GIDA (1988) 13 (4) 277 — 281

' Biyokimyasal Tekniklerin Hububat Islahx ve Teknolojisinde

Kullamn -

Hamit KOKSAL (1), Doc. Dr. Hazim GZKAYA (2), Dr. Ayhan ATLI (1)
(1) Tarla Bitkileri Merkez Arastwma Enstitiisii — ANKARA
' (2) Ank. Univ, Ziraat Fakiiltesi Tarvm Uriinleri Tek. Bol, — ANKARA

1. GiRl§

Birgok iilkenin ekonomlisinde ve tarimsal
- Uretiminde  temel rol oynayan tahillar, insan
beslenmesi balimindan da hayati Gnem tasir.
Diinya'da dretilen bugday, piring, sorgum ve
darinim biyik bélimi insan. gidas: olarak kul-
lamhr ve bu firiinler farkh Glkelerin diyetine
protein kaynadi olarak Gnemli katkida bulunur-
lar, Gelismekte olan birgok ilkede hububat
proteinleti, toplam protein tiiketiminin % 70-90
il olusturur (Lasztity, 1984) . Tahillarin dnemli
bir bdlimilde dzellikle gelismis dlkelerde hay-
van beslenmesinde kullanilrlar.

Boyle vayqin olarak titketilep tahillarin bi-

rim alandaki verimlerinin, hastalik ve zararl-
fara dayamklilidimin, kalitesinin ve besleyicilik
degerinin arbinlmas! Uzerinde c¢alismalar yil-
lardir devam etmektedir. Aynca gelismis top-
" lumlar tahillardan yeni titketim maddeleri {ire-
timi arayisi igindedir, Yukarida belirtilen he-
deflerin gergeklesmesi icln bilim ve teknikte-
ki yeniliklerin hububat teknelojisi alanmdaki
arastirmalarda . kullaniimas1 gerekir. Kullanila-
bilecek bilimsel yeniliklerden bazlari bilgisa-
vai, «Near infrared reflectans» (NIR} spektros-
kopi, «<Image analysis» ve bivokimyasal teknik-
lerdir. Bu yazida bunlardan biyokimyasal tek-
niklerin hububat teknolojisinde kullamima im-
kanlari ele alinacaktir.

2, BIYOKIMYASAL TEKNIKLERIN GESITLI
AMAGLARLA KULLANILMA [MKANLARI

Bilindigi gibi proteinler, polisakkaritler ve
niikleik asitler, biyokimyanin inceleme alanina
giren dogal polimerlerdir. Nikleik asitlerden
DNA (Deoksiribo niikleil asit), tiim canhlar-
da kalitsal dzellikleri kontrol eden genlerin ya-
pistn; olusturur. Hiicre baliinmesi sirasinda gift
zincirli DNA molekiiliiniin kendisi ile tamamen
aynt olan kopyas! yapihir (DNA replikasyonu},
Bu islem her yeni hiicrenin normal fonksiyon
gisterebilmes!-icin gereklidir, Daha sonra kro-
mozomlardaki bu DNA'lar kahp olarak kulla-

mlarak mRNA'lar (messenger RNA= el¢i RNA)
retilir (transkripsiyon}. Elde edilen mRNA’lar
cekirdekten stoplazmaya gider ve bu mRNA'
nin baz dizilisi kendisinden sentezlenecek olan
proteinlerin amino asit dizilimini y&nlendirir,
Boylece elde edilen proteinin primer yapisi, ya.
ni amino asit dizilig sirasi genlerdeki baz dizi-
lig strasi ile belirlenmis olur.

