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Selcuk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dal
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2006, 30 sayfa

Jiiri:Doc¢. Dr. Hiiseyin DURAL

Prof. Dr. Kuddisi ERTUGRUL

Yrd. Do¢. Dr. Emine ARSLAN
Bu c¢alismada, Konya bolgesindeki Vicia L. (Leguminosae) tiirlerinin tohum depo
protein profilleri SDS-PAGE yontemi ile belirlenmistir. V. cracca subsp. stenophylla, V.
canescens subsp. gregaria, V. caesarea, V. erviliae, V. peregrina, V. sativa subsp. nigra var.
nigra, V. narbonensis var. narbonensis, V. galilaea ve V. faba tiirleri arasindaki genetik
uzakliklar hesaplanmis ve Sintax Jaccard bilgisayar programi ile dendrogramlari ¢ikarilmistir.
Vicia tiirleri arasinda polimorfizm SDS-PAGE yontemi kullanilarak belirlenmistir. V.
narbonensis var. narbonensis ve V. galilaea Tiirkiye Florasi’'ndaki gibi birbirine oldukca
yakin bulunurken ayni grupda yer alan V. canescens subsp. gregaria ve V. caesarea diger
Vicia tiirlerine olduk¢a uzak bulunmustur. Protein profili Vicia tiirlerinin siniflandirilmasinda

morfolojik incelemelere ilave olarak faydali bulunmustur.

Anahtar kelimeler: Vicia, SDS-PAGE, Protein profili



ABSTRACT
Master Thesis

DETERMINATION BY SDS-PAGE OF SEED PROTEIN PROFILE OF
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2006, 30 Page
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In this study, seed store protein profiles of Vicia L. (Leguminosae) species were

determined by SDS-PAGE methods in Konya. Genetic distances between V. cracca subsp.

stenophylla, V. canescens subsp. gregaria, V. caesarea, V. ervilia, V. peregrina, V. sativa

subsp. nigra var. nigra, V. narbonensis var. narbonensis, V. galilaea and V. faba species were

calculated and dendrograms were obtained with the Sintax Jaccard computer program.

Polymorphism between Vicia species were determined by using SDS-PAGE method. While

V. narbonensis var. narbonensis and V. galilaea species are found rather close each other as

determined by Davis in Flora of Turkey, V. canescens and V. caesarea that place in same

group are founded rather far to other Vicia species as genetically. Protein profilling was

founded useful method as an addition to the morphological investigations in the classification

of the Vicia species.
Key words: Vicia, SDS-PAGE, Protein profile
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ONSOZ

Bu ¢alismada SDS-PAGE yontemi ile Vicia cinsine ait V. cracca subsp. stenophylla,
V. canescens subsp. gregaria, V. caesarea, V. ervilia, V. peregrina, V. sativa subsp. nigra
var. nigra, V. narbonensis var. narbonensis, V. galilaea ve V. faba tiirlerinin birbirine olan
yakinlik derecelerini ve tiirler arasi polimorfizmin derecesini ve SDS-PAGE tekniginin
sistematik a¢idan 6nemini incelemeyi amagladik.

Tez calismam sirasinda bilgi ve deneyimleri ile bana onciiliik eden, calismalarimi
biiylik bir titizlikle yiirliten ve higbir yardimi esirgemeden yetismemi saglayan tez
danigmanim Sn. Dog¢. Dr. Hiiseyin DURAL'a ictenlikle tesekkiir ederim. Biitiin
caligmalarimda manevi destegini higbir zaman esirgemeyen Sn. Prof. Dr. Kuddisi
ERTUGRUL’a, laboratuar ¢alismalarimda beni higbir zaman yalniz birakmayan Sn. Yrd.
Dog¢. Dr. Emine ARSLAN’a, tez yazimimda bana yardimci olan Sn. Ars. Gor. Atilla
ARSLAN’a ve arkadasim Mehmet DEMIRALAY a, sabir ve dzveriyle daima yanimda olan

aileme tesekkiir ederim.
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1. GIRIS

Calisma materyalini olusturan Vicia L. cinsi’ne ait taksonlar Leguminosae
familyasi i¢inde yer almaktadir. Leguminosae familyasinin iilkemizde 69 cinsi vardir
ve bunlara ait takson sayist 1128 olup, endemik tiir takson saysi 375’dir. Endemizm

orant %39.1°dir. Vicia L. cinsine ait tiir sayis1 87°dir. Bunun 5 tanesi endemiktir.

Endemizm orani %8.5’dir (Davis 1988).

Vicia L. cinsinin birgok tiirii (V. sativa, V. faba, V.ervilia vb...) lilkemizde
kiiltiire alinmistir ve halen tarimi yapilmaktadir. Bu cinse ait tiirler arasinda oldukga
yuksek varyasyona rastlanilir, homolog varyasyon olduk¢a yaygindir, tiir alti

kategorilerdeki birey sayist da oldukea yiiksektir (Davis 1970).

Vavilov (1950), Tirkiye’'nin Adi figin (Vicia sativa L.) gen merkezi
oldugunu belirtmektedir. Tamkog¢ ve Avci (1997), yabanci kdkenli fig hatlar
tizerinde yapmis olduklar1 caligmalarda, hatlar arasinda bazi 6nemli Ozellikler
bakimindan farkliliklar oldugunu ve bunlardan faydalanilabilecegini ortaya

koymuslardir.

Legume tohumlari, yiiksek protein miktari (20-50%) nedeniyle insan ve
hayvan beslenmesinde 6nemlidir. Protein miktari, geleneksel temel iiriinlerden ¢ok
fazla etkili ve tahil tohumlarinda bulunan seviyenin iki katidir (Ustimenko ve
Bakumovsky 1983). Kuru legumeler, diinyanin bir¢ok yerinde, giinliik besinin
Oonemli malzemesi ve az gelirli insanlar i¢in ¢ok Onemli gida kaynaklari kabul
edilmektedir (Bressani ve Elias 1979). Leguminosae tohumlari, diger tirtinler ile sira
ile ekildigi zaman, baz1 ¢evresel sartlar altinda zararli ot hastalik ve zararli seylerin
olus derecesini azaltir ve toprak verimliligini artirabilir (Mwanamwenge ve ark
1998). Bugiin Avrupa’da bakla ikinci yaygin olarak yetistirilen legume kuru
tohumudur. Avrupa, diinyanin dordiincii en biiytik tireticisidir (FAO 2003).

Olgun bakla tohumlari, protein, nisasta, selluloz ve minerallerin iyi bir
kaynagidir. Bakla, bakir, nikotinik asit, folat ve vitamin C ihtiva eder. Beklenildigi
gibi bunlarin besleyiciligi ¢ok fazla 6zellikle vitamin C, taze taneler i¢inde kurudan
fazladir (Hamilton 2005) Bakla gelecekte insan ve hayvan gidasi i¢cin dneme sahip

bir Uiriindiir. Gergi baklanin diinyada 80°den fazla farkli tipinin, sadece 18’1 (6rnegin,



soya, kuru fasulye) yaygin olarak ekilebilmektedir (El-Tabey Shehata, 1992).
Yiiksek mahsul verme, kiiciik tohumlar, daha c¢cok besinsel faktorler, yiiksek
adaptasyon yetenegi, modern tarimla, cift¢iler, yem ve yiyecek fabrikatorleri i¢in bu

bitkiyi daha ¢ok ¢ekici yapabilecek (Duc 1997).

Bununla beraber bakla bat1 iilkelerinde daha az tiiketilmistir. Onlar, Afrika,
Asya ve Latin Amerika’nin fazlasiyla protein ve enerjide tek ana kaynagi olmustur.
Bakla, pahali et ve balik proteinine iyi bir alternatifdir. Onlarin cazibeli noktalart,
depolama Omriiniin uzunlugu, ulagimlarinin kolaylig1 ve c¢ifteiler i¢in ucuz fiyati

olmustur (Haciseferogullar1 ve ark. 2003).

