hibrit tohum ayni meyve i¢ersinde meydana
gelebilir. Ayrica emaskulasyon zorluklarindan dolayt yine kendine tozlanmaya ilave olarak

tiirler aras: tozlanmada gergeklegebilirBERMAWIE, 1990; HAJI ITAM, 1988).
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Ayrica bazi hibrit bitkilerde higbir zaman ¢igieklenme olayr gergeklesmeyebilir.
Kargilagilabilecek tiim bu durumlarda tiirler arasinda melezlemeden sonra elde edilen
bitkilerin gergek hibrit olup olmadiklarinin belirlenmesi gercekten zor bir durum olarak
ortaya ¢ikabilir. Igte burada da izoenzimler hibritlerin teshis edilmesinde son derece yararh
bir arag olabilir.

Birden fazla 6rne§in ayni anda aniliz edilebilmesi ve analiz igin yaprak, kok,
polen, embiyo, endosperm ve tohum gibi farkli bitki dokularinin kullanilabilmesi enzim
elektroforezinin diger 6nemli karakteristik szellikleridir.

Onceki yillarda Capsicum iizerinde yapilan izoenzim ¢aligmalari, enzimleri kontrol
eden genler arasinda allelik komposizyon farliliklarini ortaya koymaya yardimer olmustur.

Bu yonde yapilan bir galismada HAJI ITAM (1988); iizerinde ¢alistigr 17 enzim
sistemi igersinde 10 farkl lokusta C. baccatum SA219 ve C.cardenasii SA268 tiirlerinin
aym allelik yapiya sahip olduklarim bildirmigtir.

BERMAWIE (1990) ve ONUS (1995) ise, C. baccatuni SA219, C. eximium
Hawkes 3860 ve C. cardenasit SA268 tiirlerenen 11 lokusta farkh allellere sahip old-uklanm
rapor etmislerdir.

GONZALEZ delLEON (1986) ise C. baccatum Hawkes 6489 ve C. chinense C
343 gesitleri arasinda 10 lokusta allelik farkhlik bulmustur.

Buna kargin aragtneilann bulgular arasinda bazi farkhhklarda meveuttur. Orneggin
HAJITTAM (1988) Acon-1 ve Pgi-1 i¢in C. cardenasii Sa268 tiiriiniin homozigot oldugunu
bildirirken, BERMAWIE (1990) heterozigot oldugunu bildirmigtir.

Ayrica Shikimate dehydrogenases enzimi icin GONZALEZ deLEON (1986) ve
HAJI ITAM (1988) 3 farklt bolgede enzim aktivitesi bildirirken BERMAWIE (1990)
bunlara ilave olarak iki farkl bolgede daha enzim aktivitesi oldugunu bildirmistir.

Diger taraftan Phosphoglucose 1somerase icin HAJI ITAM (1988) C. baccatum
SA219 ve C. cardenasii SA268 tiirleri i(;i.n Jel Gstiinde 3 bolgede enzim aktivitesi bildirdigi
haldleBERMAWIE (1990) ve ONUS (1995) sadece iki farkli bolgede enzim aktivitesi
bildirmislerdir.

Bu caliyma Capsicum cinsi igerisinde tiir i¢i ve tiirleri arasi varyasyonu
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ortaya koymada enzim poliformizminin kullanilabilme olanaklarin ortaya koyabilmek
i¢in yapilmig olup elde edilen bulgularin bitki sistematigi ve Capsicun 1slah tizerinde

¢aligan aragtincilara faydah olacag: digtiniilmigtiir.

MATERYAL VE YONTEM

Aragtirmada C. chacoense SA184, 185 ve BP 281 ile C. pubescens BP 43. 537
ve 541 bitkisel materyal olarak kullanilnugtir.

Caligmada nisasta yapay jel elektroforez yontemi kullanimigtir.15-30 mg yeni
¢ikmy, taze yaprak materyali GONZALEZ deLEON (1985, 1986)ya ekstraksiyon ¢ozeltisi
icerisinde kremsi bir yap1 alincaya kadar iyice ezilmigtir. Ekstraklarin igerisine Whatman
kromatografi kagida ekstrakti tamamu ile absorbe edinceye kadar konmug ve ekstraklarin
tizeri bir tamelle kapatilmigtir.