Canlilarin yapisinda bulunan proteinler, ya-
pt proteinleri, depo proteinleri, enzimler, hor-
monlar, imminolojik proteinler gibi birgok se-
killerde bulunur. Bu proteinlerden bazilar sen-
tezlendikten sonra ¢esitli- derecelerde modifi-
kasyona udrarlar. Hububat depo proteinleri ise
senteztendikten sonra ﬂe§i$i-m-e ugramadan
endospermde dépol-a-ndl-klarl-nd-an‘ bitkinin ge-
netik (kalitsal) 6zelliklerini direkt olarak yan-
sttirlar. Yani depo proteinlerindeki amino asit
dizilis srrast DNA'daki baz dizilis sirasina di-
rekt olarak baghdir. Genetik yonden farkl her
bireyin, hattin, gesitin wve wrkin kendine ozgii
protein imzasi (finger print= parmak izi) var-
dir. Boylece depo proteinlerinin incelenmesi
ile ortaya ¢ikan bilgiler o bireyin genetik ola-
rak taninmasinda parmak izi gibi kulanilabilir.
Bu parmak izlerinin elde edilmesi ve incelene-
bilmesi ile gesit safh@mm korunmasr ve kont-
rolli, yeni ¢esit tescili; et, st we hububat
tiriinlerinde hile ve karigikligm tesbiti oldukga
kolaylasacaktir. ‘

3. HUBUBAT PROTEINLERININ iNCELEN-
MESI

Bilindigi gibi bugday proteinleri; suda ¢i-
zitnen albumin, tuziuv suda ¢oziinen globulin,
altkolde ¢dziinen gliadin ve alkali gézeltilerin-
de ¢éziinen glutenine ayrdmaktadir. Fakat gii-
niimiizde hububat proteinleri gok sayida fizik-
sel, kimyasal ve biyokimyasal yontemierle in-
celenmekte ve cgesitli yeni bilgiler elde edil-
mektedir. Yeni tekniklerin kullamimas: ile yu-

_karida sézli edilen dbrt protein grubunun her-
-birinin tek bir protein olmadifi, drnedin gliadi-

nin jel elektroforez ve jel elektrofokusing tek-
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niklerinin kullaniimasi ile 46’dan fazla farkh

bilegene aynlabildigi gisterilmigtir (Wrigley,?

1976},

Herhangi bir protein veya protein grubu-
nun yakindan incelenebilmesi igin Once kendi-
sinl igeren doku hiicrelerinden ayriimasi
(ekstraksiyon), sonra elde edilen protein ¢0-
zeltisinin diger kalintilardan izole edilmesi ve
aritilmasi gerekir. Aritilan proteinier ise cesitli
karekterizasyon ydntemleri ile incelenir.

4. BIYOKIMYASAL TEKNIKLERIN HUBUBAT
ISLAH PROGRAMLARINDA KUELANIL-
MASI

“Farimda kiiltir bitkilerinin 1stahi, onlari be-
hirli Szellikier ydniinden geligtirerek insantarin
ihtiyacim en iyi sekilde karsilayacak ybnde
degistinmektir. Bu calismalarda verim, kali-
. te, hastahklara ve zararlilara dayamkhlik, er-
kencilik, sojuga, sicaga ve kuraga dayanikli-
ik gibi ozellikler {izerinde durulmaktadir. Bu
pzellikler genler tarafindan idare edildigine
gbre isténiten ozellie sahip olan bir bitki ife
bu Hzelige sahip olmayan bitki arasindaki fark.
Ik gen -dﬁze\:ji‘ndedir. Bitki 1slatunin dzd iste-
nilen ozelliklerdeki bireyleri saptayip, bu dzel-
likleri kontrol aden genleri belirlemek ve iste-

nilen genlerden miimkin oldugunca counu bir .

genotip {zerinde toplamakdir. Genleri ‘en
kolay belirleme yolu ise protein diizeyindedir.
Bu protein, istenilen karakteri kontro! eden ge-
nin direkt iirin{it olabilecedi gibi o genle aym
kromozom iizerinde swki baglantis1 olan bir ge-
nin {rlinii de olabilir.

Hububat kalitesini etkieyen temel fakidr-
fer kalitsal potansiyel ve ¢evre kosullaridir,
Topraktaki bitki besin maddeleri ve su miktar,
s:cakli-k, hastalik ve zararlilar gibi gevre fak-

térlerinin hububat kalitesi iizerinde etkileri yil-

lara ve lokasyonlana gore oldukga farkl ol-
maktadrr. Bu nedenle bir gesit veya cesit ada-
yiip potansiyelinin  gbridlebilmesi igin onun
birgok lokasyonda ve birkag yil boyunca ince-
ferimesi gereklidir.