Tiirkiye’de 1999°da, 21.000 ha ekilebilmistir. Toplam verim 39.000 ton ve
verimlilik 1856 kg/ha olmustur (SST 2000).

Bir¢ok tohum tabanli siniflandirma sadece tohum morfolojisi iizerindeki bir
ka¢ ozellige (sekil, renk, hilum uzunluk bagintisi, hilum sekli vb.) baghdir. Bu
ozellikler tiirde genellikle ortaktir. Bu sebeptendir ki, tarlada yetisen Vicia
orneklerini teshis etmek icin yaygin bir sekilde kullanilmistir (Piergiovanni ve

Taranto 2005).

Nicel ve nitel protein analizleri, metabolizmanin isleyisi hakkinda nemli
ipuclart sagladigindan, canli ile iliskili tiim temel bilim dallarinda biyiik yer

tutmaktadir (Temizkan ve ark. 2004).

Yapi-fonksiyon-regiilasyon ile ilgili arastirmalarda ve baz1 aktivite
belirleme ¢alismalarinda saf proteinlere gereksinim vardir. Ayrica gesitli endiistriyel
tiretim siiregleri ancak ileri derecede saflastirilmis proteinlerle yiiriitiilebilmektedir

(Temizkan ve ark. 2004).

Kolay ve iiretken bir metod olan tohum proteinlerinin elektroforetik analizi,
giivenilir tohum analizi ve ¢ok 6nemli iirlinler icin mevcut olan birgok ilgili literatiir
icin genellikle denendi. Baz1 Vicia tiirlerinin ayirim yapilmasinda poliakrilamid jel

elektroforezi kullanilmistir (Perrino ve ark. 1987; Lucchese ve ark. 1997).

Poliakrilamid jel teknigi, tiirleri ve kiiltiirleri belirlemede degerli bir aractir.

Poliakrilamid jelin bize sagladiklart;



Her bir tiiriin taksonlar1 arasinda varyasyonu teshis etmek, kiiltiirlerin daima
artan sayilarinin safligini korumak, kolleksiyon i¢inde iki veya daha ¢ok morfolojik
olmayan 6zdes ¢ogalmalar olup olmadigini aynm elektroforetik teknik ile aragtirmak,
liriin liretiminin ¢ogalmasi ve miktar saptanmasi tedarik edilerek yabani akraba ve

elde edilen soyun 6nemli 6zelliklerini kullanmakdir (Sammour 1991).

Tohum depo proteinlerinin elektroforetik markirlar1 kullanilarak; kiiltiirler
arasi teshis etmeyi, tiir kimligini kontrol etmeyi, biyosistematik analize yardim
etmeyi, tiirlerin filogenetik akrabalik iligkisini arastirmayi saglar. Ayrica,
tamamlanan degerlendirme ile ilgili bilgi meydana getirmek ve giris bilgisi ile ona
uyarak germplasm koleksiyonlarinda materyalin genetik cesitliligi bilgisini artirmak

saglanir (Sammour 1991).

Bu ¢alismada SDS-PAGE yontemi ile Vicia L. cinsine ait, V. cracca subsp.
stenophylla, V. canescens subsp. gregaria, V. caesarea, V. ervilia, V. peregrina, V.
sativa subsp. nigra var. nigra, V. narbonensis var. narbonensis, V. galilaea ve V.
faba tiirlerinin birbirine olan yakinlik derecelerini ve tiirler arasi polimorfizmin
derecesini ve SDS-PAGE (Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi)

tekniginin sistematik agidan 6nemini incelemeyi amagladik.



2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Leguminosae Familyasmin Ozellikleri

Odunsu yada otsudurlar. Yapraklar, alternate diziligli, genellikle stipullu,
bipinnate, basit pinnate, digitate, trifoliate yada basitdir. Cicekler, actinomorf yada
zygomorf simetrilidir, hypogin (ovaryum iist durumlu) yada bazen perigin (ovaryum
alt durumlu) dir. Genellikle hermafroditdirler ve rasem halindedirler. Spika yada
umbel yada tek tek cikarlar. Sepal (4-)5. Petaller (1-)5, kanat yada imbricate seklinde
birlesmis bazen serbest yada nadiren kismi olarak yakinlagsmistir. Stamen 4- cok,
genellikle 10, hepsi bir tiip seklinde birlesmis (monodelphous) yada en iistteki
stamen ayr1, digerleri tiip seklinde birlesmis (diadelphous) dirler. Bazen de hepsi
serbest olabilir. Karpel 1 superior, marginal plasentalanma vardir. Meyva bir legume
dir (Hem ventral hem de dorsal olarak birlesmis uzunca acgilan bir meyvedir).

Tohumlar bir yada daha ¢oktur (Davis 1970).

2.1.1. Vicia L. Cinsi Ozellikleri

Tek wyillik, iki yillikk ya da c¢ok yillik bitkilerdir. Salgi tiyleri yoktur.
Govdeleri kanatsiz, siksik tirmanicidirlar. Yapraklar genellikle paripinnat ve tendril
yada bir mukro ile sonlanir. Yapraklar nadiren imparipinnatdir. Yaprake¢iklar bir ya
da cok ciftten olusur. Yaprak kenarlar1 diiz ya da nadiren dislidir. Damarlanma
anastomosing’dir. Stipul diiz ya da disli, koyu nektarium bdlgeleri olabilir yada
olmaz. Cigekler, bir aksilden ¢ikan rasemdir yada tek tek cikar. Kaliks diizenliden,
iki dudakliya kadar degisebilir. Kalikste kese olabilir. Kaliks disleri esit uzunlukta
olabilir ve yapraksi degildir. Cigekte kayikcik, bayrake¢ilarla birlesik yada ayriktir.
Stilin tepe kismi pubescent tiiylii yada sadece asagi kismi lizerinde sakalsi tiiyler
vardir. Bazen de, nadir olarak sadece iist kisminda bir hat halinde tiiy vardir. Tiiysiiz
de olabilir. Legiim (meyva) asagi yukari basik, bir yada ¢ok tohumludur. Meyva
kabugunun birlesme yerleri kanatsizdir. Tohumlar hemen hemen kiiresel, bazen

basik, hilum ¢ogu zaman uzuncadir.

Bu cins Lathyrus ve Lens’ten ¢ok zor ayrilmustir. Ozellikle Faba

seksiyonunda bulunan tiirler Lathyrus’a benzerlik gosterir. V. crocea yanlislikla



Lathyrus aereus olarak tanimlanmistir. Bu cinsin ¢ogu tiirii hem g¢evresel
farkliliklardan hemde genetik olarak oldukga yiiksek varyasyon gosterirler. Homolog
varyasyonu genis yayishdir.

2.1.1.1. V. cracca L.

Zayif, ¢cok yillik, dik veya tirmanici, hemen hemen tiiysiiz ya da tiyliidiir.
Yaprakgiklar (5-) 8-16(-20) ¢ift 0,8-4 cm boyunda ovat oblang’dan lineara (ipliksi -
seritsi). Stipullar zayif semihastate yada hemen hemen diiz olabilir. Tendriller
dallanmistir. Pedinkul kisa yada yapraktan uzundur. Rasem 10-40 ¢igekli yogun yada
gevsekdir. Cigekler 13-18 (-20) mm, menekse yada lilak rengindedir, nadiren
beyazdir. Kaliks 3-6 mm, hemen hemen gibbous genellikle morumsu, en asagidaki
dis kisa olabilir yada kaliks tiipiinden ¢ok az uzundur. Standart ayasi claw ile ayni
boyda olabilecegi gibi iki kat1 kadar da olabilir. Style yanlardan bastirilmistir. Legiim

(meyve) 20-30 mm her zaman tiiysiizdiir. Tohumlar birden fazladir.

