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1. GIRi§ .

insan beslenmesinde yararlanilan en 8nem-

li Uriin hububattir, Artan niifus ile birlikte birim

-glandan elde edilen hububatin miktarini artir-
mak igin uzun wyillardir islah calismalar sigrl-
diiriilmektedir, 1slah ¢aligmalanirda verim arti-
smun yamnda isleme ve besleme kalitesini. de
artrmak, sor yillarda temel 1siah amaglarindan
birt olmustur. -

istah galismalart uzun zaman ve emege th-
tiyagc gbsteren pahall galigmalardir, Bunun te-
mel nedeni genetik varyasyonun fazla olusu ve
islah edilmesi gereken bazi karakterlerin gev-
resel faktorlerden etikilenmesidir. Ozellikle son
15 yil igerisinde bilimde gorillen gelismeler
deha kisa siirede sonug verebilen islah calis-—
malarini giindeme getirmigtir.  Bitki 1slahinda
“yeni beklentileri berabeninde getiren gelisme-
ler daha gok biyokimyasal teknikler, molekiiler
biyoloji, genetik mithendisligi ve biyoteknoloji
gibt calisma alanlarinda ofmustur.

Bu makalede, sory yillarda hububat 1slahin-
da yararlanilan yenj tekniklerden bazilarina yer
verilecek ve 1slah programlarinda ku]lamlma
potansiyelleri irdelenecektir,

2. BAZI GENETIK MARKORLERIN HUBUBAT
ISLAHINDA KULLANIMI ‘

2.1. Proteinlerin Markér Olarak Kuflanimi
2.1.1. Depo Proteinleri

‘Hububat depo proteinlar
sonra degismeden endospermde depolandikia-

rindan, hububatin kalitsal karakterlerini direkt -

olarak yansitmaktadirlar, DNA, tiim canlilarda
bu kahtsal karakterleri kontrol eden genlerin
yapistm olugturmaktadir, Hilcre bélinmesi si-
rasinda ¢ift zincirli DNA molekiiliniin kopyas!
yapilmaktadir (DNA replikasyonu), Bu DNA'lar
- kalip olarak kullamlarak mRNA'lar elde edilir.
Daha sonra cekirdekten -stoplazmaya gegen
- mRNAann bazi dizilisi sentezlenecek  olan
proteinlerin amino asit dizilimini yonlendirir,
Boylece elde edilen proteinin amino asit dizi-
lis sirasi genlerdeki baz dizilis sirasi ile belir-

‘baslanmistir, Bu ydntemler elektroforez,

sentezlendikten

lenmis olur, Yani depo protem}emndekl amino
asit dizilis sirasi DNA'daki baz dizilis sirasina

" direkt olarak bafili bulunmaktadir. Bu nedenle

proteinler genetik vapmin direkt olarak ifade
edildi§i makromolekiiller olup kahtsai karak-
terlerin incelenmesinde kullamimalarn mimkiin-

diir. )

Proteinlerin bu dzellilderinden yararlanabil-
mek igin birgok teknikler gelistirilmisti. Bu

tekniklerin kullanilmasr ile genetik yapt hak-

kindaki fikir sahibi olunabilmektedir, Son yi-

. larda” hububat 1slah programlarinda, proteinle-

rin gesithi dzelliklerine géire ayimmini esas alan
birgok biyokimyasal yontemler kullamlmaya
i HPLC
(High Pressure Liquid . Chromotography), im-
miinolojik teknikler ve protein dizilim analizle-
ridir. Proteinlerin dzelliklerinin bu yb'-nten""n'!erie
saptanab’lmiesi igin Once ekstrakte, izole ve
prufiye edilmeleri gerekmektedir: Bu yoéntem-
lerden hububat rslahinda ne sekilde yararlanil-
didi a$a§1dé ozetlenmeye galisiimistir, '
2.1.1.1, Biyckimyasal yﬁﬁtemlerle gesit
identifikasyonu '

Bugday ve arpa 15lah programindaki hatla-
rin ve gesitlerin - genetik olarak aywminda en
yaygin olarak kullanilan teknikler elektroforez
ve HPLC'dir {BIETZ, 1987},