Cesit gelistirme programlarinda ¢ok degi-
sik asamalardaki materyalin kalitesinin balir-
.lenebilmesi i¢in gesitli testler uygulanir. Bun-
lardan erken generasyon materyali, yani agi-
lan materyal hem sayica gok fazia ve hemde

miktarca yetersiz oldugundan genellikle sadece

bir lokasyonda denenir ve tek lokasyon bulgu-

‘lafina gore kalite hakkinda tam olarak fikir

edinilemez. Erken generasyon materyalinde
uygulanacak analiz yontemi; az miktarda nu-

‘mune ile galigmall, ucuz, hizli ve hassas olma-

hidir, Ayrica selekswonda esas alinacak kalite
kriterinip ise son iriin kalitesi hakkinda fikir
vermesi ve materyaldek| genetik farkhlign or-
taya koymas: gerekir. [ste bu ihtiyaca biyokim-
yasal teknikler cevap verebilmektedir.

~ Klasik usullerin aksine, biyokimyasal tek-
niklerle genetik potansiyel direkt olarak betir-
lenecedi igin materyalh birgok yer ve yilda in-
celemek gerekmez. Tek bir drnekte veya tek
bir - hububat tanesinde kalitsal potansiyeli gor-
mek miimkiindlir, Hatta bir hububat tanesi iki-
ye boliiniip endosperm tarafi incelemeye ali-
nip, embriyo tarafi yetigtirilerek genetik yap:
korunmug ve devam ettirilmig olur. Boylece ¢ok
fokasyonda ve hirka¢ yil deneme kurmadan
materyalin kalite potansiyell belirlenmis olur.

4.1. Biyokimyasal Yéntemlerle Gesit Belir-
lenmesi (Varietal identification}

Yakin bir gegmise kadar gesitleri belirle-
mek igin fenol testi veya gbzle —morfolojik
dzelliklere gbre, ayirim yapiimakta idi. Fakat
bu ybntemlerle gesit belirlenmesi yanitict ol-
maktadir, Gunkii farkl: ¢esitler benzer morfolo.
Jik dzelliklere sahip olabilir, veya bunlarin fe-
nol testi sonuglart aym olabllir. Bu nedenlede
gesitler, arasindaki genetik farkhligi ortaya ko-
yan biyokimyasal yéntemler kullamlmaya bag-
lamimigtir. Bu yéntemler, birgok llkede;

— Cesit belirlenmesi {Varietal identifica-
tion}-

— Geslt tescili ve sertifikasyonu

— Gesgit saflifimin korunmasi

— Saf tohum yetistirme

— Aym: fenotipe sship farkli- genotiplerin
ayrilmasi

— Pedigri aragtirmasi

— Islahci haklarn (Breeders’rights)min - ko—
runmast _

— Isiah materyalindeki ileri hatlarin ho-
mojen/heteroien oldugunun tetkilki, yani
~artligenin ve durulmasimn belirlenmest
gibi birgok islemde kullantimaktadir.
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Bugdayda ¢eslt belirlemede yaygmn olarak
kullamian metodlardan birisi Kanada'li iki arag-
tinic: tarafindan gelistirilmis ve bu metod bir-
cok c¢egite uygulanarak elde edilen gliadin
bantlarina yeni bir adlandirma sistemi oneril-

