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OZET
Doktora Tezi

TURKIYE’DE YETIiSEN BAZI LATHYRUS L. TURLERINDE TOHUM DEPO
PROTEINLERININ (ALBUMIN, GLOBULIN, PROLAMIN VE GLUTELIN) SDS-PAGE
YONTEMI iLE ARASTIRILMASI
frfan EMRE
Firat Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali
2007, sayfa: 76+X

Fabaceae familyasina ait diger cinsler gibi Lathyrus L. tohumlar1 da yiiksek protein icerigine
sahiptir ve gelisimleri esnasinda biiyiik miktarda protein biriktirirler. Bu proteinlerin pek cogu katalitik
aktiviteye sahip degillerdir, ¢imlenme ve tohum gelisimi esnasinda amino asit saglamaya hizmet
ederler. Bu proteinler “depo proteinleri” olarak isimlendirilirler. Tohum depo proteinleri oldukca
stabildirler, cevre sartlarindan etkilenmezler ve kolaylikla elde edilirler. Bu yiizden tohum proteinleri
cesitli literatiirlerde 6nemli oranda dikkat cekmislerdir ve elektroforetik teknikler taksonomik olaylarin
onemli kaynagi olarak kabul edilerek cins ve tiir seviyelerinde genetik akrabaliklari gostermek igin
kullanilirlar.

Bu tezde sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforez (SDS-PAGE) teknigi
kullanilarak Tiirkiye’nin degisik bolgelerinden toplanan toplam on yedi taksonun aralarindaki genetik
akrabalig1 arastirmak ic¢in tohum depo proteini alt fraksiyonu profillerinin analizi ¢alisildi. Tohum
kabuklar ekstraksiyondan once uzaklastirildi ve kotiledonlar elde edildi. Bunlar tohum protein alt
fraksiyonlarini elde etmek amaciyla dort farkli soliisyonla homojenize edildi ve daha sonra her bir alt
fraksiyonun protein miktarlar1 belirlendi. Elektroforetik veriler jel dokiimantasyon sistemi kullanilarak
belirlendi ve Quantity 1-D programu ile analiz edildi ve ayn1 zamanda dendogramlar UPGAMA ile
olusturuldu. Lathyrus L. cinsinin Orobus, Platystylis, Pratensis, Orobon, Lathyrus ve Orobastrum
seksiyonlarinin ¢alisilan biitiin taksonlar1 tohum proteini benzerliklerine gore ©nceki morfolojik
siniflandirmayla diizenlendigi gibi birlikte kiimelendiler. Goze ¢arpan en onemli sonuglardan biri
Tiirkiye i¢in endemik ve poliploid olan (2n:28) L. brachypterus var. brachypterus’un (sirasiyla 3.495
pg/ml ve 2.752 pg/ml) albumin ve globulin A miktarlarinin diisiik olmasidir. Bunun sebebi albumin ve
globulin A’nin genlerinin suskunlugundan dolay1 oldukg¢a diisiik ¢ikmis olabilir. Bu tezin diger bir
onemli sonucu da calisilan Lathyrus taksonlarindaki glutelin band paternlerinin globulin B band
paternleriyle benzerligidir.

Anahtar kelimeler: Lathyrus, tohum depo proteinleri, albuminler, globulinler, prolaminler,

glutelinler, SDS-PAGE, poliploidi, UPGAMA
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ABSTRACT
Ph. D. Thesis

INVESTIGATION OF SEED STORAGE PROTEINS (ALBUMIN, GLOBULIN,
PROLAMIN and GLUTELIN) IN SOME LATHYRUS L. SPECIES GROWING IN
TURKEY BY SDS-PAGE METHOD

[rfan EMRE
Firat University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
2007; page: 76+X

Alike other genus belong to Fabaceae, Lathyrus seeds have a high protein content and
accumulate large amounts of proteins during their development. Most of these proteins don’t have
catalytic activity, serve to provide amino acids for use during germination and seed growth. These
seed proteins termed “storage proteins”’. Seed storage proteins are highly stable, unaffected by
environmental conditions and easly to handle. Therefore seed proteins have extensive attention in
several literatures and electrophoretic techniques for total seed protein analysis have been recognized
as a important source of taxonomic evidences and were used to adress genetic relationships at the
generic and specific levels.

In this thesis total seventeen taxa collected from different regions of Turkey have been studied
for the analysis of seed storage protein subfraction profiles to examine their genetic relationship by
using sodium dodecyl sulphate polyacrilamyde gel electrophoresis technique (SDS-PAGE). Seed coats
were removed prior to extraction and cotyledons were obtained. These were homogenised in four
different solution to obtain seed protein subfractions and then protein amounts of every subfractions
were quantified. Electrophoretic data were determined by using a gel documentation system and
analysed by Quantity 1-D analysis software and also dendograms were formed in UPGAMA. All
studied taxa of genus Lathyrus L. sections Orobus, Platystylis, Pratensis, Orobon, Lathyrus and
Orobastrum cluster together on the basis of seed protein similarities as designed by previous
morphological classification. One of the prominent result is albumin and globulin A quantities of L.
brachypterus var. brachypterus (3.495 pg/ml and 2.752 pg/ml respectively) which is endemic for
Turkey and polyploidy (2n:28) were low. This could be because of gene silencing of albumin and
globulin A being quite low. Other important result of this thesis is similarity of glutelin band patterns
with globulin B band patterns in studied Lathyrus taxa.

Key words: Lathyrus, Seed storage proteins, albumins, globulins, prolamins, glutelins, SDS-

PAGE, polyploidy, UPGAMA



1. GIRiS

Lathyrus L. cinsi, yardumuzun hemen hemen biitiin bolgelerinde ve daha ¢ok Fabaceae
iiyelerinin gen merkezi olarak kabul edilen Dogu ve Giineydogu Anadolu bolgesinde yayilis
gostermektedir. Lathyrus L. cinsine ait bazi tiirlerin ekonomik degere sahip olduklari
bilinmektedir. Ornegin L. sativus L., L. hirsutus L., L. cicera L., L. odoratus L. gibi 6nemli
besin degerine sahip olan bazi tiirlerin kiiltiirleri yapilmaktadir [1,2].

Lathyrus L. cinsine ait tiirler morfolojik olarak gerek kendi aralarinda gerekse de Vicia
cinsine ait tiirlerle benzerlikler gosterdiklerinden dolay1 sistematik agidan problemler
yasamakta ve bu yiizden siniflandirmada morfolojik karakterlere ilaveten sitolojik (genellikle
kromozomlarla ilgili), anatomik, molekiiler ve biyokimyasal parametreler de kullanilmaktadir
[1]. Ornegin L. aureus, Vicia croceae ile karistirllmakta aym zamanda bu tiir L. libani ile de
problemler yasamaktadir. Aymi sekilde L. digitatus sistematik problemlere iyi bir 6rnek olarak
verilmektedir. Soyle ki L. digitatus, L. cyaneus ile sistematik problemler yasamakta yine
goriiniirde L. spathulatus’la ve L. tukhtensis’in dar yaprakli formlariyla benzerlik
gostermektedir. L. roseus ise Lathyrus seksiyonu ile Orobus seksiyonu arasinda bir yerde
bulunmaktadir [3]. Sistematik pozisyonu da siipheli olan L. saxatilis ile ilgili yapilan
calismalar sonucunda bu tir Orobastrum seksiyonundan c¢ikarilmis ve Viciopsis adl
monotipik bir seksiyona dahil edilmistir [4]. Sahin ve Altan 1991 yilinda yaptiklar1 kromozom
calismasiyla L. saxatilis’in kromozom Ozelliklerinin Orobastrum seksiyonundaki diger
tiirlerden farkli oldugunu bulmuslardir [5]. Benzer sekilde L. sativus goriiniis ve ¢icek sekli
olarak L. cicera ile karistirilmakta ayrica meyve yapist bakimindan da L. amphicarpos, L.
blepharicarpus ve L. marmoratus ile benzerlik gostermektedir [3]. Davis, L. articulatus’u bir
tiir olarak L. clymenum’dan ayirt etmenin imkansiz oldugunu belirtmistir [3].

Sistematik problemleri gidermek amaciyla yaygin olarak kullanilan biyokimyasal
metodlardan biri de tohum depo proteinlerinin elektroforetik analizidir [6]. Depo proteinleri
oldukca stabil olduklarindan ve cevresel sartlardan etkilenmediklerinden tohum proteinlerinin
elektroforezi sistematik veriler icin gegerli bir kaynak olarak kabul edilir ve gerek cins
seviyesinde gerekse de daha spesifik seviyelerde sistematik problemleri ¢ozmek amaciyla
kullanilir [7]. Ornegin Astragalus [8], Pisum [9], Phaseolus [10], Lathyrus [11-13] gibi pek
cok baklagilde sistematik amaclar icin elektroforetik analiz kullanmilmistir. Aiken ve

arkadaslart da SDS-PAGE (Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforez)’in;



1) Cesitli cinslere ait tiirlerin band profillerini ortaya koymak amaciyla,

2) Farkli cografik bolgelerdeki tiirler arasindaki karsilastirmay yapabilmek amaciyla,

3) Sistematik agidan faydali tanmimlamalar saglamak amaciyla kullanilabilecegini
belirtmislerdir [14]. El-Shanshoury 1997 yilinda SDS-PAGE teknigini kullanarak yaptigi
calismada Lathyrus tohumlarinin depo proteinlerince ¢ok zengin oldugunu ve c¢ok sayida
stabil bantlara sahip oldugunu ifade etmistir [2].

Bu doktora tezinde Lathyrus cinsine ait 17 takson arasindaki sistematik problemlere
¢6ziim bulmak ve morfolojik sistematige yardimei olmak amaciyla FUBAP (Firat Universitesi
Bilimsel Aragtirma Projeleri Birimi) 1136 nolu proje cercevesinde SDS-PAGE (Sodyum
Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforez) teknigi kullanilarak tohum depo proteinlerinin
analizi yapilmistir. Boylece tohum depo proteini alt fraksiyonlar1 (albumin, globulin, prolamin
ve glutelin) yardimiyla taksonlara ait protein bantlar elde edilmis ve bunlardan yararlanilarak

kiimeleme analizi yontemiyle taksonlar arasindaki benzerlikler ortaya ¢ikarilmistir.



2. BAKLAGILLER (LEGUMENLILER)

Bitki tohumlari protein, lipit ve karbohidrat bakimindan zengin olduklarindan dolay1,
kiymetli besin kaynagi olarak kullanilmaktadirlar [15]. Son yillarda artan protein talebine
karsilik alternatif ve yeni protein kaynaklar1 aramak ve ayrica marjinal topraklarda yetisen
bitkiler iiretmek veya yiiksek kalitede besin igerigine sahip bitkiler yetistirmek oldukca
popiiler konulardan biri haline gelmistir. Bunlar arasinda protein degerinin yani sira
vitaminler, karotenoidler ve fenolik bilesikler gibi biyolojik yondende aktif bilesikleri iceren
baklagil tohumlar1 6nemli yer isgal etmektedir [16,17]. Baklagil tohumlarinda, kotiledonlar,
tohum kabugu ve embriyonik eksen olmak iizere ii¢ farkli kisim ayirt edilmektedir ki bu
yapilarin toplam tohum agirligina gore yiizde oranlar1 sirasiyla ortalama % 89, % 10 ve %
1’dir. Kotiledon, ana rezerv maddelerini ihtiva ederken, tohum kabugu ise (yiiksek oranda
fenolik bilesiklere sahiptir) kotiledon i¢in koruyucu gorev yapmaktadir [17].

Yapilan arastirmalara gore insan besininin yaklasik olarak % 70’ini tahillar ve
baklagiller meydana getirmekte geri kalan % 30’luk kisim ise hayvansal besinlerden
karsilanmaktadir. Ancak hayvansal proteinler esensiyal amino asitler bakimindan denge
halindelerken baklagil ve tahil proteinlerinde genellikle bir dengesizlik s6z konusudur.
Ornegin tahil proteinleri genellikle lizin ve triptofan amino asidince eksiklik yasarken baklagil
proteinleri ise siilfiir iceren metiyonin ve sistein amino asitlerince fakirdirler. Ayrica lektinler,
enzim inhibitorleri gibi bilesiklerin bulunmasi baklagil tohumlarinin besin kalitesini kismen
etkilemektedirler [18]. Yiiksek besin degerlerinin yani sira baklagiller, Rhizobium familyasina
ait bakterilerle ve mikorizal funguslarla simbiyotik iliski kurarak biyolojik azotun
tiretilmesine katkida bulunmalarindan dolay1 tarimsal rotasyonun gerekli elemanlar1 ve baslica

organik giibre kaynagidirlar [19].