‘Protein “gibi biyolojik polielektrolitler net

ytk, sekil ve molekiler biiyiiklik gibi dzellik-

fer bakwmndan farklillk gdsterdiklerinden elekt-
rik alarinda veya gesitli ayiim  ortamiarinda
farkh mobilitelere sahip olup, bdylece birbirle-
rinden ayrilabilmektedirler. Yukanda agiklanan

_yontemlerte gliadin, glutenin, albumin, globu--

lin toplam -proteinden yararlanifarak c¢esitlerin
genettk farkhiligint saptamak miimkindir,

Gesit ayinmunda son yillarda en gok yarar-
lanilan gliadin elektroforez ydntemidir, Bu ydn-

. temde ilk yillarda nisasta jeli daha sonraki yil-

larda da poliakrilamid jel yaygin olarak kulla- .

- nilmustir (BUSHUK ve ZILLMAN, 1978; WRIG-
LEY, 1982)..

Analizde kullandan jeldexi farkl-
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higin yamnda gradient 'jel‘, izoelektrik fokusing,
iki boyutlu elektroforez gibj yontemlerde kul-
larum sahast bulmuslardr.

Gliadin elektroforezinde oldugu gibi glute-
nin, albumin ve globulin glektroforezi ilede- ge-
sit identifikasyonu mimkiindiir, Fakat albumin
-ve globulinin daha cok tir ayinminda kuflaml-
digh (WRIGLEY, 1982) giuteninin ise elektrofo-
rezden once subunitlerine ayriimasi gerekli-
ginden (BIETZ, 1987 daha az kullamm sahas:
bulduklar: bilinmektedir. Toplam proteinin SDS-
PAGE (sodyum dodesil siilfat - poliakritamid jel

elektroforez) yontemi ile bugday cesitlerinin

-ayiriminda yararh oldudu son yillarda yapilan
- galigmalerda agiklanmishir  (FULLINGTON vd.,
" 1980). '

HPLC ile de yukarida bahsedilen tim. pro-

tein fraksivonlan kullantlarak gesitlerin ve 1s-

lah materyalinin genetik ayiwrmmi mimkiin ol
maktadir (BIETZ, 1983), Bu yéntemin elektro-
foreze gbre daha hassas ve hizlt sonug ver-
mesidir. Her ki yontemde ¢ok ez mikrarda 6r-
nekle ¢ahstimaktadir Bu 6zellik ise, 1s'sh prog-
ramlariun erken generasyon materyaiinde tek

bir bugday veya arpa tanesi ile dahi seleksi-

yon yapabilme imkant yaratmaktadir.

2.1.1.2. Bugday Kalitesinin Biyckimyasal
© - Yontemlerle Saptanmasi

Elektroforez ve HPLC kullamlarak baz épe--'

sifik bant ve pikier ile bugday kalitesi -arasin-

“da iliskiler bulunmustur, Bu iliskilerden yarar-

lanilarak bugday islah  programlarinda kalite
agisindar genetik potansiveli yiksek cesit gé-

flistirilebilmektedir, Klasik islah programlarinda

. ¢esitx gevre -inn-teraks‘iyonl-arl nedenile genetix
potansiyel tek bir drnekle saptanamazken, bu
ozellik biyokimyasal ybntemlerle saptanmakta
ve genstik farkliliklar somut bir sekilde ortaya
konebilmektedir. Gliadin elektroforegram de-
senlerinde bulunan 42 ve 45 mobiliteli. bant-
lar ite HPLC kromotogramlarndaki b ve i pik-
ferinin makarnaltk bugdayda makarna pisme ka-
litesi ile iliskili oldukiari saptanmis olup, 45

mobiliteli bant ile «i» pikinin kuvvetli gluten

kaltesine sahip durum bugdayim, 42 mobiliteli
bent Hle «b» pikinin ise zayif gluten kalitesire
sahip duruem bugdayin temsil ettigi aciklanmg-

tir (DAMIDAUX, 1978; BURNOUF ve BIETZ,
1984), Bu sekilde ancak deneme tarlasindan
ahman orneklerde saptanabilecek olan genetik
potansivel tek bir hububat tanesinde dahi or-

taya konabilmektedir,

Makarpalik buddayda kalitenin e[-ekfroforez '