Cok polimorfizm gdsteren bu tiirli, 6zellikle kalitsal varyasyonlardan ve
fenotipik esnekliklerinden dolayir ayirt etmek ¢ok zordur. Bu kompleks en fazla
varyasyonu Balkanlar’da, Anadolu’da ve Kafkasya’da gosterir Tiirkiye i¢in 5 tane alt
tir tammmlanmistir. Bunlar subsp. cracca ve subsp. stenophylla birbirinden bariz
farklidir. V. cracca kompleksi Avrupa’da biosistematik ¢aligmalara alindig1 halde bu
grubun Anadolu ve Kafkasya’da bulunanlari igin sitogenetik bir bilgi yoktur.
Asagidaki acgiklama kesin degildir. Katkasya’nin dogu smirlarindan tanimlanan
birkac tiiriinlin durumu kesin degildir. Bunun nedeni ise, tiir kalintilarinin tam
olmamasidir. Bu durum Katkasya’dan tanimlanan bu tiirlerin statiisiinii tartigilabilir

hale getirmistir V. cracca sensu lato 6rnekleri V. villosa ile sik sik karistirtlir.
subsp. stenophylla Vel

Pedinkul ve rasem, diger alt tiirlere gore daha uzundur ve ¢icekler solgun
renklidir. Standard ayas1 clawin 2 katindan daha uzundur. Mavi, lilak yada menekse
mavidir nadiren beyaz olabilir. Yaprak¢iklar 10-40mm. Her zaman paralel kenarlidir.
Meyva, 22-30 mm. Olup bir saptan ¢ikar, uzunca bir sap1 vardir. Bitki dik, pedinkul
4-13 cm. Yaprakgiklar darca seritsi 10-30x0.5-2(-3)mm, ucu acute, ¢ali seklinde



infloresence genellikle gevsek, ¢icekler yayilmis, Standard ayasi, clawin 1.5 kati
kadardir. Meyva oblanceolate dogru meyillidir ve diger alttiirlere gore alt tarafinda

daha attenuate dir.

2.1.1.2. V. canescens Lab

Belirgin, ¢ok yillik, 12-80 cm boyunda dik yada ascending’dir. Az tiiyliiden
yogun tiiylilye kadar, yogun beyaz tiiyliiden parlak tliylilye kadar degisebilir.
Yapraklar tendrilli veya tendrilsiz olabilir. Yaprakeilar 5-12 ¢ift 5-40 mm boyunda,
eliptikden linear-lanceolata kadar degisebilir. Stipullar semihastate veya diiz olabilir.
Cigcek durumu acik bir sekilde 3-18 ¢igeklidir. Pedinkul uzundur. Cigek biiyiik olup
17-25 mm. Biiytikliigiinde lilak ya da menekse mavisidir. Kaliks 6-13 mm. pek belli
olmayan gibbosluk vardir. Kaliks rengi mordur. En alttaki kaliks disi, kaliks tiipiiniin
yaris1 kadardir ya da kaliks tiipli kadardir. Style sirttan bastirilmistir. Meyva
dikdortgenimsi 26-35x 7-11 mm yogun yapisik villous tiiyliidiir. Pilose tiiylii ya da
pubescent yada tiiysiiz olabilir. Meyva kabuklarimin birlesme yeri silli olabilir.

Birka¢ tohumludur.
subsp. gregaria (Boiss & Heldr) Davis

Bitki pilose tiiylii,yesilimsi yada grimsi renkte. Meyva yogun yapisik pilose
tiiylii, pubescent yada glabrous ve meyva zarflarinin kabuklarinin birlestigi yer sili,
yapraklar tendrillidir. Govde 1.5-3mm. ¢apinda diiz yada biikiilmiis hemen hemen
kat1 yapili stipullar, govde genisliginden daha dardir.Yaprak¢iklarin hemen hepsi
linear- lanceolate dir. Asagidaki yapraklar iistteki yapraklardan daha az akut dur.

Govde dik yada ascending-erect dir. Tendriller cogunlukla basitdir.
2.1.1.3. V. caesarea Boiss & Bal

Yogun villous tiiylii, ascending govdeli, tekyillik (bazende tabanda
sertlesmis olabilir) 10-50 cm boylarinda (2-)3-6 cift yaprak¢iklidir. Yaprakgiklar, 4-
15x1-4 mm, oblong-lineardan elliptic - lanceolate uca dogru sivrilebilir. Stipullar
lanceolate - ovate, tendriller basit, pedincullar bazen kisa olabildigi gibi bazende
yapraklardan uzundur. Pedincullar 2-5 ciceklidir. Pedisel geriye dogru kivriktir.
Cicekler 9-12 (-14) mm, iki renklidir. Kaliks 6 mm, belli belirsiz gibbouslu villous



tiiylii ve meyilli bir agz1 vardir. Kaliks disleri en azindan kaliks tiipii kadar fili form -
subulate seklinde iistteki disler alttakilerden ¢cok az uzundur. Standardin ayasi lavanta
mavisi clawinkinden daha uzundur. Alalar ve karina beyazimsidir. Meyva 15-23x4-5
mm boyutlarinda oblong - linear kuvvetlice torulasedur. Meyve tilysiizdiir. Tohumlar
(1-)2-4, hilum kisadir. Besinci - altinci aylarda cigceklenir. Asinmis erezyona ugramis
yamaglarda tarlalarda goriiliir. 800 - 1600 m’ler arasinda toplanmistir. Endemik Ir-

Tur elementidir.
2.1.1.4. V. ervilia (L.) Willd

Tlysilizden az ¢okyapisik pubescent tiiyliiye, tekyillik, 8-70 cm boyunda
diktir. Yapraklar bir mucro ile sonlanir. Yaprakc¢iklar (5-) 8-15(-20)- ciftir, (3-)5-15(-
17)x1-3(-4) mm, darca seritsiden oblong - lansoeolatadir. Stipullar semihastate,uzun
dislidir.Pedinkul 1-4(-5)-¢icekli,¢cicek boyunda yada daha uzundur Yapraklardan ¢ok
kisadir. Cigekler 7-12 mm, lilak pembe, solgun sar1 ya da beyazdir. Kaliks 5-7 mm,
az ¢okyapisik pubescent tiiylii agiz subolique, disler bazen tiipden uzun, esit igne
seklindedir. Standard geriye kivrilmamistir. Karina kayik seklindedir. Legume
(meyva) oblong-linear, 12-25x3-5 mm, bogumludan tesbih dizisi sekline ve ¢ok az
puberulent’dir. Tohumlar 2-4(-5), hilum c¢ok kisadir. Kromozom sayisi 2n=14,
Ucgiincii-altinc1 aylarda cigeklenir. Mese calilarinda, tashk yamagclarda, dag etekleri,
tas y1ginlarinda, tarlalarda, asma bahgelerinde, yol kenarlarinda bulunur. 1700 m’ye

kadar goriiliir. Ayn1 zamanda kiiltiirii de varda.
2.1.1.5. V. peregrina L.

Yapisik puberulent yada pubescent tek yilliktir. 10-70 (-95) cm,
stiriiniicliden dik govdeliye kadar degisir Yaprakeiklar (2-)3-7 ¢ift 5-35(-40)x 0,5-5 (-
6) mm darca linearden oblanceolate kadar yada darca cuneate dan, tabanda incelen,
retuse den praemorse (¢entikli) ye, bazen acuminate yada obtuse olabilir. Stipullar 3-
4 mm semihastate bazen de iki parcalidir ve subulate (ignemsi) dir. Ust tarafi
lanceolatedir. Tendriller basit yada dallanmis olabilir. Pedinkul belirsiz, pedisel
kaliks kadardir. Cicekler 1 (-2), mavi ya da bazen siit beyazidir (10-) 12-21 mm
Kaliks 6-9 mm’dir. Bazen kaliks dudagina yonelmis bir gibbosluk olabilir. Kaliks

disleri hemen hemen tiip kadar olup lanceolate - acuminatedir. Standart ayasi



yaklagik clawn 2 katidir. Meyva darca oblong (15-) 20-40x(4-)6-11(-12) mm, kisa
gagal1 yapisik puberulent tiiylii bazen de tiiysiizdiir. Tohumlar (2-)3-7, hemen hemen
kiiresel (3-)4-6(-7) mm ¢apinda, hilum ¢ok kisa 2n=12 kromozomludur. Ugiincii ve
altinc1 aylarda ciceklenir. Mese caliliklarinda, phrygana, taslik yamaglarda, misir

tarlalar1 kenarinda bulunur.