Arasgtirmada nisasta jelleri GONZALEZ deLEON (1985, 1986)'ya gore
ekstraksiyondan bir giin 6nce hazirlanmig ve tizerine streg film kapatilarak oda sicakhiginda
bekletildikten sonra ertesi giin ekstraksiyondan bir saat once 4°C buzdolabina konmugtur.

Ekstrakt absorbe etmis kromatografi jel tizerine yerlestirildikten sonra, elektroforez
iglemi 4°C buzdolabinda gercgeklestirilmis ve kullanilan elektroforez tampon ¢ozeltisine
gore GONZALEZ deL.LEON (1985, 1986) tarafindan belirlenen siirelerde sona erdirilmigtir.

Elektroforez iylemi sona erdikten sonra jel dilimlere ayrilmig ve Aconitases,
Alanin aminopeptidase, Glycerate-2-dehydrogenases, Isocitrate dehydrogenases
Phosphoglucomutase, Phosphoglucose isomerases, Shikimate dehydrogenases enzim
sistemleri i¢in boyanmugtir. 37°C ve karanhkta gergeklegtirilen boyama igleminden sonra,
jel dilimleri saf su ile 1-2 kez durulanmg ve %50’lik glycerol igerisinde fikse edildikten
sonra band sayilari ve pozisyonlan her bir tire gore kaydedilmigtir. AHel numaralandirmalar
BERMAWIE (1990)’a gore yapilmugtir.

BULGULAR

Uzerinde ¢aligilan enzim sistemlerinde tiirlere gore bant pozisyonlar
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Sekil 1'de verilmistir.

Aconitases (ACON) icin, jel tistlinde iki farkli bélgede enzim aktivitesi tespit
edilmigur. Acon-1 igin C. chacoense SA184, 185, BP 281 formlan arasinda herhangi bir
allelik varyasyon tespit edilmemis ve her 3 formda Acon-17 allelini tagimglardir. Bu
bolgede C pubescens BP43 ve 537, C. chacoense’nin farkli formlart ile aym allele sahip
olurlarken, C. pubescens 541 farklilik gdstermis ve Acon-Palleline sahip olmustur.

Acon-2 i¢in 1se C. chacoense’nin farkh formlan arasinda herhangi bir varyasyon
tespit edilememis ve her ii¢ formda Ac‘on—ZBallelini tagimiglardir. C. pubescens’in farkls
formlarida yine kendi i¢lerinde herhangi bir varyasyon gostermezken, C. chacoense’nin
formlart ile farkli allele (Acon—Zl ) sahip olarak polymorfizm géstermistir.

Alanin Aminopeptidases (AAP) enzimi igin jel tizerinde tek bir bolgede enzim
aktivitesi (tek gen lokusu) tespit edilmistir. C. chacoense’nin farkli formlar: arasinda
herhangi bir varyasyon tespit edilmemig ve her ii¢ formda Aap-/ alleline sahip olmustur.
Diger taraftan her ti¢ C. pubescens formu ise Aap—[l alleline sahip olarak C. chacoense’nin
tarkl: formlan ile varyasyon gostermistir.

Glycerake-2-dehydrogenases (G-2-DH) enzim sistemi i¢inde yine tek gen lokusu
tespit edilmigtir. C. chacoense ve C. pubescens’in degisik formlan arasinda herhangi bir
varyasyon tespit edilmemis olup her iki tiirlin formlar: G-2-dh /3 allelini tasimiglardir.

Isocitrate dehydrogenases (IDH) cnzim sistemi igin jel iizerinde tek bolgede
aktivite tespit edilmigtir. Bu enzim sistemi iginde yine C. chacoense ve C. pubescens’in
degisik formlar herhangi bir polymorfizim gostermemis ve her iki tiiriin farkli formlars
Idh-1" alleline sahip olmuglardir.