-bantlart ve HPLC pikleti ile tahmini yaninda

ekmeklik bugdayda da yitksele molekil agrlikh
glutenin subunitleri ilg ekmek kalitesi arasm-
da iligkiler elde edilmistir (PAYNE vd., 1981).
Bu iliskiden yararlanilarak islah programiarin-
da ekmeklik kalitesi bakwmindar genetik potan-
siyeli de biyokimyasal yOntemlerle belirlemek
miimkiin olacaktir. -

. Elektroforez wmg HPLC'nin gesit ayimmi ve
kalite diizeyirin saptanmasinda kullaniimasi,
asagida ana bashklar verilen konularda net
bulgular elde edilmesini saglayacaktir.

— Cesit safligmmn korunmas)

— -8af tohum yetistirme

— Pedigri arastirmasi

— Iskaher haklarinin korunmasy

— Islah programlanndeski hatlarda homo-

‘jenlik kontroli

— Erken generasyonlarda basarih seleksi-
yon. '

Son yilarda elektroforez ve HPLC teknik-
leri ayrica proteinlerin genetik analizi ve tlr-
leri arasi genetlk-iliskileri saptamak amaci ile
de islah programlarinda kullamm sahasi bul-
mustur (WRIGLEY, 1982; PAYNE, 1984).

Proteinlerin Ozellilderinden yarariamifarak
genetik yap! hakkinda bilgi edinmek icin im-
miinolojik yontemler ve protein dizilimj ana-
lizleri de islahci genetikcilerin hizmetindedir.
Her proteinin kendine 6zgl amino asit dizili-
mi ve konformasyonundan .dogan immiinolojik
Bzellikleri vardir, Yani bir proteine kars: olu-

san antikorlar baska proteinleri tanimazlar ve

bu ozellikten yararlanilarak farkh proteinler
birbirinden ayrilabilirler. Qzel antikorlar kulla-
nilarak bir proteinin bir bitki ekstrektinda bu-
funup bulurmadidi ve bulunursa ne miktarda
bulundugu belirlenebilir, Cok spesifik antikor-
lar. allelik Uriinleri. yani birbirinden sadece bir
zmino asit farki olan ki proteini bile -ayirabi-
lir. Bu agidan spesifik antikorbar elektroforez
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. ve benzeri yontemlerden daha gliclidir (DAUS-
SANT ve SKAKOUM, 1983). En yaygin olarak
kutlamilan immiinolojik testlerden birisi ELISA

(Enzyme- Lrnked !mmunosorbent Assay} testi-

dir.

2.21 zoenzimler
JB!IkHEr arasindaki genet;k b:yoklmyasal

ﬁuzyolowk b, farklihklan kalitatif ve kantitatif .

olarak belirlemede markér olarak kullanilabile-
cek protein gruplanndan 'bmsl de izoenzimler-
dir, Izoenzim terimi, bir enzimin aym organiz-
mada bulunan ve suwbstrat spesifitesi ayn we-

Ya benzer olan formlarint ifade eder. Esteraz-

“enzimleri gibi baz izoenzimler bu amagla yay-
gur olarak kuMamlmaktadir (WU vd., 1984).
izoenzimtenin genetik gahsmalarda kutlanmmin
siirlayan bir Szelligi, elektroforez bant de-
senlerinin dokulara ve bitki gelisim donemi-
ne bafll olarak varyasyon gésterebilmesidir.