migtir (Bushuk ve Zillman, 1978). Ayn) arag-

tirmaciiar bu yontemle elde edilen efektrofors-
gram bant desenlerinin gevreden, yildan ve
protein miktarndan etkilenmedigini yaptiklar
diger arastirmalarla gdstermislerdir (Zillman
ve Bushuk, 1979 a). Daha sonra yapilan aras-
tirmalarda c¢esitlerin elektroforegram formiitle-
rinin - katalogu cikarilmug (Zillman ve Bushuk,
1979 b), ve gesit identifikasyonu icin haziria-
nan elektroforegramlarin densitometrik kurve-
leri gizilmis: bu kurvelerl birbirine ekleyip ¢I-
karabilecek bilgisayar programlart hazirlanmis.
tir (Sapirsteln ve Bushuk, 1985). Boylece bir
melezin bu sekilde hazirlanan kurvesinden bi-
linen ebeveyne ait olan kurve gikarildiginda bi-
linmeyen ebeveyne alt kurve elde edilmekte
. ve daha dnce hazirlanan cegitler katalofu yar-
dimiyla bilinmeyen ebeveyn tahmin edHebil-
miektedir. Benzer gekilde hir karigimde bulu-
nan iki bugday gesiti ve bunlarin oranlarida
bulunabilir, :

Yukarida bahsedilen caligmaiana paralel.

calismalar birgok Ulkedeki cegitli arastinc
gruplerinca yapimustir ve bu alanda ¢aligan ba-
zi aragtiricilar geligtirdikleri metodianin cesit
belirlemede etkinligini incelemistir. Bu aragtir-
macilar % 6 lik poliekrilamid, % 10 veya %% 12
lik nisasta jeli, % 3-27 gradient poliakrilamid

jeli ve % 3-15 gradient poliakrilamid jeli kul- -

lanmis ve en uygun olanin yukarida bahsedilen
Bushuk ve Ziliman'in poliakritamid jel konsant-
rasyonu % 6 olan metodu olduguna kadar ver-
miglerdir (Autran ve ark., 1979).

Cesit belirlenmesi gliadin  elekiroforez
ybntemi disinda izoenzim elektroforezi ile de
- yaptimaktadir. izoenzim terimi, bir enzimin ay-

nt organizmada bulunan ve substrat spesifitesi
“aym veya benzer olan formlarim ifade eder.
Cok sayida izoenzim sistemi bitkiler anasindak
aenetik, biyokimyasal, fizyolojik wb. farkhiik-
lari kalitatif ve kantitatif olarak belirlemekte
kullamimaktadir. Esteraz izoenzimieri bu amag-
la en yaygin olarak kullanilan genetik markdér-
Ierdigr‘.‘ Giinkil izoenzimlerin belirlenmes! kolay

olup hemen hemen herzaman varyasyon giste-
rirler, Bu nedenie yukarida belirtilen gliadin
elektroforez yéntemi gibi gesit belirlemede ve
benzert ga[-lgma{arda kullamimaktadir,

HPLC (High Performance Liquid Chromato_
graphy= vyiiksek basmgh swvi kromatografisi)
teknigininde gegit belirlenmesinde kullamlabile-
ce§l ve bu teknikie ortalama 1 saaite bir ana-
tiz yapilabilecegi bildirilmigtir (Bietz ve ark.,
1984). Daha isonra bu metod aynt laboratuvar-
da geligtirilerek 10-15 dakikada bir enalizi
tamamlayabilecek hale getiriimistir (Bietz ve
Cobb, 1985). Ayrica bu ybnitemle bugday ce-
sitlerinin belirlenmesinin otomatik hale getiri-

. lebilecegii ve bilgisayarla kontrol edilebilecedi

belirtiimigtir.

Yukarnida bahsedilen yontemlerin diginda,
#mmiinolojik ydntemlerle de istenilen bir ka-
rakteri kontro! eden ve bu karakterle siki
baglantist saptanmus olan proteinlerin herhan-
gi bir genotipte bulunup bulurmadigs belirlene-
bilir ve antikor 1slahcinin elinde glicli bir se-
ieksiyon araci olarak kullanilabilir,

5. BIYOKIMYASAL METODLARIN HUBU-
"BAT TEKNOLOJISINDE ve BUGDAY KA-
" LITESININ BELIRLENMESINDE KULLA-
NIMI '

5.1, Makarnalk Bufjiday Kalitesinin Befir-
lenmesi '

Cesitli laboratuvarlarda durum bugday ce-
sitlerinde gliadin elekiroforegram bent desen-
leri ile makarnalik kalitesi arasinda dremli
iliskiler bulunmustur.