Tablo 2.1. Farkli bitkilerdeki bazi tohum proteinlerinin amino asit kompozisyonlar1 ve Diinya Saglik
Orgiitii tarafindan tavsiye edilen oranlar1 [18]

Amino asit Diinya Saglik Orgiitii Maisir bitkisindeki zein proteini Bezeyle bitkisindeki
legiimin proteini

Alanin - 13.7 6.0

Arginin - 1.2 10.0

Sistein - Iz miktarda 1.2

Glisin - 2.1 6.9

Histidin - 0.9 1.8

Losin 7.0 20.0 7.6

Metiyonin 3.5 Iz miktarda 0.7

Valin 5.0 3.6 5.0

Izol6sin 4.0 4.1 4.0

Lizin 55 0.2 42

Threonin 4.0 24 3.1

Fabaceae 700°den fazla cinsi ve yaklasik 19.000 tiirii ihtiva eden yiiksek bitkilerin
tictincii biiylik familyasin1 olusturmaktadir [19,20]. Fabaceae familyasi; Phaseoleae, Vicieae,
Cicereae, Aeschynomenae ve Gemistae olmak iizere bes tribusa ayrilarak incelenmektedir [21].
Lathyrus L. genusu da Vicieae tiribusuna aittir ve 13 seksiyona ayrilmaktadir [4]. Tiim diinyada
yayilim gosteren 152 tiire sahip olan Lathyrus L. genusu iilkemizde de tiir, alt tiir ve varyete
seviyesinde 76 takson ile temsil edilmekte ve 10 seksiyona ayrilmaktadir [3,22-27].

Baklagillerin bu denli 6nem arz etmelerinin bir diger sebebi de sahip olduklar1 farkli
kimyasal yapilaridir. Ornegin baklagillerin kandaki kolesterol miktarim azaltici etkilerinin
yanisira hipoglisemik etkilerinin oldugu belirtilmektedir. Bununla birlikte c¢esitli baklagiller,
lektinler, tripsin inhibitorleri gibi farkli bilesikler iiretirler [28]. Bu tiir bilesiklerin bulunmasi
bitkinin dogal sartlar altindaki hayat dongiisiinde daha dayanikli olmasimi saglamaktadir [29].
Bu tiir proteinlerin Onemli bir familyas:i olan lektinler, pek cok bitkide ozellikle de
Leguminosae’de bolca bulunan karbohidrat bagli proteinlerdir [30]. Lektinler, alyuvarlar
agglutine etme bakimindan antikorlara benzer olsalar da yapilar1 oldukga farklidir ve onlarin
ozgiilliikleri karbohidratlariyla sinirlandirilmistir [29]. Yapilan calismalarla lektinlerin etkileri
ortaya konulmustur. Ornegin lektinlerin bagirsak tiimérlerinin biiyiimesini azalttig bulunmustur
[31]. Valentiner ve arkadaslar1 ise 2003 yilinda yaptiklar1 ¢alismada in vitro olarak lektinlerin
kanser hiicrelerinin biiylimesini engellediklerini gostermislerdir [32]. Ayrica baklagillerin,
doymus yag asidince fakir besinlerle birlikte alinmasiyla birlikte lipid homeostazisini kontrol

ettigi ve kalp damar hastaliklar riskini azalttigi belirtilmistir [29]. Ancak bu denli faydalarinin



yaninda Lathyrus tiirlerinin fazla tiiketimi sonucunda Lathyrism adi verilen rahatsizlik ortaya
cikmaktadir. Lathyrism’in Osteolathyrism ve Neurolathyrism seklinde iki formu vardir. Iskelet
deformasyonlarina sebep olan Osteolathyrism L. odoratus, L. hirsutus ve L. roseus gibi tiirlerin
tilketimiyle ortaya ¢ikmaktadir. Neurolathyrism ise cesitli Lathyrus tiirlerinin ve bazi Vicia

tiirlerinin tiiketimiyle ortaya c¢ikarak kaslarin katilagsmasi ve felce sebep olan rahatsizliktir [33].

Tablo 2.2. Cesitli baklagil tohumlarindaki farkli proteinlerin etkileri [29]

Peptid/Protein | Baklagil Esas aktivite Biyolojik aktivite
tohumu
7S globulin o’ | Soya fasulyesi Belirlenmedi e LDL-reseptorlerinin diizenlenmesi
zinciri e Plazma kolesterolii ve trigliserit
azalmasi
o-amilaz Cesitli a-amilaz e Kilo kontrolii
inhibitorii kaynaklar inhibitori e Obezite
e Diyabet
e Hipoglisemik
Conglutin y Lupin Belirlenmedi e  Kolesteroliin diisiiriilmesi
Lektinler Cesitli Glikozil kisim e Antikanserojen
kaynaklar baglanmasi e  Bagisiklik modiilasyonu




3. TOHUM DEPO PROTEINLERI

Baslica ve 6nemli depo materyallerinden biri olan proteinler tohum gelisiminin ikinci
safhasinda yiiksek miktarlarda birikmeye baslar [34]. Tlk gelisim esnasinda zigotun béliinmeleri
sonucunda globular embriyo, embriyonik eksen ve kotiledonlara farklilagir. Bu safhada
monokotillerde ve dikotillerde endosperm ve kotiledonlarin akibeti farklidir. Monokotillerde
endosperm baslica depo dokusu olarak gorev yaparken pek ¢ok dikotilde ise endosperm sadece
gecici olarak vardir ve kotiledonlar baslica depolama gorevini iistlenirler [35]. Ikinci safhada ise
hiicre genislemesi meydana gelir ki boylece embriyo biiyiir ve ayrica besin rezervleri biriktirilir
ve hizli bir sentez meydana gelir. Genellikle bu periyotta birkac giin igerisinde depo
proteinlerinde hizli bir artis meydana gelir [18]. Bundan sonraki asamada ise dormansi igin
hazirlik yapilmaktadir. Tohum su iceriginin % 90’indan fazlasim1 kaybederek RNA ve protein
sentezine son verilir ve embriyonik dormansi baslar. Dormansi, tohum ¢imlenmesi esnasinda
depo proteinleri tiiketildigi zaman sonlanir [34,36]. Baklagil tohumlar1 da gelisimleri esnasinda
biiyiik miktarlarda protein biriktirirler. Bu proteinler ne katalitik etkiye ne de kotiledonlarda
yapisal bir role sahiptirler. Depo vakuolleri ya da protein cisimcigi adi verilen yapilarda
biriktirilen proteinler ¢cimlenme esnasinda proteolize ugrarlar ve bdylece serbest amino asit
kaynagi olarak gorev yaparlar. Bu tohum proteinleri “depo proteinleri” olarak isimlendirilirler
[29].

Tohum proteinleri genel olarak metabolik proteinler ve depo proteinleri olmak iizere iki
sinifa ayrilirlar. Metabolik proteinler, normal hiicre metabolizmasinin devamliligindan
sorumludurlar [37]. Ancak son zamanlarda yapilan simiflandirmada ise proteinler; depo, yapisal
ve biyolojiksel olarak aktif olan proteinler seklinde incelenmektedirler [38]. Baslica biyolojik
yonden aktif olan proteinler, lektinleri, enzimleri ve enzim inhibitorlerini icermektedir. Bu
proteinler minor proteinlerdir ve amino asit kompozisyonu agisindan depo proteinlerinden daha
dengeli bir durumdadirlar. Diger taraftan depo proteinleri de enzimatik olmayan proteinlerdir ve
amaglar1 yeni bitkinin olusumu esnasinda ve ¢imlenme esnasinda ihtiya¢c duyulan proteinleri
(azot ve siilfiir kaynagi) saglamaktir [18]. Tohum depo proteinleri, ¢oziiniirliik karakterlerine
gore asagidaki sekilde dort grup altinda simiflandirilirlar [16,18,39];

1. Albuminler: suda ¢oziiniirler (1.6S-2S)
2. Globulinler: sulu tuz soliisyonunda ¢oziiniirler (7S-13S)

3. Prolaminler: alkol/su karisiminda ¢oziiniirler



4.

Glutelinler: ¢oziinmeleri ¢ok zordur; zayif asidik, bazik ya da sulu SDS

(Sodyum Dodesil Siilfat) soliisyonunda ¢oziiniirler.

Albumin ve globulinler dikotillerde depo proteinleri olarak genelde fazla miktarda

bulunurken, prolaminler ve glutelinler ise monokotillerdeki baslica proteinlerdir (6rnegin

tahillarda) [40]. Fide icin azot kaynagi olan depo proteinleri genellikle asparajin, glutamin,

arginin ve prolince zengindirler [41]. Ancak ¢ogunlukla 7S ve 11S globulinler olmak iizere

baklagil proteinleri siilfiir iceren sistein, metiyonin ve ayni zamanda triptofan amino asidi

bakimindan eksiktirler [18].

Tohum depo proteinleri diger proteinlerden bazi Ozellikleriyle ayrilmaktadirlar. Bu

ozellikler asagida dzetlenmistir [18,42-44];

1.
2.
3.

Bu proteinler, sadece tohumda (kotiledonda veya endospermde) sentezlenirler.
Depo gorevleri disinda bagka fonksiyonel bir aktiviteye sahip degillerdir.

Depo proteinleri protein cisimcigi ya da depo vakuolleri adi verilen 6zel depo
organellerinde biriktirilirler ve c¢imlenme esnasinda tiiketilirler. Protein
cisimciklerinin kokeni protein tipine gore farklidir ve tiir ici ve tiirler arasinda
cesitlilik gosterebilmektedir.

Biitiin depo proteini fraksiyonlar1 karistk komponentlerdir ve hem ek bir
genotip igerisinde ve hem de aym tiiriin genotipleri arasinda polimorfizm
gosterirler. Bu polimorfizm ¢oklu gen ailesinin olmasindan ve de bazi
durumlarda da proteolitik siirec ve glikozilasyondan kaynaklanmaktadir.
Ornegin dikotil tohum globulinleri ¢oklu gen ailesinin iiriiniidiirler. Yine
monokotillerdeki, 6érnegin misirdaki, iyi ¢alisilmis olan zein proteinlerinin her
biri 3-10 gene sahip olan on kadar prolamin ailesi tarafindan sentezlendigi ifade
edilmektedir. Tohum proteinlerinin ¢oklu gen aileleri muhtemelen karmasik gen

dublikasyonu serileri sonucunda meydana gelmislerdir.



Tablo 3.1. Coziiniirliiklerine gore tohum depo proteinleri ve bazi1 dzellikleri [45]

Albuminler 118 7S Prolaminler | Glutelinler
Globulinler Globulinler
Cozuniirlik Suda Tuzlu Tuzlu Alkolde Zayif asidik ya
¢Oziiniirler cozelti cozelti ¢Oziiniir (% | da bazik
70-90) ¢ozeltilerde
Mr 10-20.000 300-400.000 | 150-190.000 | 10-90.000 19.000-36.000
Alt iinite Monomerler ve | Hekzamer alt | Trimer alt | Monomerler | Disiilfit bagiyla
yapisi heterodimerler | tniteleri tiniteleri veya baglanmis olan
halinde halinde ki | polimerler asidik ya da
bunlar halinde bazik alt iiniteler
ayrilabilir halinde
Glikozilasyon | Yok Nadiren Sikca Yok Yok
Kompozisyon | Metiyonince S-amino S-amino Lizince Glutamin ve
zengin (baz1 | asitlerince asitlerince eksik prolin amino
tiirlerde) eksik eksik asitlerince
zengin

3.1. Tohum depo proteinlerinin birikmesi ve depolanmasi

Depo proteinleri, baslica embriyo ve endospermin son derece farklilagmis hiicrelerinin
protein depo vakuollerinde veya dogrudan endoplazmik retikulum icinde olusan protein
cisimciklerinde biriktirilirler. Gegmiste protein cisimcigi ve protein depo vakuolu terimleri
birbirinin yerine kullanilmakta iken simdilerde protein depo vakuolleri endoplazmik
retikulumdan kokenlenmis olan ve depo proteinlerini tasiyan protein cisimciklerini igeren
farklilagmis vakuoller icin kullanilmaktadir [46]. Misir, piring gibi bazi tiirlerde depo proteini
ihtiva eden protein cisimcikleri (prolamin ihtiva edenler) dogrudan endoplazmik retikulumdan
meydana gelirler. Ayrica hem baklagiller gibi dikotil bitkilerde ve hem de pirin¢ ve yulaf gibi
monokotiledonlardaki globulinler ise vakuollerden kokenlenmis olan protein cisimciklerinde
depolanirlarken, tahillarda ise depo proteini birikimi (6zellikle prolaminler) vakuol aracili
protein cisimciklerinde meydana gelir [42,47-51]. Pek c¢ok yazar vakuol olusum
mekanizmasimin da ER (endoplazmik retikulum)’den basladigimi belirtmektedir. Boylece ER
dogrudan ya da dolayl olarak her iki tip protein cisimcigi olusumuna katkida bulunmaktadir
[52].