En az varyasyon geng bitki yapraklarinda

goritdiginden, bu dokular genetij ¢alismalarda
en uygun bitki béliimii olarak kabul edilmek- -
tedir. Bu amacla artiimamis  ekstrakt iginde .

bulunen proteinler elektroforetik olarak risas-
ta ve poliakrilamid jeller Gzerinde ayrilirlar.
Elde edilen. jeller, spesifik enzim aktivitesi

‘iktiva eden zonlar gériiniir hale déniistirmek -

amaciyla 6zel boyalarla boyanr, Boylece elde
edilen bilgiler yorumlanarak genetik farkliik
ortaya konulmaya galisilir. ‘

2.2. Restriksiyon Enzimler] ile Kesilen DNA
‘Pargalarinin ‘Marksr Olarak Kullanim

RFLP (Restriction Fragment Length Poly-
morphism) adindan da anlasacadt iizere DNA
mn tip il estriksiyon éndoniikieaz enzimterin-
ce kesiimesi sonucu elde edilen parga hiviik-
. liklerinin farkhlik géstermesi esasina dayanir.
Farklilgin ortaya gitkmasiniy nedeni ise DNA
dizilimindeki spesifik  farklthklardir. Enzimle

kesme sonucit elde edilen DNA parcatar: elekt-

roforez dle biyuklikierine gore ayriir ve. bir
filtre ka§idina aktaritarak immobilize edilir.
. Daha sonrg radyoaktif etiketli bir DNA probu
fle hibridize edilir ve otoradyografi ile'gt‘}rﬁ-
nlir hale. getirilir. RFLP. analizleri ile, probla
homolog olan veyé buna bitisik olan DNA di-
zilimlerindeki varyasyon izlenebilir (BECK-

MANN wve SOLLER, 1986: LANDHY ve MICHEL-

'MORE 1987},

'RFLan bazi avantaj ve szavantaJIarl
vardir, RELP ile protein markérlerinin aksine,
kromozomlar lzerinde protein sentezinde kul-
lamimayan bélgelerdeki varyasyon da iztene-.
bilir. RFLP markérlerinin sayisi simirh’ degildir.
Clinkii, kopya sayis) az olan DNA pargalarin-
dan k[on[anan herhangi birisi prob olarak lul-
tanilabilir ve herbir prob igin birka¢ restriksi-
yon enzimi. denenebilir. Oldukga yakm akraba
bireyler arasindaki varyasyon RFLP ile izlene-
bilir, RFLP'nip doku spesifitesi hakkindd he-
niiz bir kayit yoktur, Fakat RFLP calismalarin-
da gerekh olan DNA hazirlama  yéntemleri
$de|fllk, izoenzim- ve depo proteini analizle-
rinde gerekli olan kaba protein ekstraisiyon-.
larindan daha zaman alict ve zordur. Bu durum
RFLP ile incelenebilecek blrey sayisin azalta-
bilir,

Yukarida bahsedilen iic #nembi  markér
grubu disinda daha birgok markér grubu mev-
cut olup bunlar bitkiler diginda, &zellikle
mikroorganizmalarda yaygin olarak kullanil-
maktadir. Bunfara drnek oldrak mitokondriyel
DNA'ter bazi ilaglara kars: gosterilen dlregli- ‘
lik ve auxotroplc mutantlar sayilabilie,

ikinci bdlimde incelenen markdrler, tiim
gelismis rslah programlarinda kullamim sahasi
bulmustur, Bitki islahinda, genetik mihendis-
ligi tekniklerinden yararlanilarak farkl: kaynak-
lardan gen aktarimi gibi gesitli temel aragtir-
malar devam etmekte olup, bu arastirmatar
kesin sonug verdikten sonra uygutamals arag-

_trrmalar yapan bitki 1slah enstitiileri de bu ko- -

nularda: galisahilecektir. Bu alanda cahsan uz-
manlarca genetik materyalin ustaca manpllas-
yonu klasik bitki 1slah tekniklerine ¢ok Gnemli
katkilarda bulunma potansiyeline sahiptir. Or-
nedin_rekombinant DNA (rDNA) - teknolotisi we
protoplast fiizyonu gibi gesitli tekniklerin &nii-
mizdeki yillarda bujday ve diger tahilarda
agronomik Ozellikleri bozmadan protein mik-
tari ile isleme ve besleme kalitesini yiikselt-
mek amacryla kullanilabilscedi iimit edilmek-
tedir. Bu alandaki arastinmalardan bitki |slah-