Bu polimorfik takson ¢ok degisik karakterler gosterebilir. Bunlar yaprake¢ik
boyu ve yaprak genisligi, pedisel uzunlugu, cicek kisimlarinin boyutlari, korolla

rengi, meyva boyutu ve meyvanin tily durumu, tohum boyutu ve rengidir.
2.1.1.6. V. sativa L.

Tiiyliiden, hemen hemen tiiysiize kadar degisebilir. Tek yillik 20-80(-100)
cm boyunda, yatik govdeli, dik yada tirmanicidirlar. Yaprakgiklar (2-)4-8(-9)- ¢iftdir.
Genellikle 10-40x2-15 mm boyutlarinda lineardan (seritsi), lanseolate (mizraksi),
oblong yada ovate ve nadiren derince diglidir. Stipul semihastate dentate; tendriller
genellikle dallanmistir. Cigekler 1-2(-3), aksiler, (10-)14-27(-30) mm, solgun
pembeden morumsu menekseye kadar, nadiren beyaz; kisa pediselli ve ¢cok nadiren
kisa pedinkulludur. Kaliks 7-20 mm, ¢an seklinde - tiipsli, hemen hemen diizenli
pubescent tiiylii; kaliks disleri (3-)5-11(-14) mm, neredeyse esit linear-subulate yada
mizraksidir. Meyva (25-)35-65(-70) x 5-9 (-12) mm, linear, bazen gagali genellikle
tiiylii, bazen meyvast goriinmese de 1-2 tohumludur. Tohumlar genellikle 6-12 adet

olup diiz ve 2-7 mm ¢apindadir. Hilum kisadir.

Vicia cinsinin en fazla varyasyon gosteren (genetik ve fenotip olarak)
kozmopolit tiirleridir. Vicia sativa kompleksinde ayirt edilebilir. 5 ana takson vardir.
Populasyondaki veya tiim taksondaki sativa’nin degiskenligi homolog paralel ve
sonug olarak {iist listedir, pek cok alt boliimiin en azindan bazi mesafeden birbirleriyle
beslendikleri bilinmektedir. Tiirler hemen hemen her 6zellik i¢in 6neli farkliliklar
gosterir. Fakat 6zellikle yaprake¢ik morfolojisi ve temel kromozom sayisi agisindan

gosterir.
subsp. nigra (L.) Ehrh var. nigra

Meyvalar ve ¢igekleri tek cesit, hepsi havaya dogru ¢ikan gévdeden ¢ikar.

Meyva dar ve kanatlar1 zayiftir. Yesilimsi kahverengiden siyaha kadar degisir.



Korolla 14-27 mm’dir. Meyva torulose degildir. Genellikle kii¢tiktiir. Genisligi 6,5
mm’den daha azdir. Tohumlar 2-5 mm’dir. Kaliks disleri genellikle 6 mm’den kisa

yada ¢ok uzundur. Yaprakgiklarin ucu sivri olabilir yada emerginatedir, 4-7 ¢iftdir.

Yaprakgiklar genellikle 1-6 mm genisliginde, lineardan oblanceolate yada
oblangdur. Bazen eliptik, kesimden kiite: kaliks 7-12 mm, disler 2,5-7 mm; korolla
(10-)14-20 mm bitki ince uzundur.

2.1.1.7. V. narbonensis L.

Kuvvetli, hemen hemen tiliysiizden pilose- hirsute tiiyliiye kadar degisebilen
tek yillik (8-)15-70 cm. En {ist yapraklar 2-3(-4) c¢ift yaprakcikhidir. Asagidaki
yapraklar ise 1(-2) ¢iftlidir. Yaprakeiklar biiytik (7-)10-40(50) x (5) 9-20(-30) mm
boyutlarinda eliptik yada oblonglanseolattan, ovate orbiculara degisebilir, ovate
olabilir. Stipule semihastate dan semiorbiculara olabilir. Kenarlar1 diiz ya da disli
olabilir veya kesilmistir. Tendril basit ya da dalli olabilir. Pedinkul ¢i¢cekden kisadir.
1-6 ciceklidir. Cicekler 16-30 mm. hepsi ayni renkte, genellikle koyu menekse
arasira kreme galar. Kaliks (7-)8-10(-13) mm, kaliks agz1 ¢ok az meyillidir. Disler
genellikle esit degildir. Asagi yukar1 lanseolatedir ve kaliks tlipiiniin yari
uzunlugudur. Standart, kaliksin boyuna esit ya da 2 kati kadardir. Standart ayasi
standart claw1 kadardir. Standart ayasi agikca alalardan daha uzundur. Meyva 35-50
(-70) x 8-11(-15) mm, linear - oblong ve kivrik bir gagasi1 vardir. Az ¢ok tuberculer
tiiyliidiir. Meyva, olgunken, kenarindaki tuberculer siller harig tiiysiiz olur. Tohumlar
(3-) 4-6 (-7) hemen hemen kiiresel 4-6 mm boyutlarinda, hilumlar1 kisadir.
Ciceklenme dordiincii-altinc1 aylarda olur. Cogu zaman tarla kenarlarinda, kireg

taslarinda ve volkanik topraklarda 1500 m’ye kadar toplanmustir.
var. narbonensis

Yaprakcilar ovateden eliptige yada obovate, kenarlar1 diiz bazende tepe

kismina dogru az ¢ok dendiculatedir. Stipullar diiz yada dentatedir.
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2.1.1.8. V. galilaea Plitm & Zoh

V. narbonensis’den farki daha az yaprak¢ikli olmasidir (1-2(-3) gift)
yaprakciklar ovate den orbiculara kadar degisebilir. Yaprakeilart ¢ogu zaman daha
biiyliktiir ve daha azdir (1-3). Cigekler iki renklidir. Korolla, kaliksin 2,5-3 kat1 kadar
olur. Standardin oyasi1 genellikle lilak ve clavin boyuna denk yada daha kisa olabilir.
Cogunlukla ayas1 geriye biikiilmiistiir ve alalardan ¢ok az uzundur. Alalarin rengi
beyaz ve koyu tiplidir. Meyva, daha genistir (10-14 mm) ve yogun pilose tiiyliidiir.
Ucgiincii-besinci aylarda ¢igeklenir. Kayalik, kire¢ tasi yamaclarda, tarlalarda ve

yikintilarda goriiliir.

Tiirkiye’den toparlanan materyal 6rnekleri V. narbonensis ve V. galilaea

karakterlerinin birlesimidir. Toplanan bir¢ok 6rnek bunu gdsterir.
2.1.1.9. V. faba L.

V. narbonensis’den ayirim daha saglamdir. Yapraklar tendrilsizdir.
Yaprakgiklar genellikle uzundur. Sik sik beyazimsi olan korolla, siyahims: alalara
sahiptir. Pubescent tiiylii meyvas1 daha biyiiktiir (50-200 x 10 - 20 mm) Meyva
kabuklarmin birlesme yerleri diizdiir ve daha biiyiik tohumlar1 vardir. (8-30 mm).