Olgun tohumlar, protein depo vakuollerini tamamen kaplayan yogun sekilde

paketlenmis protein depolarina sahiptirler. Bu vakuollerdeki protein depolari, amorf veya



farklilagmis alt alanlara sahiplerdir ki bu yapilar farkli proteinleri ihtiva ederler. Bu alt alanlar,
protein matriksi, kristaloid, phytin inkliizyonlar1 ve otofajiden kokenlenmis olan intravakuolar
keseciklerdir [46]. Ornegin 7S depo proteinleri protein depo vakuollerindeki periferal matrikste
depolanirken 11S depo proteinleri ise kristaloid yapinin baslica bilesenidir [53]. Ancak bazi
tiirlerde de 7S ve 118 proteinler protein depo vakuolleri i¢inde birlikte bulunmaktadirlar [46].
Bunun aksine tahillarin prolaminleri ise biiyiikk oligomerik yapilar halinde endoplazmik
retikulumda birikmektedirler. Ornegin musir ve piringte, bu proteinler endoplazmik retikulum
icinde birikirken bugdayda ise proteinik yapilar endoplazmik retikulumdan kokenlenmis olan
protein cisimcikleri icerisinde depolanirlar [54-56]. Ayrica bazi tiirlerde cesitli tiplerdeki
siilfiirce zengin ve siilfiirce fakir prolaminler endoplazmik retikulum igindeki farkli protein
cisimciklerinde birikme egilimlerindelerken bugday gibi bazi tiirlerde ise siilfiirce zengin ve
fakir prolaminler ise protein cisimcigi i¢inde birlikte entegre olmus haldedirler [57-58]. Piring
bitkisiyle yapilan mRNA c¢esitlenmesi olayma baktigimiz zaman da benzer bir olayi
gormekteyiz [55]. Li ve arkadaglar1 1993 yilinda yaptilari ¢alismada prolamin ve glutelin
mRNA’sinin  da graniilli endoplazmik retikulum polizomlarinda bulundugunu ancak
prolaminlerin transkriptlerinin prolamin ihtiva eden protein cisimciklerini kusatan
membranlarda lokalize olduklarini ve glutelin mRNA’larinin ise sisternal endoplazmik

retikulumdaki polizomlarla baglantili oldugunu belirtmislerdir [55].
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Sekil 3.1. Prolamin ve glutelinlerin sentezlenmesi ve ugradiklar1 degisimler [18]. Glutelin ve prolamin
mRNA’lar1 graniillii endoplazmik retikulumun (GER) farkli bolgelerinde translasyona ugrarlar. a: N-
terminal sinyal peptidi proteinin endoplazmik retikulumun (ER) limenine geg¢mesini saglar. b: Sinyal
peptid daha sonra yapidan ayrilir. Protein ise ER’den ayrilmadan 6nce glikozilasyon, saperon yardimli
katlanma, disiilfit kopriisii olugmasi ve oligomerizasyon gibi ¢esitli degisimlere maruz kalir. ¢: Piring, misir
gibi bitkilerin prolaminleri dogrudan ER’den kokenlenen protein cisimciklerinde depolanirlar. d: Ancak
dikotillerin globulinleri (legiiminler gibi), glutelinler ve bazi tahillarin prolaminleri golgiye tasinir. Golgide
de kisa N-terminal ve C-terminal hedef sekanslarinin ayrilmasi ve benzeri islemler gerceklesir. e, f: Bunlar
daha sonra vakuolden kdkenlenmis olan protein cisimciklerde depolanirlar. PC-ER: Endoplazmik retikulum
kokenli protein cisimcigi; PDV: Protein depo vakuolii; PC-V: Vakuolden kokenlenmis olan protein
cisimcigi.



3.2. Tohum depo proteinlerinin sentezlenmesi ve ugradiklar: degisimler

Tohum proteinleri, genellikle sentezlendigi bolgeden depo organeline gitmek, bir takim
islemlerden ge¢cmek ve tasinma gibi olaylart meydana getirmek icin lider pre-peptid ve pro-
peptid sekanslarina sahip olan Oncii yapilar olarak sentezlenirler [18].

Depo proteinlerinin endoplazmik retikuluma girisi translasyonla birlikte meydana gelir
ve bu giris N-terminal sinyal peptid ile belirlenir ki bu yapi, gelisen polipeptidin liimene
gecmesinden sonra yapidan ayrilmaktadir [59]. Endoplazmik retikulum icindeki depo
proteinleri sinyal peptidin ayrilmasindan sonra glikozilasyon, disiilfit izomeraz katalizli disiilfit
bagi olusumu, saperonlar yardimiyla katlanmalar, oligomerizasyon ve protein cisimciklerine
tasinma gibi cesitli olaylara maruz kalirlar [18].

Depo proteini Onciillerinin propeptid segmentlerinin bazen gecici olarak glikan yan
zincirleri tasidiklan ifade edilmis ve bunlarin proteinin olgunlagsmasi esnasinda ise ayrildiklari
bazen de kalic1 olarak glikozilasyona ugradiklari tespit edilmistir [60-62]. Ornegin vejetatif
depo proteinlerinde oldugu gibi 7S (vicilin tipi globulinler) globulinlerinin de dahil oldugu
cesitli depo proteini ailesinin {iiyeleri translasyonla es zamanli olarak endoplazmik retikulum
icerisinde glikozile olurlar [63-65]. Farkli tiirlerde glikozillesme oranlar1 degisik olmaktadir.
Soyle ki, Phaseolus vulgaris’in vicilin proteini glikozilasyona ugrarken Pisum sativam’daki
vicilin proteininin ise az bir kisminin glikozilasyona ugradigir goriilmektedir [52]. Ayrica
legiiminler (lupinlerden elde edilen legiiminler disinda) ise genellikle glikozilasyona ugramazlar
[67,68]. Yine tahil prolaminleri ve glutelinlerinin de glikozilasyona ugramadiklari
belirtilmektedir. Depo proteinlerinin glikozilasyona ugrayip ugramamalari tohum depo
proteinlerinin hiicre ici transferinde Onemli rol oynamaktadir [52]. Yapilan c¢aligmalarla
glikozilasyonun bazi depo proteinlerinin endoplazmik retikulumdaki oligomerizasyon
(phaseolin gibi), proteolitik boliinmeye kars1 direng, proteinin dogru katlanmasina destek gibi
cesitli rollerinin oldugu da tespit edilmistir [68,69].

Disiilfit kopriilerinin olusturulmasi da depo proteinlerinin endoplazmik retikulumdan
ayrilmadan 6nce ugradiklar1 bir baska degisimdir. Bakildigi zaman cogu 2S albuminlerin, pek
cok lektinin ve biitiin legiiminlerin, bir (legiiminler ve lektinler) veya daha fazla (2S albuminler)
disiilfit kopriisityle bagh olan a- ve B- zincirleri olarak isimlendirilen iki farkli hacimdeki
polipeptidden olustugu goriilmektedir. Zincirler arasindaki disiilfit bagina ilaveten aym
zamanda zincir icinde de disiilfit baglar1 vardir ve bunlar bu depo proteinlerinin tersiyer
yapilarina katkida bulunurlar [42,52,70]. 11S globulinlerle yapilan bir ¢alismada zincirler arasi

disiilfit kopriisiiniin yoklugunun hekzamer yapinin olusmasini engelledigi goriilmiistiir [52].
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Cesitli bitkilere ait depo proteinleriyle (6zellikle prolaminlerle) yapilan c¢alismalar
sonucunda saperonlarin protein cisimciklerinde proteinlerin depolanmalarina ve katlanmalarina
katkisinin oldugu tespit edilmistir [49,71]. Yapilan ¢alismalarla endoplazmik retikulum proteini
olan ve depo proteinlerinin birlesmesini ve katlanmasini saglayan BIP (binding protein:
baglayic1 protein)’in piring prolamin zincirleri sentezlenirken baglandigi ve bu proteinin
prolamin zinciri tamamlanincaya kadar bagli kaldigi bulunmustur [52]. Benzer sekilde misirda
endoplazmik retikulumdan kokenlenen zein ihtiva eden protein cisimciklerinin membraninin alt
tabakalarinda yine BIP adl1 proteinin bulundugu tespit edilmistir [72].

Tohum depo proteinlerinin ER’de maruz kaldiklart  olaylardan biri  de
oligomerizasyondur. Pek ¢ok yardimci depo proteinleri gibi 7S ve 11S gibi baslica proteinler
endoplazmik retikulum liimeninde sentezlendikten kisa bir siire sonra tetramer, trimer ve dimer
formlarin1  kazanirlar [18,73-75]. Ornegin gelisen baklagil kotiledonlarinin endoplazmik
retikulum liimenlerinde prolegiimin ve vicilinlerin trimerize halde olduklari belirlenmistir. Ayni
sekilde hiicre parcalama teknikleri de vicilin ve prolegiimin trimerlerinin gelisen bezelye, soya
fasulyesi gibi bitkilerin endoplazmik retikulumlarinda lokalize olduklarint gostermistir [73,76].
Yine phaseolin depo proteiniyle yapilan deney sonucunda sadece trimerize olmus phaseolinin
protein depo vakuoliine transfer olabildigi tespit edilmistir. Trimerize olmayan proteinlerin
endoplazmik retikulumda kaldig1 ve parcalandigi tespit edilmistir [77].

Tablo 3.2. Farkli depo proteinlerinin hiicredeki ¢esitli kompartimanlarda ugradiklar1 degisimler [42]

Kompartiman

Gerceklesen olay

28

Albuminler

Prolaminler

7S
Globulinler

11S
Globulinler

Endoplazmik

retikulum

Sinyal peptid
ayrilmasi
Saperon aracilt
katlanma

S-S bagi olusumu

N-glikozilasyon

+

+

+

Golgi

Kompleks glikan

eklenmesi

Vakuol

Propeptid  islenmesi
(proteazlar
yardimiyla asparajin

bolgelerinde ayrilma)
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Depo proteinleri, ugradiklar1 bu degisimlerden sonra transfer vezikiillerine girmek i¢in
mutlaka spesifik hedef bilgisi tagimalidir. Cesitli durumlarda, depo proteinlerinin siniflandirma
bilgisi depo proteini polipeptidlerinin primer yapisinda gosterilmektedir. Simdiye kadar ii¢
farkli tipte vakuolar hedef bilgisi tespit edilmistir. Bunlarin ikisi N-terminusta ya da C-
terminusta yer alan kisa hedef peptidleridir ki sinirli proteoliz sonucunda olgun polipeptidin
olustugu depo vakuoliine polipeptidin varmasindan sonra yapidan ayrilmaktadir. Uciincii
durumda ise hedef bilgisi olgun polipeptidde hala var olan uzun dahili sekans uzamasinin
biitiinliigiine baglidir [52].