* cilartin Sntimilzdeki yillarda yararianabileceqi

son gelismeler (giincli bolimde dzetlenmistir.
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3. GENETIK MOHENDISLIGi ve HUBUBAT
ISLAHI ‘

Genetik mithendisligi alamindaki gelisme-

ter, bir bitki genomuna genetik bilgl ilave etme
ve daha sonra bitki doku ve hilcre kiitlrin-
deki yenilikler yardimiyla gen aktanlan  tek
hilcreden yeni bitkiler Uretme imkant ortaya
grkarmis bulunmaktadir, Protoplast (hucre du-
“varsiz bitki hiicresi) eldesi igin = geligtirilen
yontemler bitkilerin bu sekiide dénistiriilme-
sinde (transformasyon} @nemti bir adimdir.

Ayrica restriksiyon enzimleri ile uret;len DNA -
sistemler klullamlarak ‘

pargalarnnin bakteriyel
fonksiyonel DNA halinde klonlanabilmest, do-
nistiriibmis (transgenic) bitkilerin yaratilabil-
mesi icin teme! geregleri saglamistir, B4 alan-
daki gelismelenip en dnemlisi ise dogada mev-
cut olan ve bitki hiicrelerine kendi DNA'sim
stabil olarak sokabilen bir bakterinin  {Agro-
bacterium tumefaciens) kullanimasi ile ortafya
kst (Jaworski, 1987). Agrobacterium tu’
mefaciens timér olusturan (tumor inducing =

Ti) bir plazmid icerinki bunun dogal formu bit-

killerde kék taci tumor!wer: olus’:wrur Ti plaz-
midi DNA'sinig kiiclk bir bolimind (T-DNA)
déniistiriilecek olan hiicreye aktararak onun
gekirdegindeki DNA'ya stabil olarak katabilir.
Arastirmacilar Agrobacternum un bu ozelligini,

genetik mihendisligi teknillerinden yararlana -

rak Ti plazmidini yararh bir vektore dondgtiir-

mekte kullanmuslardir, Bu uygulamada bitkiye -

aktarilmak ‘stenen genin yamsira, daha sof-
raki agamalarda gen aktarimis hicrelerin se-
cimini kolaylagtirmak igin ‘kanamycin veya di-
Jer bir antibiyotige - dayanuklilllk saglayan gen
de birlilte sdz konusu bakteriye aktanir. Daha
sonra elde edilen bakterilerle, doniistin ilmek
istenen bitki enfekte edilerek yabanci gen bit-
*i. genomuna aktariimaktadir,  Bitki 1slahinda
yeni ufuklar agan bu uygulamalarla énemli bazi
bagarilar elde edilsede heniiz emekleme ase-

mastnda ohu‘p, temel arastirmatar _$e|klmde .

yuritiimektedir. Bu konudaki en blyiik eksik-
lik bitkilerin biyokimyasal we molekiiler “biyo-
loji duzeymd‘ekm temel ozelliklerinin yeteri ka-
dar bilinmeyisidir, Fakat bu alandaki gelisme-
ler bitki gen yapilarum, organizasyon ve fonk-
siyonlarini belirlemede; énemli bazi korakter-
terg ait genlerin saptanmasinda, izole edilme-

sinde wie karakterizasyonpnda; bu genlerin veya
firiinterinin markdr olarak kullanilabilme imkan- -
tarimin aragtirilmasinda Snemli katkida uluna-
caktir. A. tumefaciens le yapilan bu galigma-
larin tifk bagaril sonuglari dikotiledonlardan ‘el-
de edilmistir, Clnki bu bitkiler Agrobacterium
e asilanmaya duyarlidir. Fakat son arastirma-
lar bu calismalarin “tahibarin da dahi! oldudu
monokotiledonlarda da kutlantlebilecegi goster-
mistir . :

