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OZ: Bu ¢alismada, bazi Tiirk Tiitiin cesitlerinde poliakrilamid jel elektroforezi kullaniarak
Esterase ve Peroksidase isoenzimlerinin bant desenleri arastirilmistir. N. tabacum L. tiiriine ait titiin
cesitleri esterase isoenzimine gore farkl bant desenleri olusturmustur. Peroksidase isoenzimine gore ise
cesitler arasinda benzer bant desenleri goriilmiistiir. Birden fazla isoenzim ile ¢alisildiginda, isoenzimlere
gdére tiitiin ¢esitlerinin tanimlanabilecegi saptanmigtir.

Anahtar Sozciikler: Tiirk tiitiinii, N. tabacum L., isoenzim, poliakrilamid jel elektroforezi.

IDENTIFICATION OF SOME TURKISH TOBACCO VARIETIES
BY ISOZYME BANDING PATTERNS

ABTRACT: In this study, band designs of Esterase and Peroxidase isoenzymes were investigated
in some selected Turkish tobacco varieties by using polyacrilamid gel electrophoresis. Varieties belonging
to N. tabacum L. generated different band designs by esterase isoenzyme. Whereas, according to
peroxidase isoenzyme, similar band designs were observed. When more than one isoenzyme were studied,
tobacco varieties could be identified.
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GIRIS

Glniimiizde bilim ve teknolojinin hizla ilerlemesi sonucu, gesit
tanimlanmasinda morfolojik ve fizyolojik &zelliklerin yani1 sira yeni teknikler
gelistirilmistir. Tirk tiitin ¢esitlerinin protein, isoenzim ve DNA gibi biyokimyasal
ozelliklerine goére de smiflandirilmast mimkiindiir. Cok az bir bolimi N. rustica,
bliyiikk bir bolimi ise N.tabacum tirli igerisinde yer alan tiitiinlerimizin gesit
ozelliklerinin yer aldig1 biyokimyasal bir siniflandirma mevcut degildir.
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Isoenzimler, poliakrilamid ve nisasta gibi tasiyic1 ortamlara yerlestirilerek,
elektriki alan igerisinde, tasidiklar1 elektriksel yiik, karsilastiklart direng, molekiil
bi¢cimi ve agirliklarina bagli olarak ilk yerlestirildikleri noktadan belirli uzakliklara
taginirlar ve spesifik enzim boyalar1 ile boyanarak gozle goriilebilir bantlar
olustururlar (Simpson and Withers, 1986). Jel elektroforezi; gesitlerin test edilmesi,
islahi, dretimi vb. alanlarda cesitler arasindaki farkliliklar1 gostermede hizli ve
giivenilir olmasi nedeniyle yaygin bigimde kullanilmaktadir (Cooke, 1986).

Elektroforez, bazi bahge bitkileri ile yonca, bugday, arpa ve tiitiin gibi tarla
bitkilerinde ¢esit tanimlanmasinda kullanilmaktadir (Quiros, 1980; Anderson, 1982;
Gebre ve ark. 1986; Sekin ve ark. 1991; Bilgen ve ark. 1995).

Titin ile ilgili ¢aligmalarmn ¢ogu tiir igindeki ¢esit kiyaslamasindan gok
tiirlerin tanimlanmasi iizerinde yogunlagsmistir (Bredemejier, 1982; Chien ve ark.
1982). Titlinde ilk yapilan ¢aligmalarda elektroforetik yontemlerle tiirler arasinda
farkliliklarin tespit edilebilecegi, ayni tiir igindeki g¢esitlerin tanimlanamayacagi
goriilmiistir (Sheen, 1970; Trinh ve ark. 1981). Daha sonra yeni teknik ve
yontemlerin  gelistirilmesi sonucu aymi tiir icindeki ¢esitlerin elektroforetik
yontemlerle tanimlanabilecegi saptanmistir (Abet ve ark. 1983; Wilkinson ve ark.
1985; Peksiislii ve Sekin, 1998).

Abet ve ark. (1982), titinde enzim polimorfizmi {izerinde ¢alismislar,
Esterase ve Peroksidase isoenzimlerinin polimorfizm gdsterdiklerini ve ¢esit
tanimlamasinda kullanilabilecegini saptamislardir. Arastiricilarm  bu  konuda
yiiriittiikkleri baz1 ¢aligmalar soyle 6zetlenebilir:

On iki N. tabacum g¢esidi poylacrylamid gel elecrophoresis (PAGE)' de
Esterase ve Peroksidase isoenzim bantlart bakimmdan karsilastirilmig, her bir gesit
5-11 arasinda degisen Esterase, 6-13 arasinda degisen Peroksidase isoenzim bandi
vermis ve 11 degisik bant deseni bulunmustur. Sonuglar, genotip tanimlamasinda
enzim polimorfizminin potansiyelini dogrulamistir (Abet ve ark. 1982).