Phosphoglucosemutases (PGM) enzim sisteminde jel tizerinde iki farkh bolgede
enzim aktivitesi tespit edilmistir. Pgm—fai(;in C. chacoense ve C. pubescens'in degisik
formlan arasinda herhangi bir varyasyon gozlenmemis olup, tiim formlar Pgm-/ allelini
tasimuslardir. |

Pgm-2 i¢in ise C. chacoense’nin farkh formlari arasinda herhangi bir varyasyon

tespit edilememis ve her ii¢ formda Pgm-23 alleline sahip olmuslardir.
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Buna kargin C. pubescens’in farkh formlarr arasinda ise polymorfizm tespit edilmigtir. C.
pubescens BP43 ve 537 Pgin-2 %llclinc sahip olurken C. pubescens 541 Pgmi-2 Alleline sahip
olarak polymorfizin goéstermistir.

Phosphoglucose isomerases (PGI) enzim sistemi i¢inde jel tizerinde 1ki farkh bolgede
enzim aktivitesi tespit edilmistir. Pgi-1 icin C.chacoense nin formlan arasinda herhangi bir
varyasyon tespit edilmemis ve her ii¢ formada Pgi-1 alleline Silgip olmuglardir. C. pubescens™n
farkli formlarn da kendi aralarinda bir polymorfizm gostermemis ve her ¢ formda Pgi-/
alleline tawms;«lérdu.

Pgi-2 i¢in de yine C. chacoense nin her t¢ formu arasinda herhangi bir varyasyon
tespit edilmemis ve her ¢ formda Pgi-2 Eﬁleline tagimuglardir. C. pubescens’in farkl formlar
arasinda da herhangi bir varyasyon tespit edilmemis ve her t¢ formda Pgi-2 alcline sglhip
olmuslardir.

Shikimate dehydrogenase (SKDH) enzim sisteminin C. chacoense ve C. pubescens’in
farkli formlan tizerinde tek gen lokusu tarafindan kontrol edildigi tespit edilmig olup jel tizerinde
tek bir bolgede enzim aktivitest gozlenmistir. Bu bolgede C. chacoense Sal83 ve Bp281 Skdh-
I alleline sahip olurken SA184 Skd}1~}2alleline sahip olarak polymortizm géstermistir, C.
pubescens’in her ¢ formu ise kendi aratarinda herhangi bir varyasyon gostermemiy ve Skdh-

13 alleline sahip olmuslardir.

TARTISMA

Uzerinde ¢alisilan toplam yedi enzim sisteminde on adet lokus tespit edilmistir. C.
chacoense’nin SA 184, 185 ve BP 281 formlari arasinda dokuz lokusda herhangi bir polymorfizm
tespit edilmemis, sadece SKDH enzimi icin SA184 diger formlardan farkl bir allelik yapsya
sahip olarak varyasyon gdstermigtir.

C. pubescens’in Bpd3, 537 ve 541 formlart 8 farkli lokusda hi¢bir varyasyon
gostermemiglerdir. Buna kargm 541 formu Acon-1 ve Pgm-2 i¢in diger formlardan tarkh bir
altelik yapiya sahip olmustur.

Bunlara kargin, C. chacoense ve C. pubescens’in her ti¢ formu ii¢ farkh lokusda higbir
polymorfizm gostermeyip aym allelik yapiya sahip olurken, yedi farkh lokusda polymortizm

gostermiglerdir.
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Sekil 1: Uzerinde ¢ahsilan enzim sistemlerinin tirlere gore sematik diagramlari. a: C. chaconese

184, b: C. chaconese 185. ¢: C. chaconese BP281,d: C. pubescens BP43, e: C. pubescens 537, f:

C. pubescens 541,

ACON
TP EEE _ AAP
J
e d e F . de N
a b e a b ¢
G-2-DH IDH
a b c de f|1 a b g d e f|I

71



Yakin akraba olan populasyonlar arasinda diiglik oranda genetik varyasyon
gozlenebilir. Bu nedenle yakin akraba olan tiirler arasinda benzerlik gosteren genlerinin
orammin, uzak akraba olan tiirlerin sahip oldugu benzer gen oranlarindan daha fazla olmas)
beklenir. C. chacoense ve C. pubescens tirlerinin kendi i¢lerinde farkl formlary arasinda
yok denecek kadar diigiik varyasyon elde edilmesi son derece dogal kabul edilebilir ve bu
mevceut ¢alismada elde edilen sonuglar bu beklenti ile uyum igerisindedir. Benzer gekilde
C. chacoense ve C. pubescens tirleri arasinda da, tespit edilen on farkly lokusdan yedisinde
polymorfizm bulunmasi uzak akraba olduklar digiiniilen bu iki tiir arasinda beklenen bir
sonug olarak karsimiz ¢ikmaktadir.