Cogu zaman oval - ablong ve diizdiir. Kiiltiire edilmistir ve tarlalarda mevcuttur.

Bakla, Tiirkiye’de genisce kiiltlire alinmistir. Zhukovsky’e gore varyetelerin
referans edilebilir bi¢imleri biiyiik bakla (broad bean), at baklasi (horse bean) kiiciik
bakla (tic bean) yetistirilir.

2.2. Protein Analizinde Kullanilan Elektroforetik Teknikler

Dogadaki en Onemli makromolekiil gruplarindan biri de proteinlerdir.
Hiicrede pekgok islev binlerce farkli tipte protein molekiilii tarafindan yiiriitiiliir. Bu
biiylik cesitlilige ve farkli islevlere karsin temelde olduk¢a benzer yapilart olan bu
molekiillerin, istlendikleri onemli goérevler nedeniyle yapilarinin aydinlatilmast,
sentezlerinin, islevlerinin, regiilasyonlarinin ortaya konulmasi ¢ok biiyiilk 6nem tagir

(Temizkan ve Arda 2004).

Bitki sistematikgileri tiir ayiriminda sadece morfolojik karakterleri

kullandiklar igin gesitli zorluklarla karsilagabilmekte ve morfolojik olarak birbirine
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benzer iki tiirli ayirmada tereddiite diismektedirler. Kromozom sayilar1 da esitse bu
ayirim oldukca zorlagmaktadir. Bu nedenle sistematik acidan problemli taksonomik
gruplarin  (cins, tiir, varyete vs.) ayiriminda molekiiler genetik calismalar
kullanilmaya baglanmistir. Problemli taksonomik gruplarin ayiriminda kullanilabilen
tekniklerden bazilari, Dogal (native) Jel Elektroforezi, Dogal Olmayan (Denatiire) Jel
Elektroforezi: SDS PAGE, Diisiik Molekiil Agirlikli Polipeptidlerin Elektroforezi,
[zoelektrik Odaklama ve Iki Boyutlu Elektroforez (2-DE)’dir.

Yikli molekiillerin elektriksel alanda ayrilmalari temeline dayanan
elektroforez teknigi, proteinlerin analizinde ve ayrilmasinda da genis c¢apta kullanilir.
Temelde protein tanimlama (molekiil agirhigini, oligemerik mi, monomerik mi
oldugunu, miktarini, safligin1 belirlemek vb.) ve saflagtirma amaciyla kullanilan bu
yontem dogal veya rekombinant bir proteinin sentezlenip sentezlenmedigi;
sentezleniyorsa islevsel olup olmadig1 hakkinda da bilgi verir (Temizkan ve Arda

2004).

Proteinler, ihtiva ettikleri aminoasitlere bagli olarak, negatif veya pozitif net
yiike sahiptirler. Sayet protein karisimi ihtiva eden bir ¢ozeltiye elektrik alani
uygulanirsa, karisimdaki protein molekiilleri, elektrik alanda, farkli hizla hareket

ederek, molekiiller birbirinden ayrilir (Hames ve Rickwood 1990).

Elektrik alanda molekiillerin hareket hizlari, molekiiliin biiytikliigiine,
bicimine, ylikiine ve elektrik alaninin siddetine bagli oldugu gibi molekiillerin
hareket ettigi ortamin viskositesine, sicakligina ve iyonik siddetine bagli olarak da

degisir (Richards 1998).

Eletroforezde ayristirilacak olan karisimdaki molekiillerin - (numune),
tizerinde hareket ettigi ortama destek (support) matriksi denir. Kagit, seliiloz asetat,
nisasta, agaroz ve poliakrilamid jel elektroforez ile ayristirmada destek matriksi
olarak kullanilmaktadir. Poliakrilamid jel, proteinlerin ayristirilmasinda en yaygin

tercih edilen destek matriksidir (Alberts ve ark. 1989).

Poliakrilamid jelin tercih nedenleri; Bir¢ok amag¢ i¢in ayirma giicliniin
yeterli olmasi, kullaniminin kolay ve zaman kazandirict olmasi, karsilagtirma

gerektiren c¢alismalarda, bir ¢ok Ornegin birlikte yan yana ayristirilabilmesi,
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poliakrilamid jel elektroforezi ile ayristirllmis 6rneklere, giimiis (silver) gibi hassas
boyama metotlarinin gelistirilmesi, poliakrilamid jel elektroforezinde analizi
yapilmis Ornegin nitroseliiloz membrana transferini saglayan (blot) metodun

gelistirilmesidir (Bret ve ark.1989).

Elektroforezde kesiksiz (continuous) ve kesikli (discontinuous) olmak {izere
2 farkli tampon sistemi kullanilabilir. Kesiksiz sistemde tek bir ayirict jel vardir;
tanklarda ve jelde ayni tampon kullanilir. Kesikli sistemde ise jel farkli tamponlarda
hazirlanmis iki kisimdan olusur: (1) biiyiik porlu yiikleme (stacking) jeli (6rnegin %5
total akrilamid igerir.); (2) kiigiik porlu ayirma (separating) jeli (6rnegin %10 total
akrilamid igerir). Bu sistemde kullanilan tank tamponlar1 da jel tamponlarindan

farklidir (Temizkan ve ark. 2004).

Proteinler denatiire (SDS igeren) bir jelde molekiil biyikliigiine; dogal
(native) bir jelde ise molekiil bigimi, biiyilikliigii ve yiikiine gore ayrilirlar. Denatiire
ortamda gerceklestirilen elektroforez (SDS-PAGE) molekiil agirligi belirlemelerinde
kullanilir (Temizkan ve ark. 2004).

2.2.1. Dogal Jel Elektroforezi

Dogal (native) jel elektroforezinde kullanilan tamponlar, deterjan ve diger
denatiire edici maddeleri icermediginden, prosediir dogal kosullarda gerceklesir. Bu

yontem:

Fazla sayida protein igeren karisimlarin (Ornegin, ham Oziitler)

ayrilmasinda;

Bir protein ya da protein kompleksinin aktivitesi veya yapist ile ilgili

elektroforetik ¢aligmalarda;

Proteinin safliginin kontroliinde ve tek bir protein bandi ortaya koyan

oligomerik bir proteinin belirlenmesinde;
Proteinin denatiire olup olmadiginin saptanmasinda kullanilir.

Dogal jelde proteinin molekiil agirligt hakkinda kesin bir bilgi edinmek
mimkiin degildir, ¢linkii molekiil biiylikligli yaninda molekiil sekli ve yiikii de
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ayrimi etkiler. Bununla beraber karsilastirma yapabilmek icgin referans olarak

kullanilabilecek standart protein karisimlar1 gelistirilmistir (Temizkan ve ark. 2004).

2.2.2. Dogal Olmayan (Denatiire) Jel Elektroforezi: SDS-PAGE

Sodyum dodesil stilfat-poliakrilamid jel elektroforezinde (SDS-PAGE),
polipeptidlerin ilerleme hizlari, sadece i¢ elektriksel yiikleri tarafindan degil, ayni
zamanda molekiil agirliklar tarafindan da belirlenmektedir. SDS; polipeptidlerin ana
iskeletini cevreleyerek proteinleri denatiire eden anyonik bir deterjandir. Ayrica

molekiillere negatif bir yiik de kazandirmaktadir (Temizkan ve ark. 2004).

SDS - PAGE’nin en 6nemli yarari, polipeptidlerin molekiil agirliklarinin
belirlenmesine olanak vermesidir. Molekiil agirligi bilenmeyen protein Ornegi,
molekiil agirligi bilinen standart proteinlerle birlikte, ayni jel lizerinde yan yana
ceplere uygulanir ve ayri hatlarda elektroforetik olarak ayrilir. Boyama sonrasinda
jelde gozlenen bantlarin karsilastirilmasi ile proteinin molekiil agirligi hakkinda bir
fikir edinilebilir. Ayrica bu tip bir ayristmin sonuglarini matematiksel olarak

degerlendirerek molekiil agirligini belirlemek de olasidir (Temizkan ve ark. 2004).