Tohum depo proteinlerinin pek ¢ogu protein depo vakuollerine transfer olduktan sonra
da ilave islemlere maruz kalirlar. Bu islemler muhtemelen konformasyonda meydana gelen
degisimlerdir ki bu sekilde proteinlerin tasinmasi ve etkili sekilde depolanmasi
gerceklesmektedir. Ornegin phaseolinde glikan yan zinciri kesilmesinin protein depo
vakuollerinde meydana geldigi belirtilmistir [68]. Yine gelisen bezelye tohumlardaki vicilinlerin
bazilarinin sinirhi proteolize maruz kaldiklart tespit edilmistir. Ancak polimorfik vicilin alt
iinitelerine sahip olan pek ¢ok tiirde ise bu proteinlerin glikozilasyon ve sinirli proteoliz gibi
ilave islemlere maruz kalmadan depolandiklart bulunmustur. Muhtemelen protein depo
vakuoliindeki spesifik kimyasal ¢evre konformasyon degisimlerine katkida bulunmakta ve bu
durum proteinlerin depolanma 6zelligi kazanmasini saglamaktadir [78,79]. Ayrica prolegiimin
trimerlerinin o- ve [- zincirlerine ayrilmasi protein depo vakuollerinde meydana gelir.
Prolegiiminlerin a- ve [- zincirlerine ayrilmasi prolegiimin trimerlerinin legiimin
hekzamerlerine doniigsmesi i¢indir ve bu tiir ayrimi gostermeyen prolegiiminlerin de hekzamerik
yapt olusturmadiklar1 ifade edilmistir. Ayni sekilde napin benzeri 2S albuminlerin de
prolegiiminlerden daha fazla komplike vakuolar islemlere maruz kaldiklar belirtilmektedir. Bu
proteinler endoplazmik retikulumda sinyal peptid ayrilmasina ugradiktan sonra vakuolde sadece
propeptidin ayrilmasi degil ayn1 zamanda a- ve PB— zincirlerinin ve kisa C-terminal peptidi

arasindaki kisa baglayici peptidin ayrilmasi seklindeki proteolitik isleme maruz kalirlar [52].

12



No Degigimler Alt Ginite ‘Tiirler

1 . - L Legiimin henzeri 12 § Pisum sativam, Viga
h - globulinlerin alt iiniteleri faba, Glycine max
L ‘ - .
| Cesitli lektinler Pisum sativam,
o - Micinus commiinis
" (Sknival peptida,
b P vakuolar siire¢ enzimi)
s ; : : Zein, hordein, gliadin, Trticum aestivum,
' prolamin, vicilin Viaa faba, On=a
r (Sinyal peptidaz) gativa, Pisum sativum
- - : Phaseolin, vicilin FPhaseolus vulgars,
y (S]Ilyﬂ]. PE-‘PtIdﬂZ) at;_'i‘.’sfl.t.l']‘] FIOFEmM
-
b - - Vicilin Pisum sativam, Viga
‘ faba
N | (Sinyal peptidaz,
. hilinmeyen enzimler)

Sekil 3.2. Tohum depo proteinlerinin ugradiklar: baz1 degisimler [52]

3.3. Tohum depo proteinlerinin proteolizi

Tohum depo proteinlerinin proteolizi proteazlarin sentezine baghdir. Bu goriis cesitli
baklagil kotiledonlarinda ve tahillarin alevron tabakalarinda calisilarak gosterilmistir. Ornegin
Vigna radiata’nin protein depo vakuollerindeki depo proteinlerinin pargalanmasinin Cys
proteaz adi verilen enzimin biyosentezine bagli oldugu bulunmustur. Vicilin peptidohidrolaz
olarak isimlendirilen bu proteaz graniillii endoplazmik retikulumda sentezlenir ve stoplazmik
merkezde birikmeye baslar [80]. Cys proteaza homolog SH-EP (sistein endopeptidaz) olarak
adlandirilan bir diger enzimin ise 43 kDa (kilodalton)’luk ve inaktif zimogen graniilleri halinde
sentezlendigi goriilmiistiir [81]. Toyooka ve arkadaglarinin 2000 yilinda SH-EP antikorlariyla
yaptiklar1 calisma sonucunda proenzim/enzim yapilariin 0.2 -0.5 pm c¢apindaki ER tiirevli
graniillerde biriktikleri tespit edilmistir [82]. Ricinus communis endosperminde de paralel bir
calismayla depo proteinlerinin hidrolizinin SH-EP’a bagli oldugu gosterilmistir [83]. Bu
bitkinin endospermlerinde SH-EP’in sentezlenip 0.5 pm’den daha biiyiik captaki yogun
organeller halinde depolandiklari belirtilmistir. Arastirmacilar bu organellere “Ricinosom” adini
vermislerdir. Ricinosomlar, goriiniiste glioksizoma benzeseler de yapilan detayli calismalar
sonucunda farkli organellerden kokenlendikleri belirtilmistir. Ricinosomlarin, endoplazmik

retikulum ile yakin bir baglantis1 oldugu ve ondan tiirevlenmis olabilecegi belirtilmistir [80,83].
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Hordeum vulgare’nin alevron hiicrelerinde yapilan calismayla da protein depo vakuollerindeki
depo proteinlerinin degradasyonunun aleurain proteaza bagli oldugu belirtilmistir [80]. Bu Cys
proteaz enzimi de 42 kDa’luk proaleurain olarak sentezlendikten sonra ugradigi degisiklikler
neticesinde 32 kDa’lik aleurain’e doniisiir [84]. Aleurain diger Cys proteazlar gibi dncii olarak
sentezlenir ve daha sonra da oncii proteaz vakuollerinin protein depo vakuollerinin birlesmesi

sonucunda depo proteinlerinin degradasyonuna neden olur [80].
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4. TOHUM DEPO PROTEINi ALT FRAKSiYONLARI

4.1. Albuminler

Albuminler, globulinlerle birlikte yaygin olarak dikotil tohumlarinda bulunmaktadirlar.
Suda ¢oziinen albuminler, disiilfit kopriisiiyle baglanan 8-12 kDa ile 3-5 kDa agirhigindaki iki
polipeptid zincirinden olusmustur. Coklu gen ailesi tarafindan kodlanan albuminlerin ¢alismalar
sonucunda cesitli proteolitik islemlere maruz kalan Oncii proteinler olarak sentezlendikleri
bulunmustur. Bu proteolitik islemler, sinyal peptidin ayrilmasi, gibi ilave amino terminal
fragmentinin ayrilmasi ve birka¢ karboksil terminal residuelerinin eliminasyonu gibi cesitli
degisikliklerdir [85]. 2S albuminler, kiiciik globuler proteinlerdir ve arginin, glutamin, asparagin
ve cogu kez sistein amino asitlerince zengin olmalarinin yani sira yiiksek oranda lizin ve
metiyoninede sahiptirler. Ancak buna ragmen 2S albuminlerin kompozisyonlarinda 6nemli
degisiklikler vardir [86,87]. Ornegin aygiceginden saflastirilan sekiz albumin fraksiyonunda
lizin % 1 ile % 10 arasinda degisen oranlarda bulunmaktadir. Olgun proteinlerin M,’si ise
10.000-20.000 arasinda degismektedir [45]. Yapilan calismalarla baslangicta biiyiik bir onciil
olarak sentezlenen 2S albuminler, sinyal peptidden baska en az ii¢ peptid parcasinin yapidan
uzaklastirilmasiyla iki alt iinite haline doniismektedir [88]. Ayrica 2S albuminler, alerjenik
cevap saglamak, giiclii tripsin inhibitorii olmak, antifungal 6zellik gostermek gibi Onemli
fonksiyonel Ozelliklere de sahiptirler [89,90]. Baslangicta vakuoller i¢inde birikmeye baglayan
albuminler daha sonra protein cisimciklerinin olusmasiyla ayri olarak depolanirlar [90].

Albuminlerin elektroforez calismalar1 cesitli baklagil tiirlerinde iyi bir sekilde
aragtirilmistir. Ornegin Lupin’de seliiloz asetat elektroforeziyle yapilan galismalar sonucunda
Lupinus albus ve Lupinus angustifolius’ta en az bes komponent ayrilmistir. Lupinus luteus’un
albuminlerinin de izoelektrik noktalarina gore 4.1 ve 5.5 arasinda degisen alti komponente
ayrildign  gozlenmistir ki bunlar asidik proteinlerdir. Lupinus albus’un ve Lupinus
angustifoliusun SDS-PAGE orneklerine gore de yaklasik olarak 20 polipeptid ayrilmistir ki bu
polipeptidlerin molekiil agirliklar1 117 kDa ile 6 kDa arasinda degismektedir. Bezelyenin
albumin fraksiyonlar1 ise SDS-PAGE analizlerine gore iki bilyiik polipeptid sinifi ve nispeten

kiictik miktarlarda olan diger komponentlerden olusmustur [87].
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4.2. Globulinler

Globulinler, bitkilerde yaygin olarak bulunan depo proteinleridirler. Bunlar sadece
dikotillerde degil ayn1 zamanda monokotillerde ve egrelti sporlarinda da bulunmaktadir [42].
Leguminosae familyasina ait tiirlerde Osborne ve Campbell 1898 yilinda ilk olarak Pisum
sativum’da sedimentasyon katsayilarina gore globulinleri vicilin ve legiimin olmak iizere iki
farkli protein tiirii olarak ayirt etmislerdir. Benzer franksiyonlarin varligi daha sonra gesitli
baklagil tiirlerinin tohumlarinda gosterilmistir [40,91]. Danielson 1949 yilinda calistigi 34
baklagil tiiriiniin tohumunda birkag istisna disinda biitiin tiirlerin sedimantasyon katsayilarina
gore yaklagik olarak 7S ve 11S olmak tizere iki globulin komponenti ihtiva ettiklerini bulmustur
[92]. Bu globulinler, bitki tiirlerine gore Vicia faba ve Pisum sativum’da vicilin ve legiimin,
Vicia sativa’da 6-vicinin, y-vicinin, B-vicinin, o-vicinin, Lupinus albus’ta o-conglutin, [-
conglutin ve vy-conglutin, Glycine max’ta conglycinin ve glycinin, Arachis hypogea’da
conarachin ve arachin, Lathyrus sativus’da a-lathyrin, B-lathyrin ve y-lathyrin olmak {iizere
cesitli sekillerde isimlendirilirler [16,93]. Lathyrus sativus’a baktigimiz zaman a-lathyrin
yaklagik olarak total globulinlerin % 80’ini olusturmaktayken, B-lathyrin ve y-lathyrin ise total
globulinlerin sirastyla % 14’{inii ve % 6’sin1 meydana getirmektedirler. y-lathyrin, iki polipeptid
zincirinden olugmakta (20 ve 24 kDa) ve disiilfit bagi bulundurmamaktadir. B-lathyrin ise farkli
oranlardaki molekiiler kiitlelerden (14-66 kDa) olugmus cesitli polipeptidleri kapsamaktadir ve
yaklagik olarak 45 kDa’luk glikozillenmis alt iinitedeki i¢ polipeptid zincirinde disiilfit bag
bulundurmasi disinda disiilfit bagi tasimadig bildirilmektedir. Baslica globulin tiiri olan o-
lathyrin ise, 50-66 kDa arasinda degisen molekiiler agirliktaki {i¢ alt iiniteden olusmustur ve
disiilfit bag1 icermektedir [16].

Sedimantasyon katsayilarma gore 7S (vicilin tipi globulinler) ve 11S (legumin tipi
globulinler) olmak {izere iki gruba ayrilan globulinlerin her iki grubu kismen translasyon sonrasi
islemlerden dolay1 6nemli varyasyonlar gostermektedirler. Ayrica her iki grup protein, sistein ve
metiyonin amino asitleri bakimindan eksiktirler. Ancak 11S globulinlerde bu amino asitlerin
oranlar1 diger tip globulinlere gore biraz daha yiiksek oranda bulunmaktadir. Globulinler
baklagillerde olduk¢a detayli olarak calisilmistir [42]. Son yillarda yapilan
immunohistokimyasal ¢aligmalara gore vicilin tipi globulinlerin mobilizasyonunun legiimin tipi
globulinlere gore ©nce meydana geldigi ve vicilin tipi globulinlerin erken biiyiime ve

farklilagma siirecleri icin bagsta kullanilan kaynak oldugu belirtilmektedir [93].
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4.2.1. Legiimin tipi globulinler (11S globulinler)

Legiiminler, baslica depo protenleridirler ve pek ¢ok baklagilde bulunduklari gibi ayni
zamanda diger dikotilllerde ve bazi tahillarda da bulunmaktadirlar. Legiiminler, Grnegin
Lupin’lerin 12S globulinleri gibi istisnalar1 disinda genellikle glikozilasyona ugramamislardir
[38]. Bunlar genellikle ¢cok sayidaki gen ailesi tarafindan sifrelenirler. Ornegin bezelyenin 11S
globulinlerinin minimum 11 gen tarafindan sifrelendigi bulunmustur [15,94].