On sekiz Burley tiitlin ¢esidinin, PAGE' de Peroksidase ve Malate
Dehidrogenase isoenzimlerine gore Kkarsilastirmasinda; Peroksidase bantlart 12
pozisyon tizerinden 3-11, MDH bantlar1 19 pozisyon iizerinden 9-18 arasinda dizilim
gostermistir (Abet ve ark. 1983). Xanti, Perustitsa ve Estigovina oriental tiitiin
gesitleriyle yiirittiikleri bir baska calismada ise, PAGE'de Peroksidase, MDH ve
Esterase isoenzimlerine gore karsilagtirma yapilmis ve gesitler arasinda farkliliklar
saptanmugtir. (Abet ve ark. 1984).
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Maryland, burley, air-cured, cigar ve flue-cured tiitlinlerini temsilen alinan
10 tiitiin ¢esidinde, ii¢ yaprak olgunlugu asamasinda PAGE kullanilarak Esterase,
Catalase, MDH ve Peroksidase isoenzim boyamalar1 yapilmistir. Her enzim igin
bulunan bant sayisi sirasiyla 3, 7, 9 ve 11 olmustur. En erken olgunluk dénemindeki
yaprak materyali en fazla sayida bant vermistir. Esterase isoenzimine gore g¢esitler
arasinda fark yoktur. Bununla birlikte arastirilan diger ii¢ isoenzime gore ise ¢esitleri
tanimlamak miimkiin olmustur (Wilkinson ve ark. 1985).

Bu calismada, PAGE teknigi kullanilarak bazi Tirk tiitiin gesitlerinin
Esterase ve Peroksidase isoezimlerine gore tanimlanmasi amaglanmustir. Cesitlere ait
Esterase ve Peroksidase isoenzim bant desenleri ¢ikarilmig olup, elde edilen bu bant
desenlerinin, tohumluk tescili ve 1slah ¢aligmalarinda kullanilmasit miimkiindiir.

MATERYAL ve METOT
Materyal

Arastirmada, Ege Tarimsal Arastirma Enstitiisi, Bitki Gen Kaynaklari
Boliimiinden saglanan 15 Tiirk tiitiin ¢esidi kullanilmustir (Cizelge 1).

Cizelge 1. Arastirmada kullanilan Tiirk tiitiin ¢esitleri.
Table 1. Turkish tobacco varieties used in this research.

Cesidin ad1 Yetistirildigi bolge

Name of the variety Growing region

Karabaglar 6265 Ege

Ege 64 Ege

Akhisar 97 Ege

Basma 192/23 Karadeniz

Bafra 6391 Karadeniz

Samsun Maden 2421 Karadeniz

Samsun Canik 190/5 Karadeniz

Trabzon 18362 Karadeniz

Tasova 10670 Karadeniz

Agonya Marmara

Bursa 18000 Marmara

Diizce-Ozbas 190/5 Marmara

Silvan — Garzan Dogu ve Giineydogu Anadolu
Yayladag 18205 Dogu ve Giineydogu Anadolu
Bitlis I¢ Gegit Tohumu Dogu ve Giineydogu Anadolu
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Metot

Yaprak orneklerinin alinmasi

Tarlada c¢iceklenme donemine gelen bitkilerin orta el yesil yapraklari
kullanilmustir.

Ekstraksiyon

Her yaprak 6rneginin ana damari atilarak, aya kismi pargalara ayrilmis ve
tarttlmistir. 10 gram tiitiin yapragi, 20 ml. homojenize tampon ile ekstre edilmistir.
Ekstraksiyon tamponu: 0,05 M TrissHCI (pH 8) tamponu igine %l
polyvinylprolidone, 5 mM Na,EDTA, 0,25 M NacCl, 0,05 M NaHSO;, 0,025 M
Mercaptaethonol’diir (Moore ve ark. 1982).

Ekstraksiyon, tiilbent ile siiziilerek 10 dakika 4000 rp’de santrifiije edilmistir.
Ust kisim (siipernatant)’dan 80 mikrolitre almanarak 20 mikrolitre bromfenol blue
(traching dye) igeren loading ¢ozeltisi ile karistirilmis ve %7,5 poliakrilamid
sogutmali dikey jel elektroforezine tabi tutulmustur (Davis, 1970). Biitiin islemler +4
C° de gergeklestirilmistir.

Jellerin boyanmasi ve yikanmasi

Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra jeller boyama kabina almmigtir.

Enzim boyamasi

1. Esterase isoenzimiyle: Jel, boyama ¢ozeltisine konularak yaklagik 30-40
dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra bantlar goriilmeye baslar. Enzim boyama
¢ozeltisi Abet ve ark. (1982)’e gore hazirlanmigtir.