Fayed (1989), Vicia faba’nin bir Alman ve 4 Misir varyetesiyle 3 biiyiik
tipine ait lic mutant1 elektroforez bant modelleri ve tohumlardaki toplam protein
miktart bakimindan incelemis ve varyeteler, mutantlar ve tipler arasinda biiyiik
farkliliklar gormiistiir. Sonugta tiplerin heniiz alt tiir seviyesinde olmadigma karar

vermistir.

Polignano ve ark. (1991), yaptiklar1 ¢alismada SDS-PAGE kullanilarak
Afganistan ve Habesistan’dan 64 Vicia faba genotipi ortaya ¢ikarmiglardir. Materyal
incelemesinde toplam 11 farkli protein numunesi teshis edildi. Biitlin genotipler
icinde en fazla polimorfizm, 45 kDa’dan fazla molekiiler agirlik ile polipeptidler

arasinda kesfedildi.

Mudzana ve ark. (1995), Vicia faba bitkisinin varyetelerinin ayriminda

morfolojik karakterler, bilgisayarli imaj analizi ve tohum protein elektroforezi
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metotlarin1  kullanmiglar ve bu {ic metodun tiir igerisindeki 12 varyetenin

tanimlanmasinda kullanilabilecegini ortaya koymuslardir.

Piergiovanni ve ark. (1995), Tohum depo proteinleri ve C-bandlanma
karyotipleri farkli cografi kokenden V. benghalensis’in 27 ¢esidinden teki igin analiz
edildi. Yiksek derecede polimorfik ve allogamik oran i¢in ayirict 6zelliklerle ilgili

fikir veren ¢alismada V. benghalensis’in heteromorfik oldugu anlasildi.

El - Shanshoury ve Soliman (1996), Vicia cinsinin Vicilla alt cinsindeki dort
seksiyon ile Vicia alt cinsindeki {i¢ senksiyona ait toplam 26 Vicia tiiriiniin
proteinlerinin SDS-PAGE elektroforez yontemiyle incelemisler, sonuglar1 sayisal
analiz yontemiyle karsilagtirarak daha 6nce morfolojik 6zelliklere dayanan sonuglara

benzer sonuglar elde etmislerdir.

Potokina (1997), yaptigi calismada RAPD analysis ve tohum protein
elektroforezi V. segetalis tizerinde iki cografik grup gosterdi: Kirim - Kafkasya ve
Orta Asya.Bolgeler arasinda kesin ayiric1 6zellik fenotipik diizeyde kesfedilmedi. V.
segetalis i¢in morfolojik ¢esitliligin merkezi Kirim ve Kafkasya’dan ziyade Orta
Asya oldugu goriildii.

Eggi ve Potokina (1998), yaptiklar1 ¢alismada legume (Fabaceae) tiirtiniin
tohum depo proteinlerinin  SDS-PAGE’i iireme sistemini  belirlemede
kullanmiglardir. Protein PAGE Orneklerinden, belirlenmis olan polinasyon sekli
hesaplanarak otogam ve allogam tiirler arasinda protein degisikligi dikkatle gozlendi.
Sonuglar, legumesin polinasyon mekanigi tipi hakkinda elde mevcut bilgiler ile

karsilagtirildi.

Potokina ve Eggi (1999), V. sativa ve V. angustifolia’nin farkli cografik
bolgelerden toplanan 82 cesidinin toplam proteinlerini SDS-PAGE elektroforez
yontemiyle incelemisler, legiimin bandi kombinasyonuna dayanarak V. sativa’da 6
tip protein, V. angustifolia’da ise 3 tip protein tanimlanmustir. Neticede bu iki tiirii

tohum protein profilleri ile kolayca birbirinden ayirmistir.

Kamel ve El-Mashad (2000), yaptiklart ¢aligmada Vicia cinsine ait dort
biiyiik seksiyonu temsil eden 16 farkli Vicia tiirii arasindaki akrabalik iliskisini SDS-
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PAGE celektroforez metoduyla ortaya koymuslardir. Sonucta bu metodun 4 biiyiik

seksiyonu kolayca ayirdigi ortaya konmustur.

Potokina ve ark. (2000), yaptiklar1 calisgmada Akdeniz iilkelerinden elde
ettikleri V. macrocarpa’nin ig, V. cordata’nin iki ¢esidi ve V. sativa’nin dort kiiltiir
cesidi ile Sovyetler Birliginden elde edilen V. sativa grubunu olusturan bir
populasyonla 58 dogal Vicia taksonu arasindaki genetik uzakliklar RAPD-PCR ve
SDS-PAGE elektrofarez yoOntemleriyle incelemislerdir. Sonugta bu iki metodun
populasyonlarda goézlenen genetik varyasyonla onlarin cografik dagilimlar

arasindaki iliskiyi ortaya ¢ikardigi tespit edilmistir.

El-Shemy ve ark. (2000), Soya tohumlarmin farkli kiiltiirlerinde depo
proteinlerinin genetik akrabaligini gostermek icin basit bir metod olan SDS-PAGE
kullanmiglardir. SDS-PAGE numuneleri kullanilarak farkl kiiltiirlerden 6rneklerde

depo proteinlerinin karsilastirilmasindan kazanilan bilgi ile soy agaci diizenlenmistir.

Bertozo ve Valls (2001), Native - PAGE ve SDS - PAGE’in protein
profilleri fenotipik olarak ©6zel gruplarin kimlik tespiti ve smiflandirilmast igin
ozellikle faydali ve Arachis pintoi ¢ogalmalari arasinda muhtemel hibriti teshis

etmek i¢in yararl bulunmustur.

Valizadeh (2001), Legumes tohumunun 11 tiire ve 4 tribe ait olan 47
¢esidinin tohum protein profilleri, tek tek tohumdan her bir ¢esitde toplam protein
parcalart yapilan SDS — PAGE ile calismistir. Morfolojical karakterler iizerine

kurulan smiflama tiir ile 1y1 uyum i¢inde filogenetik akrabalig1 gosterdi.

Minelli ve Cionini (2002), Vicia faba’da tohum depo proteinlerinin sentez
ve birikim kontroliinde genotip ve c¢evrenin roliinii arastirmiglardir. 25 bireyin
tohumlarinda tuzda c¢oziilebilir proteinler SDS-PAGE ile pargalara ayrildi ve
coomassie blue boyamasindan sonra sirali parga segildi. Albumin igerigindeki
degisimler tuzda ¢oziiliir toplam protein miktarinin degisimine globulin icerigindeki
degisikliklerden daha az baghdir. Elde edilen sonuglara gore kotiledondaki albumin
ve globulin yigilmalar1 ve sentezleri bagimsiz kontrol altindadir ve genetik ve

cevresel faktorler tarafindan farkli sekillerde etkilenmektedir.
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Cuadrado ve ark. (2004), yaptiklar1 ¢calismada 2 Vicia faba kotiledonlarinin
filizlenme ve filiz biiylimesi siiresince biiylik depo proteinlerinin [legumlerin (11S)
visilinlerin (7S) ve albiiminlerin (2S)] nitel degisimleri SDS-PAGE ile
degerlendirildi. Legume depo proteinleri, filizlenmeden sonra ve filiz biiylimesi
siiresince harekete gecer. Visilin bozulmasi ¢imlenme (1-2 DAI) faz1 boyunca daha

erken baslamistir. Albumin hareketliligi ge¢ tohum gelisimine baglanmamastir.