11S globulinler, translasyon sonrasi ¢esitli modifikasyonlar1 igeren kompleks bir siire¢
sonunda sentezlenir, birikir ve protein cisimiklerinde depolanirlar [94]. Biitiin leglimin benzeri
proteinlerin neredeyse birbirine es olan alt1 alt iiniteden olustugu bulunmustur [95]. Her bir alt
iinitenin a- ve B- polipeptid zincirlerinden olustugu ve bu polipeptid zincirlerinin de birbirlerine
disiilfit bagiyla baglandiklart bulunmustur. a- polipeptid zincirinin 25.000-50.000 dalton
arasinda asidik polipeptid oldugu B- zincirinin de yaklasik olarak 20.000 dalton agirliginda
bazik 6zellikte oldugu belirtilmistir [96]. Legiimin benzeri proteinlerin a- ve B- polipeptidleri
pre-propeptidler olarak sentezlenirler. ilk proteolitik olay hidrofobik olan sinyal peptidin
uzaklastirilmasi sirasinda meydana gelerek propolipeptid yapi olusturulur ve intramolekiiler
distilfit kopriileri meydana gelir [97,98]. Legiiminlerin protein cisimciklerinde depolanmasindan
sonra ise proteolitik degradasyon ile a- ve B-zincirleri arasinda S-S baglarinin olugsmasi saglanir
[99,100]. Olgun o- ve B- zincirlerinin olugmasina sebep olan legiimin propolipeptidlerinin
proteolitik modifikasyonu sonucunda trimerik propolipeptidlerin hekzamerik yapilara

doniistiikleri goriilmistiir [101,102].
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4.2.2. Vicilin tipi globulinler (7S globulinler)

7S globulinler veya vicilin benzeri globulinlerin alt tiniteleri esit oranda glikozilasyona
ugramadiklarindan dolay1 legiimin benzeri proteinlerden ¢ok daha heterojenik yapidadirlar.
Ornegin phaseolin farkl sekillerde glikozilasyona ugramus polipeptidlerden olusmustur [96].

7S globulinler, yaklasik olarak 150 ile 190 kDa arasinda olan trimerik proteinlerdir. Alt
tinitelerin molekiiler agirliklar1 40 ile 80 kDa arasinda degismektedir ve vicilinler, sistein amino
asidi icermediklerinden dolay1, disiilfit bagi tasimazlar [103]. Vicilinlerin detayli alt iinite
kompozisyonlarina bakildigi zaman c¢oklu yapisal genlerin kombinasyonlari sonucunda
olustuklar1 ve baslica translasyon sonrasi siire¢lerden dolay1 (glikozilasyon, proteoliz gibi)
yiiksek derecede polimorfizme sahip olduklar1 goriilmektedir. Translasyon sonrasi isleme 6rnek
olarak bezelyenin vicilin alt iinitesinin baglangicta M,’si ~47.000 ve M,’si ~50.000 olan gruplar
seklinde sentezlemesi ve sonradan proteoliz ve glikozilasyon islemlerinden dolayi alt tinitelerin
M,’si ~12.500 ve 33.000 olan yapilara doniismelerini verebiliriz [42,43]. X 15101 kristaliyografisi
caligsmalariyla cesitli 7S globulinlerin {i¢ boyutlar1 belirlenmistir. Buna gore, trimerik proteinler

disk seklinde , ~90 A ¢apinda ve 30-40 A kalinligindadirlar [42].
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Sekil 4. 2. Pisum sativum’da vicilinin ugradig1 degisimler [42]

Bununla beraber, farkli baklagil tohumlariyla yapilan ¢aligmalar sonucunda vicilinlerin
onemli oranda sekans homolojisi tasidiklar1 ve benzer {i¢ boyutlu yapiya sahip olduklar
bulunmustur. Legiimenli bitkilerin ve diger bitkilerin vicilin alt iinitelerinin amino asit dizileri
yiiksek oranda sekans benzerligi tasimaktadirlar. Vicilin sekanslarinin N-terminal kisimlar1 C-
terminal kisimlariyla benzerlik gostermektedir. Bu durum vicilinlerin gen dublikasyonu sonucu
olustugu seklinde yorumlanmaktadir. Bu proteinlerin ii¢ boyutlu yapilar1 da molekiiliin

simetrisini ortaya koymaktadir [15,42].
4.2.3. Legiimin tipi ve vicilin tipi globulinlerin karsilastirilmasi

Detayli caligmalar sonucunda legiimin ve vicilinin sentezlenmeleri, farklilagmalar1 ve
protein cisimciklerinde depolanmalar1 genis bir sekilde arastirnlmistir. Her iki protein tipik
olarak endoplazmik retikulumda preproproteinler olarak sentezlenirler, golgi vasitasiyla
taginirlar ve daha sonra protein cisimciklerinde veya sonradan protein cisimcigine doniisecek
olan protein depo vakuollerinde depolanirlar [104]. Tiirler arasinda ve hatta tek bir tiir igerisinde
bile depo proteinleri heterojen olmasina ragmen 11S ve 7S globulinlerle yapilan caligmalar
sonucunda pek ¢ok farkli taksonun atasal formunun tiirlesmeden 6nce bu proteinlerin genlerinin
ortak bir atadan kokenlendikleri molekiiler ve genetik ¢alismalarla gosterilmistir [96].

7S ve 11S globulinler, hem trimerik ve hem de hekzamerik yapi1 olusturma
yeteneklerinden dolay1 benzer ozelliklere sahiptirler. 7S globulinlerde olgun protein trimerik

olmasina ragmen iyonik kuvvete bagli olarak doniisiimlii agregasyona ugrayip hekzamerlere
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doniisiirler [105]. Hekzamer yapidaki 11S globulinler ise baslangigta salg1 sistemi vasitasiyla
araci trimerler olarak tasinirlar ve birikirler [99,106]. Bu yiizden 11S ve 7S globulin alt
iinitelerinin yapisal olarak birbiriyle baglantili olmalar1 sasirtict degildir. Bu tiir karsilastirmada
11S legiiminin C-terminal (bazik zincir) kisminin 7S vicilinlerin C-terminal bdlgesiyle
baglantili oldugu belirtilmektedir [42]. Lawrence ve arkadaslar1 1994 yilinda yaptiklari
calismada 7S globulin tipi olan phaseolinin X 1511 kristal yapisini ¢ikartarak 7S/11S proteinleri
arasindaki sekans homolojisini gostermislerdir [107]. Aym arastirmacilar 11S globulinlerin
tersiyer yapisinin 7S vicilinlere benzer olmasindan dolay1 7S ve 11S globulinlerin ortak atasal
proteinden kokenlendiklerini belirtmislerdir [107].

Legiimin ve vicilin arasinda hem amino asit ve hem de niikleotid seviyesinde sekans
benzerligi vardir [15]. Gibbs ve arkadaslar1 1989 yilinda yaptiklar1 ¢alismalar sonucunda vicilin
ve leglimin aileleri arasinda sekans benzerligi oldugunu bulmuslardir ve sekil 4.3’te gosterilen
yapiy1 ortaya koymuslardir. Tlk olarak tekrarli domainin bir kopyasim sifreleyen atasal gen ya
homolog rekombinasyonla veya esit olmayan krossing overle dublikasyona ugrar. Bu olay
modern vicilin genine yapisal olarak benzeyen bir gen olusturmakta ve bu genin dublikasyonu
vicilin olarak gelisecek olan bir kopya iiretmektedir [108]. Phaseolus vulgaris ve Glycine max
gibi baz tiirlerde vicilin proteinleri icin bir gen ailesi olduguna dair kanitlar vardir [109,110].
Diger tiirlerin proteinlerine gore tiir igindeki protein sekanslarinin birbirine ¢ok yakin
olmasindan dolayr bunlar muhtemelen baklagil tiirlerinin farklilagmasindan sonra dublike
olmuslardir [108].

Ikinci tip kopyamin (gen dublikasyonundan sonra) ise geliserek legiimin ailesini
olusturdugu diisiiniilmektedir. Gibbs ve arkadaslari, genomdaki bir baska bolgedeki sekans
kaydirilmasiyla bu proteinlerin N-terminal sekanslarinin tiirevlendiklerini belirtmislerdir.
Muhtemelen bu protein ailesinin N-terminal domaini birka¢ siirli degisiklik gegirmistir.
Sonucta, leglimin ailesinin {iiyeleri tarafindan sentezlenen polipeptidlerin hacminde ©nemli
varyasyonlar goriilmektedir. Bu varyasyonlarin pek cogu A zincirinin u¢ kismina yakin yerdeki
kisa sekanslarin dublikasyonuyla meydana gelir. Boylece vicilinin i¢ tarafindaki domaini gibi

legiimin alt initesinin en az bir domaini de ortak bir onciilden kékenlenmistir [108].
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Sekil 4.3. Legiimin ve vicilinlerin ortak atasal genden olusmalar1 [108]

4.3. Prolaminler

Albumin ve globulinler ¢igekli bitkilerde hakim durumdaki tohum depo proteinleri
olmalarina ragmen prolaminler ise baglica tahillarda bulunan tohum depo proteinleridirler.
Prolaminler alkol/su karistminda (genelde % 60-70 (v/v) etanol ve ya % 50 propan-1-ol)
coziinen, glutamin ve prolin amino asitlerince zengin durumda olan depo proteinleridirler [42,
111]. Prolaminlerin molekiiler agirliklari 10.000 ile 100.000 arasinda degismektedir.
Prolaminlere bakildigi zaman 7S ve 11/12S globulinlerden yapisal olarak oldukca farkli
olduklar1 goriilmektedir. Bununla beraber, pek c¢ok prolamin ortak iki yapisal oOzellik
tasimaktadir. Bu oOzelliklerden ilki farkli bolge veya domainlerin varligidir ki bunlarin her biri
digerinin farkli yapilarina adapte olurlar. Ikinci o6zellik ise bir veya daha fazla kisa peptid
motifine bagli olarak tekrarlamali bloklarda bulunan aminoasit dizisinin varligidir veya
metiyonin gibi spesifik amino asit artiginca zenginlestirilmeleridir [112]. Cesitli tahillardaki
prolaminlerin amino asit analizleri incelemis ve tek bir atasal gende meydana gelen dublikasyon
ve mutasyonlarin modern tahil varyetelerindeki gesitlilige sebep oldugu bulunmustur. Ozellikle
cins icinde kiigiik amino asit sekans farkliliklarinin oldugunu ve diger tribuslar arasinda ise
(Ornegin Triticeae ve Aveneae) daha biiyiik farkliliklarin oldugu bulunmustur [111].

Amino asit dizilerine gore siilfiirce zengin (S-zengin), siilfiirce fakir (S-fakir) ve yiiksek

molekiil agirlikli prolaminler olarak {i¢ grup altinda incelenen Triticeae’nin prolaminleri
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kullanilarak detayli ¢alismalarin sonucunda prolaminlerin muhtemelen tek bir atasal proteinden
kokenlendigi ifade edilmistir [42]. Cesitli familyalara ait tiirlerin prolaminleriyle ilgili
caligmalar yapilmis ve farkli 6zellikler bulunmustur. Ornegin Sorghum’un prolaminlerinin
(kafirin) misirdaki zeinlere benzedigi ancak coziiniirliikk 6zelligi bakimindan onlardan ayrildigi
belirtilmistir. SOyle ki bu proteinler propan-2-ol’dan daha az polar ¢6ziicii olan % 60’lik tersiyer
butanol’de ¢oziinmektedirler. Yine musirin prolaminleri alfa, beta, gama ve delta zeinler olmak
iizere dort grup altinda incelenmektedir. Bunlardan alfa-zeinler baslica prolamin fraksiyonudur
fakat sistein ve metiyoninin diisiikk oranda olmasi, lizin ve triptofanin da olmamasi nedeniyle
besin kalitesi acisindan diisiik 6zelliktedir. Bunun aksine beta ve delta-zeinler ise sirasiyla
yaklagik olarak % 11 ve % 20’den fazla metiyonin icerigine sahiptirler [113]. Yine pirincin
prolaminlerine baktigimiz zaman ii¢ grup kiiciik proteinden olustugunu gormekteyiz. Bunlarin
tekrarlamali sekanslar icermedikleri birbirleriyle baglantili olduklar1 ve Triticeae’nin

prolaminleriyle de baglantili olduklart tespit edilmistir [42].