Uzerinde caligilan her ti¢ C. chacoense ve C. pubescens formlarinin hepsi homozigot
olarak tespit edilmis olup, lokuslarin herhangi birinin higbir formda heterozigot yap: tespit
edilmemistir. Bunun sonucun nedeni olarak ise, bu ¢aligmada kullanilan her iki tiriin
{formlarinm birden fazla generasyon boyunca ayni sera icerisinde yetigtirilen bitkilerden
elde edilmig olmasinin bitkilerin yabanci déllenme olasihigini oldukg¢a azalttif1 ve bu
durumun homozigotlugu artirip heterozigotlugu ortadan kaldirdig diiginulmuigtiir,

Bu arastirmada kullanilan bitkilerin elde edildigi tohumlann bir veya birden fazla
ana bitkiden elde edildigi ve efer birden fazla bitkiden fazla elde edildiyse bunun toplam
kag bitki oldugu tam olarak bilinmediginden dolayi, bu iki tiir her iki tiirtin farklt formlan
arasinda tespit edilen varyasyonlar, bu tiirlerin anavatant olan Giiney Amerika’da orjinal
populasyonlarda mevecut olan gergek varyasyonu yeterince yansitmiyor olabilir. Bu nedenle,
mevcut arastirmada elde edilen sonuglar degerlendirirken bu durumun dikkate alinmasi
gerekir.

Elde edilen bu bulgulardan ¢ikarilan sonug, belirli sayida enzim sistemi ile ¢aligip
simrli sayida farkli lokus tespit edilmis olmasina ragmen, izoenzimler markor olarak tir
1C1 varyasyonu ortaya k()ymz;da yetersiz gibi goriiniirken, tirler arasy varyasyonun agiga
¢ikartlmasinda daha giiglii markorler olarak kargimiza gikmaktadirhr, Burada belirtilmesi
gcrcken onemli noktalardan biride caligilan simirli sayidaki enzim sisteminin toplam 12
kromozomdan olusan Capsicum genomunun ancak sinirh bir kisminin dzerinde

bulunabilecegidir.
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Bu nedenle genomun geriye kalan kromozomlar izerinde bulunan varyasyon biiyiik bir
olasihikla tespit edilmemigtir. Bu nedenle tim Capsicum genomunu kapsayacak sekilde
diger markorlerinde kullanimi gerek tiir i¢i gerekse tiirler aras1 varyasyonu ortaya koymada
daha gergekei sonuglan kargimiza ¢ikarabilir. Bu anlamda fazla sayida olan DNA markorleri

bu tiir galigmalarda son derece yararli birer arag olabilir,

OZET

Izoenzimler bitki populasyonlart arasinda genetik farklilagmanin tespit edilmesinde,
sistematik ile ilgili problemlerin ¢éziimiinde ve ¢esit tamlanmasinda uzun yillardan beri
kullanilmaktadir. Bu ¢alismada da Capsicum  cinsi i¢erisinde tiir igi ve tirler arast
varyasyonu ortaya koymada enzim poliformizminin kullanilabilme olanaklarini ortaya
koyabilmek i¢in yapilmustir. Arastirma sonuglarina gore izoenzimler markér olarak tiir I¢1
varyasyonu ortaya koymada yetersiz gibi gortiniirken, tiirler arasi varyasyonu ortaya

koymada daha etkili markorler olarak kargimiza ¢ikmisgtir,

SUMMARY

Isozymes have been used for a long time to reveal the genetic differences between
populations, to solve the problems related to taxonomy, and to identify cultivars. This
study was conducted to reveal the possibilities of using isozyme polymorphism to show
the intra-and interspecific variation between different Capsicum species. Experiment results
showed that while the isozyme analysis is rather not strong enough to reveal the intraspecific

variation, it can be used to reveal the interspecife variation.
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