Okumus ve Giilimser (2004), Tiirkiye’de toplanan 4 tirmanici Vicia tiiriiniin
7 tane alt grubunun tohum depo proteinlerini SDS-PAGE ile analiz etmislerdir.
Genotiplerin protein bandlari, genetik uzakligi tahminde proteinlerin varlik, yokluk
ve kullanimi i¢in degerlendirildi. Benzerlik matrix analizinde kullanildi. %33’den
%83’e kadar Vicia alt tiirlerinin genotipleri genetik benzerlik gosterdi. Vicia
genotipleri ¢ok dnemli protein orneklerine sahip, ayn1 zamanda bazi bakla tiirleri (V.

villosa ve V. pannonica) i¢inde 6nemli fark gostermektedir.
2.2.3. Diisiik Molekiil Agirhikh Polipeptidlerin Elektroforezi

15 kDa’nun altindaki polipeptidlerin elektroforetik analizinde %0,5 ¢apraz
baglayict (200:1, akrilamid: bis) iceren %18 veya %20’lik jeller kullanilir. Capraz
baglayict oraninin diisiik olmasi nedeniyle olduk¢a yumusak olan bu tip jellerin %10
gliserol de igermesi diflizyonu yavaslatir ve goc¢ hizini azaltir. Ayirma jelinin pH’s1
SDS-PAGE’dekine oranla daha yiiksektir (pH 9.3). Bu da proteinleri yavaslatir,
dolayisiyla daha iyi bir ayirim saglar. Ince (0.75 mm) jellerde az miktarda &rneklerle

calisma ve giimiis boyama daha i1yi sonug verir (Temizkan ve ark. 2004).
2.2.4. izoelektrik Odaklama ve iki Boyutlu Elektroforez (2-DE)

Polipeptidlerin farkli izoelektrik noktalara sahip olmalarindan yararlanilarak
ayrilmalarini saglayan izoelektrik odaklama (isoelectric focusing) yontemi analitik
veya preparatif amagli olarak tek basina kullanilabilecegi gibi, iki boyutlu
elektroforezin (2-DE) birinci boyutunu da olusturabilir. Dolayisiyla hem yatay hem
de dikey [kilcal (kapiler) bir tiipte ya da kolonda] sistemlerde gergeklestirilebilir
(Temizkan ve ark. 2004).

Bu yontemde jel boyunca bir pH gradienti olusturmak icin izoelektrik

noktalar1 belli, diisitk molekiil agirlikli amfolitler kullanilir. Belli pH araliklar1 ortaya
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koyan karigimlar geklinde satilan bu maddeler, sentetik alifatik poliamino
polikarboksilik asit yapisindadirlar. Calismada kullanilacak amfolit karigimi
secilirken, ayrilmasi istenen proteinlerin izoelektrik noktalar1 goéz Oniinde
bulundurulur. Ayirim genis bir pH araliginda (6rnegin, pH 3-10)
gerceklestirilebilecegi gibi, daha dar bir alanda da (6rnegin pH 4-5) yiriitiilebilir
(Temizkan ve ark. 2004).
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3. MATERYAL VE METOD
3.1. Materyal

Calisma materyallerimizi asagida isim ve lokaliteleri belirtilen bitki
ornekleri olusturmaktadir. Numuneler oOzellikle bitkilerin ¢icekli ve meyvali

devrelerinde araziden elde edilmistir.

1. V. cracca subsp. stenophylla; C4 Konya Sille Biiyiikgevele tepesi bati
yamact. Ca: 1450-1700m.

2. V. canescens subsp. gregaria; C4 Konya Bozkir Kiigiikgeyik Dagi. Ca:
2000m.

3. V. caesarea; C4 Konya Sille Biiylikgevele tepesi bati yamaci. Ca:
1450m.

4. V. ervilia; C4 Konya Karapinar Karacadag Karaéren Koyt iisti. Ca:
1350m.

5. V. peregrina; C4 Konya Karapinar Karacadag Akoren Koyi tistii meselik
yerler. Ca: 1350m.

6. V. sativa subsp. nigra var. nigra; C4 Konya Karapinar Karacadag Oymak

Koyii Kemerhan Yaylasi. Ca: 1450m.

7. V. narbonensis var. narbonensis; C4 Konya Seydisehir Golylizi Koyi

aras1 Quercus libani birligi. Ca: 1200m.
8. V. galilaea; C4 Konya Karapinar Karacadag Akéren Koyii. Ca: 1300m.
9. V. faba; C4 Konya kiiltiir.
3.2. Protein Profili Analizi
3.2.1. Protein Izolasyonu

Tiirlerin protein profili analizleri, Saraswati (1993)’ye gore yapilmustir. Her
tiir i¢in ayrt ayr1 40 mg tohum tartilmistir. Havanda doviilerek toz haline getirilmis

ve 1,5 ml’lik ependorf tiiplerine konulmustur.
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Uzerine ekstraksiyon tamponu (tablo 1) ilave edilmistir. Tiipler oda

sicakliginda 1 gece bekletilmistir. 3 dak. kaynar suda kaynatilmis ve 10.000 rpm’de

10 dak. santrifiijlenmistir. Siipernatant yilikleme yapilincaya kadar -20°C de

saklanmistir (Saraswati ve ark. 1993).

Tablo 1. Protein profili analizinde kullanilan tampon ve ¢ozeltiler

Tampon ve Cozeltinin | Igerigi Miktar1
Ismi
Ekstraksiyon Tamponu 0.5 M Tris HCI (pH 6.8) 125ul
%10 SDS 200l
2-Merkaptoetanol 50ul
Ure 480 mg
Saf su 275 ul
Elektroforez Yiirtitme | Tris 15 gr
Tamponu 5 x Stok Cozelti | Glisin 94 gr
(pH 8.3) SDS S5gr
Saf su 1 It ye tamamlanir.
Boyama Cozeltisi [ %100 TCA 25 ml
Metanol 82.5 ml
Saf su 142.5 ml
Boyama Cozeltisi 11 %?2’lik Comassie Brillant Blue G-250 | 150 ml.
10 N KOH 12.5 ml
%100 TCA 50 ml
%5°lik Poliakrilamid Jel %30 akrilamid — Bisakrilamid 1.7 ml
(On ayirma jeli) 1 M Tris — HCI 1.25 ml
Saf su 6.8 ml
%10 SDS 0.1 ml
%10APS 0.1 ml
TEMED 0.01 ml
%10’luk Poliakrilamid Jel | %30 Akrilamid - Bisakrilamid 30 ml.
(Ayirma jeli) 1.5M Tris - HCI 18.75 ml
Saf su 24.75 ml
%10 SDS 0.75 ml
%10 APS 0.75 ml
TEMED 0.030 ml
3.2.2. Jelin Hazirlanmasi
%]10’luk separating (ayirma) poliakrilamid jel Tablo 1 deki gibi

hazirlanmustir. Uzerine % 5 lik stacking (6n ayirma) poliakrilamid jel hazirlanip
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(Tablo 1) dokiilmiistiir ve tarak yerlestirilmistir. Jel donduktan sonra tarak

cikarilmistir. Herbir kuyucuga 15ul 6rnek yiiklenmistir (Laemli 1970).