4.4. Glutelinler

Glutelinler, notral tuz soliisyonunda ¢oziinmeyen ancak sulandirilmis asit veya alkalin
soliisyonlarinda ¢o6ziinebilen proteinlerdir. Bunlar, disiilfit bagi ya da asidik ve bazik
polipeptidlerin hidrofobik etkilesimleri sayesinde biiyilk makromolekiiler kompleksler halinde
bulunurlar [114]. Tahillarda genellikle baslica tohum depo proteinleri glutelinler veya
prolaminlerdir. Ancak bununla beraber 6rnegin piringte glutelinler tohum depo proteinlerinin
yaklasik olarak % 80’ini olusturmakta ve prolaminler ise % 5 oraninda bulunmaktadirlar [115].
Bu protein iki distilfit bagiyla baglanmis olan molekiiler agirliklar1 19-22 kDa ile 30-36 kDa
olan asidik ve bazik alt iinitelerden meydana gelmislerdir. Glutelin basta biiyiik 6nciil (57 kDa)
olarak sentezlenmekte ve sonradan ugradigi islem ile iki alt tiniteye doniismektedir [116].
Normalde Osborne siniflandirmasina gore albuminler, globulinler, prolaminler ve glutelinler
seklinde dort franksiyona ayrilan tohum depo proteinleri son molekiiler ve biyokimyasal
analizlere gore de ii¢ grup altinda incelenmekte (albuminler, globulinler, prolaminler) glutelinler
ise ya globulin tipi ve ya prolamin tipi proteinler olarak diisiiniilmektedirler. Ayn1 zamanda
coziiniirliikkleri farkli olmasina ragmen baklagillerin globulinleriyle pek cok tahilin glutelinleri
arasinda benzerlikler vardir ve bunlar globulin gen ailesinin iiyesidirler [117].

Aym zamanda Shewry ve Tahtam adli arastirmacilar ise 1990 yilinda yaptiklar
calismada glutelinlerin alkolde c¢oziinmemelerine ragmen yapisal olarak prolaminlere benzer
olduklarini belirtmislerdir. Ancak yiiksek M, ye sahip polimerler olan glutelinler zincirler arasi

disiilfit baglariyla stabil hale getirilmekte ve glutelin polimerlerinin alt {initelerinin alkolde
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coziinebildikleri goriilmektedir. Ayrica glutamin ve prolin amino asitlerince de zengin
olduklarindan dolay1 glutelinlerin prolaminlerle benzer 6zellik icerisinde olduklar
diistiniilmektedir [70]. Fakat yapilan molekiiler analizler sonucunda ise glutelinlerin primer
yapistyla baklagillerin 11S globulinleri (soya fasulyesi glycinini ve bezelye legiimininin amino
asit sekanslar1 vb.) arasinda homolojinin oldugu dogrulanmustir [114]. Ornegin glutelin
onciiliniin amino asit dizisi soya fasulyesindeki glycinin proteininin amino asit dizisiyle
mukayese edildiginde bunlarin yaklasik % 37 oraninda benzerlik gosterdikleri tespit edilmistir
[116]. Ustelik her iki protein de endoplazmik retikulumda biiyiik onciil olarak sentezlenirler ve
daha sonradan proteolitik olarak asidik ve bazik polipeptidlere doniiserek vakuolar
kompartimanda birikip depolanirlar [114]. Ayrica 11S globulin genlerinin iki veya ii¢ introna
sahip olduklar1 bulunmus ve bunlarin piring glutelinininde de tam olarak ayni pozisyonda
bulunduklarn tespit edilmistir [118]. Yapilan bu tiir calismalar sonucunda piring glutelini ile
baklagillerin 11S globulinlerinin ortak bir atadan kokenlendikleri diistiniilmektedir [118].
Genetik seviyede de piring glutelini ile baklagillerin 11S proteinleri arasindaki benzerlik
gosterilmistir. Soyle ki kiigiik coklu gen aileleri tarafindan kodlanan baklagil 11S proteinleri
(soya glycinini icin alt1 gen, bezelye legiimini icin sekiz gen) gibi dikkat cekecek sekilde, piring
glutelinleri de nispeten kiigiik sayida (bes ile sekiz gen kopyasi) gen kopyasi icermektedirler
[119]. Bu agidan kiiciik hacimli glutelinlerin gen ailesi 6nemli derecede prolamin genlerinden
farklidir ki prolaminler yiiz veya daha fazla gen kopyasi tagimaktadirlar ve glutelinlere gore ¢cok
daha biiyiik gen ailesinden olugmaktadirlar [120,121]. Yine dikkate deger sekilde glutelinlerin
ve prolaminlerin sinyal peptidlerinin primer sekanslar1 birbirinden yapisal olarak farklidir ki
glutelin sinyal peptidi iki sistein arti§1 icerir ve bunlar zincir i¢i baglantidan sorumlu iken

prolaminler tipik olarak bir tane igerirler [119,122].
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5. PROTEINLERIN ELEKTROFOREZi

Elektroforez bir elektriksel alan icindeki karsi yiikli elektrodlara dogru yiiklii
partikiillerin hareketi temeline dayanir. Makromolekiiller yiiklerine, sekillerine ve hacimlerine
bagli olarak farkli mobiliteye sahiptirler [123]. Proteinler izoelektrik noktalarinin (pl)
iizerindeki pH degerlerinde (-) yiikliidiirler ve elektriksel alanda anoda dogru go¢ ederler,
izoelektrik noktanin altindaki noktalarda ise (+) yiikliidiirler ve katoda dogru go¢ soz
konusudur. Bu ozellikleri nedeniyle protein karisimlarinin ayrilmasinda elektroforez
yonteminden genis capta yararlanilir. Elektroforez teknigi molekiil agirliginin belirlenmesinde,
miktar tayininde, saflik kontroliinde ve oligomerik proteinlerin alt birimlerinin belirlenmesinde
genis capta kullanilir [124]. Elektroforez icin yaygin olarak agaroz (genellikle niikleik asitler
i¢in kullanilir) veya akrilamid polimerleri kullanilmaktadir [123].

Poliakrilamid jel elektroforez tekniginde destek ortami olan poliakrilamid, akrilamid
monomerlerinin ¢apraz baglayici molekiiller (N,N’-metilen-bis-akrilamid) yardimiyla kovalent
olarak baglanmasindan olusan bir polimerdir. Polimerizasyon baslatici olarak amonyum
persiilfat kullanilirken TEMED (N,N,N’,N’-tetrametilenetilendiamin) ise katalizor olarak gérev
yapar [124]. Jeldeki porlarin biiyiikliigii polimerizasyona giren akrilamid konsantrasyonuyla
orantilidir. Konsantrasyon arttikca porlarin ¢apr daralmaktadir. Bu ylizden calisilan protein

molekiiliiniin agirligina bagh olarak jelin akrilamid konsantrasyonu ayarlanmaktadir [125].
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Sekil 5.1. Akrilamid monomerlerinin birleserek poliakrilamidi olusturmalar: [126]

Bu teknikte proteinleri denatiire etmek amaciyla genellikle negatif yiiklii sodyum
dodesil siilfat (SDS; [CH;-(CH,),-O-SO;INa*) kullamlmaktadir. SDS molekiilleri proteinin
tersiyer ve kovalent yapisimi belirleyen biitiin kovalent baglar1 kopararak proteinleri denatiire
eder ve ayirim igin bir faktor olan sekil elimine edilmis olur. Ornekteki biitiin proteinler boylece
anyonik SOj; ‘den dolay1 negatif yiikli olurlar. Proteine baglanacak olan SDS molekiillerinin
say1st proteinin molekiil agirhigina baglhidir. Sonug olarak her protein sekli hesaba katilmaksizin
esit yiik yogunluguna sahip olur ve jel iizerinde esit giice maruz kalir. Bununla beraber
akrilamid yiiksek oranda polimerize oldugundan dolayi1 biiyiik protein molekiilleri kiiciik
proteinlere gore jelde daha iist seviyede tutulurlar. Sonug olarak proteinler molekiil agirliklarina
gore ayrilmis olurlar. Ayrica bu teknikte merkaptoetanol disiilfit baglarin1 koparmak amaciyla
kullanilmaktadir [123,127,128]. Merkaptoetanol, S-S kopriileri ile birbirine tutunan protein alt
birimlerini ayirmakta ve bu alt birimler sadece kovalent olmayan baglarla bir arada

tutunmaktadir [125].
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6. MATERYAL-METOD
6.1. Materyalin temini

Bu calismada iilkemizin Dogu Anadolu, Bati Akdeniz ve Giiney Ege bolgelerinde
yayilis gosteren bazi Lathyrus L. tiirlerinin depo proteini alt fraksiyonlarinin (albumin, globulin,
prolamin ve glutelin) SDS-PAGE (Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforez)
teknigi ile protein band profilleri c¢ikarilmistir. Caligmada toplam alti seksiyona (Orobus,
Platystylis, Pratensis, Orobon, Lathyrus ve Orobastrum seksiyonlar1) ait tiir, alt tiir ve varyete
seviyesinde toplam on yedi takson calisilmigtir. 2004 ve 2005 yillarinda iki yaz donemi boyunca
arazi caligmast sonucunda tohum oOrnekleri dogal habitatlarindan toplanmistir. Calisilan
Lathyrus L. taksonlarinin (L. aureus (Stev.) Brandza; L. brachypterus Cel. var. brachypterus; L.
nivalis Hand.-Mazz; L. digitatus (Bieb). Fiori; L. spathulatus Cel; L. boissieri Sitj; L. pratensis
L.; L. laxiflorus (Desf.) O. Kuntze. subsp. laxiflorus Desf.; L. roseus Stev.; L. tuberosus L.; L.
belinensis Maxted &Goyder; L. saxatilis (Vent.) Vis.; L. vinealis Boiss.&Noe; L. sphaericus
Retz.; L. inconspicuus L.; L. tauricola P.H.Davis; L. setifolius L.) lokaliteleri asagida

verilmistir.
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Tablo 6.1. Calisilan Lathyrus taksonlarinin alindig: lokaliteler

Tiirler Flora Seksiyon Lokalite Herbaryum
no no

Lathyrus aureus (Stev.) 1 Orobus (L.) Gren&Godr. C3, Isparta Yukarigokdere koyii kasnak 1100

Brandza mesesi altl, 1020 m

L. brachypterus Cel. var. 9 Platystylis (Sweet) Bassler BS5, Kayseri Erciyes dagt, 1900 m 1110

brachypterus

L. nivalis Hand.-Mazz 12 “ C4, Karaman Karadag, 1700 m 1120

L. digitatus (Bieb). Fiori 15 “ C3, Isparta, Egirdir Kovada golii kenari, 1130
900 m

L. spathulatus Cel 18 “ C3, Konya Aksehir Cankurtaran koyii 1140
pinus ormani agikligi, 1550 m

L. boissieri Sirj 21 “ B7, Elaz1g, Harput Inceler koyii tarla ici 1150

L. pratensis L. 22 Pratensis Bassler C3, Konya Beysehir Golyaka, Kubad-1 1160
Abad Saray1 ¢evresi, 1230 m

L. laxiflorus (Desf.) O. 24 “ C3, Isparta, Pinargozii, 1800 m 1170

Kuntze. subsp. laxiflorus

Desf.