Fransa'da bir grup arastirmaci (Damidaux
ve ark. 1978) 75 adet durum bugday cesgitinde
spesifik bir elektroforez yontemi ile elde edi-
len protein bantlari dagiim deseni ile gluten-

~ lerinin viskoelastik dzellikierini karsilagtirmig-

lar ve asadidaki sonuglara varmiglardir.

— 45 nolu §— gliadin fraksiyonu kuvvethi
gluten ozellikleri ile baglantih olup, bu neden-
lede bu bantt igeren gesitlerin makarnalarinin
pisme kalitesi yiiksektir.

— 42 molu §— gliadin fraksiyonu ise za-
yif gluten dzellikleri ile bagiantili olup, bu ban-
ti igeren gegitlerin makarnalarinin pisme kall-
tesi dusiiktiir.
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-Bu iligki diinyanin gesitli kisimlarindan ge.
len 113 budday QB$Itlnde {Damidaux, 1979);
Kanada bugdaylarinda (Kosmolak ve ark. ,1980)

ve Avustralya bugdaylarinda da (Du Gros ve -

ark., 1982) dogrulanmigtir.

Ayrica makarnalik bugday gesitlerinin kali-
te potansiyeli ile ilgili olan tim elektroforetik
protein bilesenlerini kodlayan genlerin 1 B
kromozomunun %sa kolunda (1B;) bulundugu
belirtitmistir (Autran ve ark,, 1981). Daha son-
ra Burnouf ve Bietz (1984) 42 ve 45 nolu bant-
jar ve durum bugday kalitesi arasindaki iligkiyi
HPLC teknigi ile de belirleyip kaliteli gegit ve
hatlarin bu tekniklede kolay ve hizli sekilde
belirlenebilecedini bildirmiglerdir. ‘

5.2. Elaneklik Bufday Kalitesinin Belirlen-
mesi

Jel filtrasyon yontemi ile bufday protein-
leri incelendiginde yodurma siiresi uzun ve ek-
mekiik kalitest yiiksek olan cesitlerin yiiksek
molekiil agirhdina sahip glutenin fraksiyonunun
kalitesiz gesitlerinkinden daha fazla oldudu ce-
sitli arastirmalarda géritimistir (Huebner ve
Wall, 1976). - :

Bir grup Hollandali arastirmac: yiksek mo-
tekiil agirigina sahip bujday gluteninin Hrnek-
lerini SDS_ PAGE ybntemi ile inceiemis ve
3410 subunit kombinasyonu ve 27 subunitinin

ekmekiik kalitesi Gzerinde kesin ol:arak pozitif
etkisi bulundugunu belirtmislerdir (Moonen ve
ark., 1983). Fransa'da iki aragtirmacida 70 bug.
day cesitinde elektroforezde gesitli protein
bantlan ile alveograf deferlendirme kriterleri
arasinda onemlj iligki bulmus ve W ve L deger.
leri ile arasinda pozitif iligki bulunan protein
bantlarim ihtiva eden gesitlerin ebeveyn olarak
kullanilmas1 ile kalitenin artiriabilecedi sonu-
cuna varmislardir (Branlard ve Dardevet, 1985).

6. SONUG

Bu yayinda hububat islahinda ve kalitesi-
nin belirlenmesinde kuilanim anlatifan biyo-
kimyasal ydntemler ayrica gida ve yem kontrol
laboratuvariarinda hile ve karigmmen belirlen-
mesinde kullanilmaktadir. Ornedin bu yéntem-
ierle bugday ununa karigtinlan ¢avdar unu, ma-
karna yapimmda kullanilan durum buddayma
kangtirilan ekmeklik bugday belirlenebilmekte.

- dir (Felliet ve Kobrehel, 1974).

Sonug olarak ,uzun zaman gerektiren v'e
pahali olan 1slah caligmalarinda hassas ve tek
tanede dahi uygulanabilen biyokimyasal yon-
temlerden gelecekte yaygin olarak yararlemla-
caktir. Bu ybntemler ayrica genetik farkliligin
$6z konusu oldufu diger ¢alisma alaniarindada
analiz yontemi olarak klasik analiz yontemterini
desteklevici ve pekigtirici rol oynayacaktir.
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