3.2.3. izole Edilen Proteinlerin Elektroforezi

Jele Yiiklenen ornekler, 6n ayirma jelinde 16 mA, ayirma jelinde 30mA de
izleme boyas1 jelin sonuna gelene kadar yiiriitilmiistiir (Laemli 1970). Jel, boyama
cozeltisi I’e (Tablo 1) alinarak bir gece boyunca bekletilmistir. Daha sonra boyama
¢ozeltisi IT’ye (Tablo 1) alinmistir (Demiralp ve ark. 2000). Saf su ile birka¢ kez

yikandiktan sonra fotograflar1 ¢ekilmistir.
3.2.4. Jellerin Degerlendirilmesi

Fotograflart ¢ekilen Vicia tiirleri bantlarinin varligina ve yokluguna gore 1
0 olarak degerlendirilmistir. Sintax Jaccard bilgisayar programi ile dendrogramlari

yapilmistir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA
Bu ¢alismada Vicia cinsine ait V. cracca subsp. stenophylla, V. canescens
subsp. gregaria, V. caesarea, V. ervilia, V. peregrina, V. sative subsp. nigra var.
nigra, V. narbonensis var. narbonensis, V. galilaea ve V. faba tiirlerinin SDS-PAGE
yontemi ile protein profilleri ¢ikarilmistir. Jelin fotografi ¢ekildikten sonra (Sekil
4.1) bantlarin varligr (1) ve yoklugu (0)’'na gore (Tablo 4.1), Sintax Jaccard

bilgisayar programi ile dendrogram ¢ikarilmustir ( Sekil 4.2).
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V. sativa subsp.nigra var. nigra
V.cracca  subsp. stenophylla

V. faba
Marker

V. peregrina
Vervilia
V.caesarea
V. galilaea

116 kDa

66.2 kDa

45 kDa

35 kDa

25 kDa

18.4 kDa

14.4 kDa

Protein Fotografi : Sekil 4.1.Vicia tiirlerinin SDS-PAGE ydntemi ile elde
edilen elektroforagrama.

Marker:f galaktosidaz (116.0 kDa), bovine serum albumin (66.2 kDa),
ovalbumin (45.0 kDa), laktate dehidrogenaz (35 kDa), RE Bsp 981 (25.0
kDa), B laktoglobulin (18.4 kDa), lizozim (14.4 kDa).

1)V.canescens subsp. gregaria

2)V.sativa subsp. nigra var. nigra

3)V.cracca subsp. stenophylla

4)V.peregrina

5)V.ervilia

6)V.caesarea

7)V.galilaea

8)V.narbonensis var. narbonensis

9)V.faba

10)Marker
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V.narbonensis

var.
narbonensis

V.galilaea

V.caesarea

V.ervilia

V.peregrina

V.cracca

V.sativa

subsp.higra

var. nigra

Sekil 4.1 deki Vicia tiirlerine ait protein bant sayilarinin karsilastirmali

V.canescens

0

sonuglari, 0 sayis1 bant yoklugunu, 1 sayisi bant varligin1 gostermektedir.

Incelenen

tir

Tablo 4.1

1simleri
Bantlarin
varligi
veya

yoklugu
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Sekil 4.2: Vicia tiirlerinin SDS-PAGE yontemi ile elde edilen protein profili
dendrograma.

1)V.canescens subsp. gregaria
2)V.sativa subsp. nigra var. nigra
3)V.cracca subsp. stenophylla
4)V.peregrina

5)V.ervilia

6)V.caesarea

7)V.galilaea

8)V.narbonensis var. narbonensis
9)V.faba
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Sekil 4.2 de gorillen dendrograma gore Vicia tiirleri iki ana gruba
ayrilmistir. Bu grup iiyelerinin genetik uzakliklar1 % 18 ile %70 degerleri arasinda
degisen Vicia tiirlerinin toplam protein sayilari 16 ile 33 arasinda degistigi
goriilmistiir (sekil 4.1). Birinci grup tiyesi olan V. canescens subsp. gregaria ve V.
caesarea tiirleri birbirine %52 oraninda uzak oldugu goriiliirken birinci grubun
iiyeleri, ikinci grubun iiyelerinden %70 oraninda uzak oldugu gériilmiistiir. Ikinci
grup yine iki alt gruba ayrilmistir. Alt grubun biri, birbirine %60 oraninda uzak olan
V. ervilia ve V. craca subsp. stenophylla’dan olustugu gériilmektedir. ikinci alt grup
kendi icinde kiiciik gruplar olustururken V. galilaea ve V. narbonensis var.
narbonensis birbirine %18 oraninda uzak bulunmustur. Buda bu iki tiirlin birbirine
oldukga yakin oldugu (% 82) anlamina gelmektedir. V. faba’ nin bu iki tiire % 55
oraninda yakin oldugu goriilmiistiir. V.sativa bu iig tiire % 50 yakin bulunmustur. V.

peregrina ise bu kii¢iik gruba oldukg¢a uzak oldugu bulunmustur (%62 ).

Tirler, Tirkiye florasinda morfolojilerine goére 4 seksiyon altinda
toplanmustir. Sirasi ile

Sect.: Cracca S.F. Gray

Vicia cracca L.subsp. stenophylla Vel

Vicia canescens Lab. subsp. gregaria (Boiss & Heldr) Davis

Sect.: Ervum (L.) S.F. Gray

Vicia caesarea Boiss & Bal

Vicia ervilia (L.) Willd

Sect.: Vicia

Vicia peregrina L.

Vicia sativa subsp. nigra (L.) Ehrh. var. nigra

Sect.: Faba Aschers & Graebn

Vicia narbonensis L. var narbonensis

Vicia galilaea Plitm & Zoh

Vicia faba L.

seklinde yer almaktadir. SDS-PAGE ile ortaya konulan Vicia tiirleri
arasindaki uzakliklar Davis'in (1970) Tiirkiye Florasi'nda belirtmis oldugu tiirler
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aras1 uzakliklarla benzer bulunmustur. V. canascens subsp. gregaria ve V. caesarea
farkli seksiyonlarda yer almasina ragmen filogenetik olarak birbirine yakin olmasi
SDS-PAGE sonuglar1 ile uyumlu c¢ikmistir. Dordiincli seksiyonda yer alan V.
narbonensis var. narbonensis, V. galilaea SDS-PAGE sonuglarina gore oldukca
benzer bulunurken V. faba %55 oranda bu iki tiirin yaninda yer almistir. Floradan
farkli olarak bu gruba V. sativa subsp. nigra da dahil edilmistir ve V. peregrina
oldukga uzak bulunmustur. V. cracca subsp. stenophylla ve V. ervilia floraya goére
farkli seksiyonlarda yer almasina ragmen bu seksiyonlar birbirinin ardigigidir. SDS-
PAGE sonucuna gore bu iki tiir ayn1 grupta %58 oraninda birbirine genetik olarak
uzak bulunmustur. Dolayis1 ile Vicia cinsine ait incelenen tiirlerin
siiflandirilmasinda morfolojik incelemelere ilave olarak SDS-PAGE yodnteminin de
faydali oldugu gozlenmistir.

Okumus ve Giilimser (2004)'in yaptiklar1 baz1 Vicia tiirlerinin tohum
proteinlerinin genetik ¢esitliliklerinin belirlenmesi {izerine yaptiklar1 ¢alismada Vicia
tirlerinin %33 ve %83 arasinda degisen oranda genetik benzerlik gosterdiklerini
bulmuslardir.

Sommour (1991), Vicia tiirlerinin filogenetik akrabaliklarini SDS-PAGE
kullanarak yaptig1 ¢alismada V. narbonensis var. narbonensis ile V. faba’nin % 70
oraninda benzer oldugunu gostermistir. V. faba’nin da V. sativa’ya % 50 oraninda
benzer oldugunu bulmustur. Bizim yaptigimiz ¢alismada da V. narbonensis var.
narbonensis ve V. faba % 55 oraninda bu iki tiire yakin bulunmustur. Dolayisiyla
bizim sonuglarimizla uyumludur.

Sonug olarak, ¢aligmamizda SDS-PAGE yontemine gore Vicia tiirleri
arasindaki akrabalik derecesi Davis’ in Tiirkiye florasindaki morfolojik karakterlere
gore akrabalik derecesi ile uyumlu bulunurken birkag tiir floradan ¢ok uzak olmamak
kaydiyla farklt bulunmustur. Cok sayida primerle yapilacak olan RAPD-PCR ile
tekrar akrabalik dereceleri belirlenebilir. Aym1 zamanda korunmus bdlgeler olan

ribozomal DNA” lar kullanilarak da genetik uzakliklar belirlenebilir.
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