L. roseus Stev. 26 Orobon Tamamsch. C3, Isparta Aksu Yaka koyii, 1450 m 1180

L. tuberosus L. 27 Lathyrus Ser. C3, Konya Beysehir Ilirmak kopriisii 1190
kenari, tarla ici, 1230 m

L. belinensis Maxted 30a “ C2, Antalya Olympos, 100 m 1200

&Goyder

L. saxatilis (Vent.) Vis. 31 Orobastrum (Taub.) Boiss. C3, Isparta, Egirdir Kovada golii kenari, 1210
900 m

L. vinealis Boiss.&Noe. 32 “ B7, Elaz1g Sivrice, 1100 m 1220

L. sphaericus Retz. 33 “ C3, Isparta Aksu Hidroelektrik santrali 1230
su havuzu cevresi, 1020 m

L. inconspicuus L. 34 “ B7, Elazig Firat Universitesi kampusii, 1240
1060 m

L. tauricola P.H.Davis 35 “ C3, Isparta, Egirdir Kovada golii kenari, 1250
900 m

L. setifolius L. 37 “ C3, Isparta, Egirdir, Kovada golii kenari, 1260

900 m
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6.2. Tohum depo proteini alt fraksiyonlarmin eldesi

Tohum depo proteini alt fraksiyonlarinin eldesi i¢in Vaz ve arkadaglarinin 2004 yilinda
yapmus olduklari calismada kullandiklart metod uygulanmustir [117]. Calismada 0.5 gram
tohum kullanilmis ve tohum kabuklar1 ekstraksiyondan once uzaklastirilip kotiledonlar elde
edilmistir. Daha sonra kotiledonlar su, NaCl [% 5 (w/v)], etanol [(% 75 (v/v)]ve NaOH [(% 0.25
(w/v)] cozeltileri ile muamele edilerek sirasiyla albumin, globulin A, globulin B, prolamin ve
glutelinler elde edilmistir. Her ¢ozeltide peletler yaklasik olarak +4 °C’de iki saat bekletilmis ve
bu siire sonunda oOrnekler 7.800 g’de 15 dakika santrifiij edilmis ve siipernatantlar elde
edilmigtir. Her bir basamakta santrifiij isleminden sonra siipernatantlar ilgili alt fraksiyonu
olustururken peletler ise bir gece boyunca kurumaya birakilmistir. Albumin ve globulin A’nin
eldesi icin siipernatant bir gece boyunca +4 °C’de 1/100 oraninda distile su ile diyalize tabi
tutulmus ve bu siire sonunda 6rnek tekrar 7.800 g’de 15 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij
sonundaki siipernatant albuminleri olustururken 1 ml suda ¢6ziinen pelet ise globulin A’y1
olusturmustur.

Tohum depo proteini alt franksiyonlarinin elde edilmesinden sonra her bir alt
fraksiyonun “Bio-Rad DC Protein Assay” kiti ile spektrofotometrede 750 nm dalga boyunda
miktar tayinleri yapilmistir. Okunan absorbans degerleri Excel programi kullanilarak pg/ml
tiirtine doniistiiriilmiistiir. Miktar tayini yapildiktan sonra elektroforez asamasinda jellere her bir
depo proteini alt fraksiyonundan esit oranda yiiklenmistir (albuminler igin 35 pg; globulin A,

globulin B ve glutelin proteinleri icin ise 45 pg jellere yiikleme yapilmistir).

6.3. Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezin uygulanmasi

Elektroforez, belirli bir pH ve iyonik kuvvet ile belirli tamponlar kullanilarak yapilir.
Tamponlarin pH’1 ayrilacak olan molekiillerin yiikiinii belirler ve molekiillerin tek yonde gog
etmelerini saglar [125].

6.3.1. Poliakrilamid jellerin hazirlanmasi [129];

6.3.1.1. Ayirma jelinin hazirlanmasi (% 12);

Distile SU...ovvneieiiiiii 3.35ml
1.5 M Tris-HCI (pH:8.8)....ooveiiiiiiiie 2.5 ml
T 10SDS. ...t 100 pl
Akrilamid/bis (%30)........ccooeiiiiiiiiiiiiien.. 4 ml
Amonyum persiilfat (% 10)..................... 75 ul
TEMED......cooiiiiiiiiiiiii 15ul
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Kaset haline getirilen iki cam levha arasina hazirlanan ayirma jeli, iist kisitmda tarak
dislerinin yiiksekligi kadar bir bosluk birakilacak sekilde aktarilir. Ayirma jelinin olusmast icin
ortalama 30 dakika oda sicakliginda beklenerek akrilamid monomerlerinin polimerlesmesi

saglanir. Daha sonra da yiikleme jeli hazirlanarak kasetin geri kalan kismina ilave edilir.

6.3.1.2. Yiikleme jelinin hazirlanmasi (% 4);

Distile SU....o.eoeveiiniiiiiiee 6.1 ml
0.5 M Tris-HCI (pH:6.8)..............2.5 ml
D% 10SDS....ooiiiiiiiiii 100 pl
Akrilamid/bis (%30).................. 1.3 ml
Amonyum persiilfat (% 10).............60 pl
TEMED........ccoiiiiiiiiiiii 12 ul

Yiikleme jeli, ayirma jeli {izerinde bulunan bosluga iki camin en iist seviyesine kadar
enjektor ile ilave edilir. Protein orneklerine yiikleme kuyusu olusturmak icin kaset diizenegine
tarak yerlestirilir. Yine yaklasik olarak 30 dakika oda sicakliginda beklendikten sonra tarak

yavasca cikarilir.

6.3.2. Protein orneklerinin hazirlanmasi

Esit hacimde protein 6rnegi ve protein uygulama tamponu (distile su, Tris-HCI, gliserol,
SDS, B-merkaptoetanol, bromophenol mavisi) ependorf tiipte karistirildiktan sonra 5 dakika
kaynar su banyosunda bekletilmistir [98]. Calismada molekiiler agirliklar1 116 kDa, 66.2 kDa,
45 kDa, 35 kDa, 25 kDa, 18.4 kDa olan Fermentas marka marker kullanilmistir.

6.3.3. Orneklerin uygulanmas [124];
1. Jeli tastyan cam levhalar elektroforez i¢ modiiliine yerlestirildikten sonra tank igerisine (iki

kaset levhasi arasina da) 5x tank tamponu 5 kez sulandirildiktan sonra ilave edilir.

5 x tank tamponu [124];

Tris-HCL................ 0.0025 M
Glisin............oovi 0.192M
SDS...o % 0.1

2. Hazirlanan protein 6rnekleri ve molekiil agirligi bilinen standart protein ornekleri yiikleme

jelindeki tarak dislerinin olusturdugu kuyulara yiiklenir.
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Sistem gii¢ kaynagina baglanir ve akim verilir.

4. Bromofenol mavisinden kaynaklanan mavi bant, jelin altina 0.5 cm kalana dek yiiriidiikten
sonra islem durdurulur ve jeller coomassie blue (% 0.1 coomassie blue R-250, % 45
methanol, % 10 asetik asit, % 45 distile su) boyasina alinarak protein bantlarinin goriiniir
hale gelmesi saglanir.

5. Son olarak ise protein bantlar1 disindaki bantlarin uzaklastirilmasi icin jeller boya giderici
soliisyona alinarak protein bantlarmin net goriintiisii elde edilir. ki iic kez boya giderici

soliisyon degistirilerek jel iizerindeki protein bantlarinin net goriintiisii elde edilmis olunur.

6.3.4. istatistiksel analizler

Tohum depo poteini alt fraksiyonlarinin elektroforetik verileri jel dokiimantasyon
sistemi (Bio-Rad, USA) kullanilarak Quantity 1-D programu ile degerlendirilmis ve taksonlar
arasindaki benzerlikleri belirlemek i¢in olusturulan dendogram ise UPGAMA (Unweighed Pair-
Group Arithmetic Mean) metoduna gore % 4’liik tolerans ile olusturulmustur. Ayn1 zamanda
taksonlar arasindaki benzerlik matriksi de Quantity 1-D (Bio-Rad) programi kullanilarak Dice
katsayisina gore olusturulmus ve yiizde deger olarak ifade edilmistir. Ayrica tiim alt
fraksiyonlara ait Rf degerleri kullanilarak SPSS (Statistical Package for the Social Sciences)
12.0 for Windows istatistik program1 yardimiyla taksonlar arasindaki genel benzerlikler ortaya
¢ikarilmigtir. Bunu yapmak icin hiyerarsik kiimeleme analizi ve Oklit uzakligi kullamlmuistir.
Ayrica her bir tohum depo proteini alt fraksiyonunun ortalama degerleri alinarak Excel

programi yardimiyla proteinlerin yiizde degerleri bulunmustur.
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7. BULGULAR

7.1. Tohum depo proteini alt fraksiyonlarnnim miktarmi belirlemede kullamlan

standartlarin absorbans degerleri

y = 0,2432 + 0,0622

0,45
0,4
0,35
0,3
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05
0

Absorbans

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6
Konsantrasyon (mg/ml)

Sekil 7.1. Orobus, Platystylis ve Pratensis seksiyonlarina ait bazi taksonlarin
depo proteinlerinin miktarlarini belirlemede kullanilan standartlarin absorbans degerleri

y = 0,21x + 0,0475
0,4

0,35
0,3
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05

Absorbans

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6
Konsantrasyon (mg/ml)

Sekil 7.2. Orobon, Lathyrus ve Orobastrum seksiyonlarina ait bazi tiirlerin
depo proteinlerinin miktarlarim belirlemede kullanilan standartlarin absorbans degerleri
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7.2. Tohum depo proteini alt fraksiyonlarimin miktarlari

Calisilan taksonlarin tohum depo proteini alt fraksiyonlarinin miktarlart Sekil 7.1 ve
sekil 7.2’de elde edilen formiiller kullanilarak hesaplanmistir. Calisilan on yedi takson arasinda
toplamda en yiiksek protein miktarimin 21.271 pg/ml ile L. tuberosus’a ait oldugunu
gormekteyiz. Ayrica poliploid bir takson olan L. brachypterus var. brachypterus ise
muhtemelen gen suskunlugundan dolay1 en diisiik protein miktarina sahip olan taksondur (8.711
pg/ml). Bu taksonun globulin B, prolamin ve glutelin miktarlar1 normal degerlerde ¢cikmis olsa
da albumin (0.891 pg/ml) ve globulin A (0.657 pg/ml) degerleri oldukca diisiikk ¢ikmustir.
Ozellikle bu takson ile ilgili deneysel asama birkac kez tekrarlanmis olmasina ragmen albumin
ve globulin A degerleri tablo 1’de verilen degerler civarinda ¢ikmistir.

Platystylis seksiyonunun calisilan taksonlar1 arasinda en yiiksek protein miktarinin L.
digitatus’a ait oldugunu gormekteyiz (18.012 ug/ml). Yine Orobastrum seksiyonunun ¢aligilan
tiirleri arasinda ise L. fauricola 19.511 pg/ml ile en yiiksek protein miktarina sahiptir. Endemik
bir tiir olan L. belinensis’in de 6zellikle albumin (2.930 ug/ml) globulin A (7.983 pug/ml) ve
glutelin  (3.311 pg/ml) miktarlarinin  yiiksek oldugunu gormekteyiz. Ayrica Orobus
seksiyonunun calisilan tek iiyesi olan L. aureus calismadaki on yedi takson arasinda L.
boissieri’den sonra en yiiksek albumin (3.070 pg/ml) miktarina sahip olan tiir olarak goéze
carpmaktadir. Bu tiir ayn1 zamanda en yiiksek prolamin (0,632 ug/ml) igerigine sahiptir. Yine
calisilan taksonlar arasindaki toplam globulin (globulin A ve globulin B) miktarina baktigimiz
zaman Lathyrus seksiyonunun c¢alisilan iki tiirii (L. tuberosus ve L. belinensis) ile Orobastrum
seksiyonunun calisilan alt1 tiiriiniin (L. saxatilis, L. vinealis, L. sphaericus, L. inconspicuus, L.
tauricola ve L. setifolius) calisilan diger tiirlere gore daha yiiksek oranda globulin miktarina
sahip olduklarin1 gormekteyiz. Genellikle Platystylis seksiyonunun caligilan taksonlarinin
globulin A miktarlar1 nispeten yiiksek olsa da bu taksonlarin globulin B miktarlariin diger
taksonlara oranla kismen daha diisiik oldugunu gérmekteyiz. Ayni zamanda caligmadaki on yedi
takson arasinda toplamda en yiiksek globulin miktarinin 12.966 pg/ml ile Orobastrum
seksiyonunun iiyesi olan L. tauricola’ya ve en diisiik globulin miktarlarimin ise Platystylis
seksiyonunun iiyeleri olan L. brachyterus var. brachypterus’a (4.678 pg/ml) ve L. boissieri’ye
(8.546 pg/ml) ait oldugu bulunmugstur. Taksonlar arasindaki glutelin miktarlarina baktigimizda
on yedi takson arasinda en yiiksek miktara L. tuberosus’un (5.740 pg/ml) ve en diisiik glutelin

miktarma ise L. boissieri’ nin (2.227 pg/ml) sahip oldugunu gérmekteyiz (tablo 7.1).
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Tablo 7.1. Orobus, Platystylis, Pratensis, Orobon, Lathyrus ve Orobastrum seksiyonlarina ait caligilan taksonlarin

tohum depo proteini alt fraksiyonlarinin miktarlar1

Tohum depo proteini alt fraksiyonlar: (ug/ml)

Takson Albumin Globulin A Globulin B Prolamin Glutelin
Lathyrus aureus (Stev.) Brandza | 3.070 6.528 4.476 0.632 2.643
L. brachypterus Cel. var. | 0.891 0.657 3.971 0.270 2.922
brachypterus

L. nivalis Hand.-Mazz 2.001 4.810 5.640 0.208 4.291
L. digitatus (Bieb). Fiori 2.190 7.174 5.159 0.365 3.124
L. spathulatus Cel 2.042 6.043 3.609 0.295 2.774
L. boissieri Sirj 3.370 4.921 3.625 0.607 2.227
L. pratensis L. 2.342 7.129 3.679 0.533 2.499
L. laxiflorus (Desf.) O. Kuntze. | 2.606 6.989 4.180 0.389 3.235
subsp. laxiflorus Desf.