Ayrica melekiiler klonlama ve DNA teknik-

" leri bitkilerin binyesinde bulunan proteinterin

(6rnegin bugdey depo proteinleri, izoenzimlet-
vb.) ve ilgili genlerin karakterizasyonunda kel
lanilabilir. Bu amagla incelenmek istenen gene
spesifik- bir prob ve bu geni de iceren DNA
parcaciklarindan olugan bir kiitiiphaneye ihti-
yag vardir. Incelenecek olan DNA parcas! ¢e-
sitli ybntemlerle tesbit edildikten sonra af-
nip daha ilen calismalarda kultaniimak igin
miktarmt artirmak amaciyla bir plazmid vekto-
riine yerleshnlar Klonlanan DNA  bir budday
giladin geni ise, gliadinter lizerindeki arastir-
malarda protein kalites ile gkmeklik kalitesi
aragindaki iliskilerj incelemekte kullanifabitic
(Hedgeoth, 1985].

‘Proteinlern amino asit dizitiminin belir- -
lepmesinin oldukca glc ve zaman alici olmar
sma karsm DNA baz dizilimlerinin belirlenme-

si daha kolaydir. Ayrica baz dizilimine bakarak
buna tekabll eden amino asit dizilimi de bulu-
nabilir, Omegm baz) gliadinlerin amino asit -

_dizilim swrasi kendilerini kodlayan genin baz

dizilim stras crkartilarak belirlenmistir (Raflas-
ki vd, 1984). Amino asit dizilimi gerek kod-
layan genden, gerekse de proteinin  kendisin
den grkardsin bu primer yapiya hakilarak sbz
konusu proteinin mimkin olan sekonder wve .
tersiyer yapuari hakkinda tehmin ylirdtlebilir.
Omegin bu bir gliadin proteini ise benzer bul—
gular diger bufiday proteinlerinin yap;larl han-
gi noktalardan jnter-veya intra-molekiler disii-
fit baglantisi yapabilecekleri gibi  konularda
fikir vereceltir. '

Bunlarm diginda, bir g’eﬁ iizerinde mMRNA
sentezi veya herhangi bir protein sentezinin,
hitki geligiminin uygun bir devresinde yapilma-

- sagllayacak sinyal dizilimlerinin bulunmas!
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ve karakterizasyonu klonlanari genlerin in vivo
~ve in vitro cahsmalarinda  yararll  olacaktir.
Spesiftk bir protein Grnegin bir gluten proteini
hakkindaki bilinmeyenler bu proteini kompleks
. bir -ka:r|$|*mdan purifiye etmek yerine tek basgi-
na {retmek suretiyle daha kolay g¢dziimlenir,
Bugday tanesindeki gliadin kompleksi - iginde

40-100 tip ferkl: gliadin oldugu tahmin edil- -

mekte olup bunlar birgok ozellikier bakmmin-
.dan_ benzerlik gdsterirler (alkolde c¢dziniirlik
-vb.}. Bu nedenle karigimdan saf olarak elde
edilmeleri glictir, Tek bir tipteki gliadin, ilgi-
i geni. | bir vektdr vasitasiyla “bakteri veya ma-
ya bilnyesine sokup sonra bunlarin besi orta-
minda codaltiimas: ile saf olarak 'iiretilebilir.
Bu yaklagimla bir takim amino. asitleri mutas-
yonta cikarilms veys degistinilmi sproteinler

de c,‘dg'altllabilir, Degistirilen bu proteinler ise -

degisimin jyapl ‘ve teknolojik dzellikler {izerin-
“deki etkisini incelemek amaciyla kullanifabilir.

Ornegin bazi gluten proteinlerinin amino asit
dizilim siralar bikinyorsa bunlann  ekmekik '
kalitesini bozmadan esansiyel amino asitlerden
lisinin proteine hangi noktada sokulabilecegi
tahmin edilebilir. Dogal haldeki- veya modifi-
ve edilmis tek tipteki gluten proteinleri klon-
laarak mikroonganizmalarda tretilip izole edil-
dikten sonra ekmeklik kalitesine etkis| ince-
lenebilir. Oniimizdeki yillarda temel ve uygu- .

_lamali arastirmalarin sonuclarina dayanarak bu
- proteinlerin daha iyl formlan tasarianip, bun-

larin genleri tekrar tetraplmd veya hekzaplo:d
bugdaylariy biinyesine -verilebilecektir .
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