2. Peroksidase isoenzimiyle: Boyama ¢ozeltisine konulan jelde, karanlik
odada 5-6 dakika bekletildikten sonra bantlar goériilmeye baglar. Enzim boyama
¢ozeltisi De Jong (1991)’a gore hazirlanmigtir.

Jellerin degerlendirilmesi

Jeller bir cam plaka iizerine yerlestirildikten sonra plakanin altindan verilen

bir 151k yardimi ile incelenerek, orneklere ait bant desenleri ve bantlarin rolatif
mobiliteleri hesaplanmistir.
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Bantlarin yorumlanmasinda ele alinan kriterler;

a. Orneklere ait bant sayilari,
b. Bantlarin rélatif mobiliteleri (Rf degerleri),

Rf=Bandin orijinden uzakligi/indikator boyanin orijinden uzaklhig:.
BULGULAR VE TARTISMA

Bu aragtirmada N. tabacum tiri igerisinde yer alan 16 Tirk tiitiin cesidi,
sogutmali dikey poliakrilamid jel elektroforezi kullanilarak Estarase ve Peroksidase
isoenzimlerine ait zymogramlari elde edilmistir (Sekil 1, 2 ve 3).

Cesitlerin  karsilastirnlmasinda  kullanilan  Esterase ve  Peroksidase
isoenzimlerinin bant paternleri polimorfizm gdstermistir.

Esterase isoenzimi bakimindan g¢esitler arasinda farkli bant desenleri
gozlenmistir (Sekil 1 ve 2). Bant sayilar1 genel olarak degerlendirildiginde; materyali
olusturan ¢esitler 11-21 arasinda degisen sayida bant vermis olup, bazi ¢esitler
kendilerine 6zgii bant desenleri olusturmuslardir. En az sayida bant veren gesitler
Bitlis I¢ Gegit Tohumu (11) ve Bafra 6391 (13) olmustur. En fazla sayida band
Karabaglar 6265 (21) ve Tasova 10670 (20) ¢esidi vermistir. Esterase isoenzimine
gore Rf degerleri 0,02 — 0,99 arasinda degismektedir. Ege tiitiinlerinden orijin
bakimindan benzer olan Karabaglar 6265 g¢esidinde, Ege 64 ve Akhisar 97°den farkli
olarak, kendine 6zgii ve Rf degeri 0,5 olan bant gériilmistiir (Sekil 1 ve 2).

Peroksidase isoenzimine gore g¢esitlerin ¢ogunda benzer bant desenleri
goriilmiis, ancak bazi gesitler farkli bant desenleri vermistir. Bant sayilart 6-13
arasinda degismektedir. En fazla sayida banti Samsun-Maden 2421, Trabzon 18362,
Yayladag 18205 ve Silvan - Garzan ¢esitleri vermistir. Peroksidase isoenzimine gore
Rf degerleri 0,33-0,66 arasinda degismektedir. Orijin ve yaprak formu bakimindan
benzer olan Karabaglar 6265, Ege 64, Akhisar 97 ve Basma 192/23 gesitleri benzer
bant desenleri olusturmuslardir (Sekil 3). Cesitlerin tamaminda belirgin ortak bantlar
bulunmaktadir. Samsun-Maden 2421, Trabzon 18362, Yayladag 18205 ve Bitlis I¢
Gegit Tohumu ¢esitlerinde bazi kalin (yogun) bantlar goriilmektedir (Sekil 3).

Isoenzimlerin genetik markér olarak kullanilabilmesi igin polimorfizmin
varligi, temel kosuldur. Esterase ve Peroksidase isoenzimleri; gerek bu agidan,
gerekse farkli hizlara sahip molekiilleri kodlayabilmeleri agisindan, genotipik
farkliliklar1 belirlemek i¢in uygundurlar (Mc Donald ve Brewbaker, 1972; Abet ve
ark. 1982).
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Bu c¢aligmada da iki biyokimyasal markor kullanilarak, ¢esitlerin
tanimlanmasi yapilmaya g¢aligsilmistir. Esterase isoenzimine gore ¢esitler arasinda bazi
farkli bant desenlerinin oldugu gorilmiistiir. Peroksidase isoenzimine gore ise bazi
gesitlerde farkliliklar tespit edilmesine ragmen, bazi gesitlerde benzer bant desenleri
gozlenmigtir. Bu da elektroforetik yolla genotip teshisinde, elverdigince fazla sayida
isoenzimle ¢alismak gerekliligini vurgulamaktadir. Boylece bir isoenzimle
saptanamayan farkliliklar, diger bir izoenzimle saptanabilmektedir.
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