L. roseus Stev. 2.016 3.445 7.678 0.421 5.740
L. tuberosus L. 2.202 5.464 7.230 0.502 5.873
L. belinensis Maxted &Goyder 2.930 7.983 3.588 0.440 3.311
L. saxatilis (Vent) Vis. 2.511 6.240 5.930 0.369 3.628
L. vinealis Boiss.&Noe. 2.721 6.573 5.402 0.283 4.478
L. sphaericus Retz. 2.497 5.083 6.807 0.297 3.326
L. inconspicuus L. 2.345 8.164 4.802 0.521 3.145
L. tauricola P.H.Davis 2.888 8.269 4.426 0.345 3.583
L. setifolius L. 2.192 6.350 5.916 0.183 3.854
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7.3. Benzerlik matriksi
Taksonlar arasindaki benzerlik matriksi Quantity 1-D programinda Dice katsayisi

kullanilarak yiizde olarak hesaplanmistir. Her bir alt fraksiyona ait benzerlik matriksi asagida
tablo seklinde verilmistir.

Tablo 7.2. Orobus, Platystylis ve Pratensis seksiyonlarina ait bazi taksonlarin
albumin 6rneklerinin benzerlik matriksi

g
= - = )
2 a § = 3 g §
g g 5 & S 2 K
R 3 R o 3 3 3
L.aureus 100.0 | 320 | 359 | 46.6 | 323 | 463 | 29.5
L.nivalis 320 | 100.0 | 387 | 515 | 389 |295 |33.0
L.digitatus 359 | 387 | 1000 | 384 | 413 | 368 | 284
Lspathulatus | 46.6 | 51.5 | 384 | 100.0 | 365 | 30.5 | 242

L.boissieri 323 | 389 | 413 |365 | 1000 | 358 | 28.1
L.pratensis 463 | 295 [368 |30.5 |358 100.0 | 57.8
L.laxiflorus 295 [33.0 | 284 |242 [281 |57.8 |100.0

Orobus, Platystylis ve Pratensis seksiyonlarina ait calisilan taksonlarin albumin

orneklerinin benzerlik matriksine bakt§imiz zaman taksonlar arasindaki en yiiksek benzerligin
L. pratensis ile L. laxiflorus subsp. laxiflorus arasinda oldugunu gormekteyiz (% 57.8).
Platystylis seksiyonunun caligilan taksonlari arasinda albumin proteinlerine gore en yiiksek
benzerligin ise L. digitatus ile L. boissieri (% 41.3) arasinda oldugunu gormekteyiz. Platystylis
seksiyonunun c¢alisilan tiirleri arasindaki en diisiik benzerlik ise % 36.5 orani ile L. boissieri ile
L. spathulatus arasinda goriilmektedir. Calisilan yedi takson arasindaki en diisiik benzerlik ise
% 24.2 ile L. spathulatus ile L. laxiflorus subsp. laxiflorus arasindadir. Orobus seksiyonunun
calisilan tek iiyesi olan L. aureus’un en cok benzerlik gosterdigi tiir % 46.6 ile L. spathulatus

olurken en az benzerlik gosterdigi takson ise L. laxiflorus subsp. laxiflorus (% 29.5) olmustur

(tablo 7.2).
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Tablo 7.3. Orobus, Platystylis ve Pratensis seksiyonlarina ait bazi taksonlarin
globulin A 6rneklerinin benzerlik matriksi

2
= - 2 1)
T |f |E |Y |2 |% |%
3 £ | s S | 5 = |2
~ ~ ~ ~ ~ ~ ~
L.aureus 100.0 26.9 10.7 234 12.3 9.9 22.2
L.nivalis 26.9 100.0 | 27.7 41.7 18.0 10.2 14.7

L.digitatus 10.7 27.7 100.0 | 31.5 | 374 | 208 | 20.5
L.spathulatus | 23.4 41.7 | 315 100.0 | 294 | 6.3 11.4
L.boissieri 12.3 18.0 [ 374 |294 |100.0 | 178 | 21.1
9.9 10.2 | 20.8 6.3 17.8 100.0 | 68.5
21.1 | 68.5 100.0

L.pratensis
L.laxiflorus 22.2 14.7 20.5 114

Aym seksiyonlarin globulin A proteinlerinin benzerlik matriksini inceledigimizde en
yiiksek benzerligin albumin proteinlerinde oldugu gibi L. pratensis ile L. laxiflorus subsp.
laxiflorus arasinda oldugunu gormekteyiz (% 68.5). En diisiik benzerligin ise L. spathulatus ile
L. pratensis arasinda oldugu goriilmektedir (% 6.3). Platystylis seksiyonunun calisilan iiyeleri
arasinda da en yiiksek benzerligin % 41.7 oram ile L. nivalis ile L. spathulatus arasinda ve en
diisiik benzerligin ise % 18.0 orani ile L. nivalis ile L. boissieri arasinda oldugunu goérmekteyiz.
L. aureus ise en yiiksek benzerligi L. nivalis (% 26.9) ile gosterirken en diisiik benzerligi ise %
9.9 oram ile L. pratensis ile gostermektedir. Ancak L. aureus, Pratensis seksiyonunun
caligmadaki diger tiyesi L. laxiflorus subsp. laxiflorus ile nispeten yiiksek oranda benzerdir (%
22.2). Genelde globulin A orneklerine gore Platystylis seksiyonunun calisilan taksonlarinin
benzerlik matriksine baktigimiz zaman calisilan diger ii¢ taksonla diisiik oranda benzerlik

gosterdiklerini gormekteyiz (tablo 7.3).

Tablo 7.4. Orobus, Platystylis ve Pratensis seksiyonlarina ait bazi taksonlarin

globulin B 6rneklerinin benzerlik matriksi

N i<}
g @ § 2 -2 3
: | & | ‘R g S
E o lF |E /% /% | % %
g S g S = < = <
~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~
L.aureus 100.0 | 324 16.7 30.6 28.6 20.5 24.6 23.9
L.brachypterus | 324 100.0 | 41.2 61.0 39.5 50.8 27.0 36.1
L.nivalis 16.7 41.2 100.0 | 54.7 24.1 50.0 335 34.9
L.digitatus 30.6 61.0 54.7 100.0 | 45.8 47.7 22.4 39.5
L.spathulatus 28.6 39.5 24.1 45.8 100.0 | 30.1 22.2 25.4
L.boissieri 20.5 50.8 50.0 47.7 30.1 100.0 35.7 41.6
L.pratensis 24.6 27.0 335 22.4 22.2 357 100.0 | 59.6
L.laxiflorus 23.9 36.1 349 39.5 254 41.6 59.6 100.0

Globulin B orneklerine gore olusturulan bezerlik matriksini inceledigimiz zaman

Platystylis seksiyonunun iiyelerinin globulin A 6rneklerine gore daha yiiksek oranda benzerlik
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gosterdiklerini gormekteyiz. % 61.0 orami ile en yiikksek benzerlik L. barchypterus var.
brachypterus ile L. digitatus arasinda iken en diisiik benzerlik orami ise L. nivalis ile
L.spathulatus arasindadir (% 24.1). Pratensis seksiyonunun iki {liyesi (L. pratensis ve L.
laxiflorus subsp. laxiflorus) arasinda albumin ve globulin A 6rneklerinde oldugu gibi yiiksek
oranda benzerlik gozlenmektedir (%59.6). Bu iki taksondan L. pratensis en diisiik benzerligi L.

spathulatus ile (% 22.2) L. laxiflorus subsp. laxiflorus ise L. aureus (% 23.9) ile gostermektedir.

L. aureus ise en yliksek benzerlii % 32.4 ile L. brachypterus var. brachypterus ile

sergilemektedir (tablo 7.4).
Tablo 7.5. Orobus, Platystylis ve Pratensis seksiyonlarina ait bazi taksonlarin glutelin
orneklerinin benzerlik matriksi

2
§ <] ’:: ~ “ g
Y = ~ & 2 I
R R EEE
~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~
L.aureus 100.0 | 31.5 44.8 222 26.2 29.2 384 263
L.brachypterus | 31.5 100.0 | 549 38.1 46.5 422 394 359
L.nivalis 44.8 549 100.0 | 42.5 49.3 532 | 512 40.3
L.digitatus 222 38.1 42.5 100.0 | 49.5 38.1 434 29.8
L.spathulatus 26.2 46.5 493 49.5 100.0 | 48.8 | 413 434
L.boissieri 29.2 42.2 532 38.1 48.8 100.0 | 48.7 45.7
L.pratensis 384 394 512 434 413 48.7 100.0 50.9
L.laxiflorus 26.3 359 40.3 29.8 434 45.7 50.9 100.0

Orobus, Platystylis ve Pratensis seksiyonlarna ait c¢alisilan taksonlarin glutelin
orneklerine baktigimiz zaman en yiiksek benzerligin L. brachypterus var. brachypterus ile L.
nivalis arasinda oldugunu gormekteyiz (% 54.9). Globulin B 0Orneklerinin aksine L.
brachypterus var. brachypterus, L. digitatus ile daha diisiik oranda benzerlik gostermektedir (%
38.1). Taksonlar arasindaki en diisiik benzerlik ise % 22.2 orani ile L. digitatus ile L. aureus
arasinda goriilmektedir. L. aureus en yiiksek benzerligi ise L. nivalis ile gostermektedir (%
44.8). Ayrica L. pratensis ve L. laxiflorus subsp. laxiflorus’un glutelin 6rneklerinin benzerlik
oranlar1 globulin A ve globulin B 6rneklerine gore daha diisiik oranda kalmaktadir. Platystylis

seksiyonunun {iiyeleri arasinda ise en diisiik benzerlik % 38.1 orami ile L. boissieri ile L.

digitatus arasinda goriilmektedir (tablo 7.5).
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Tablo 7.6. Orobon, Lathyrus ve Orobastrum seksiyonlarina ait bazi tiirlerin albumin 6rneklerinin
benzerlik matriksi

i<}
2 S
g 2 5 . g 2 S 2
2 N = -2 N I S =2
“© IS S = = S 1) 3 =
N = = = N} = = S
3 Y 5 S S ] S N =,
2 < > § = i Q = S
N 3 < > = = = S B
~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~
L.roseus 100.0 | 30.1 36.8 25.7 24.9 23.6 39.5 28.6 21.1

L.tuberosus 30.1 1000 | 454 | 317 |294 | 113 145 | 172 | 357
L.belinensis 36.8 | 454 100.0 | 352 [ 221 |29.0 |328 | 143 |244
L.saxatilis 257 | 317 |352 |1000 |405 |[21.0 |359 |138 |237
L.vinealis 249 1294 |[22.1 |405 100.0 | 42.0 | 435 | 299 | 385
L.sphaericus 236 | 113 [29.0 | 210 |[42.0 |100.0 | 26.8 | 226 |20.8
L.inconspicuus | 39.5 14.5 32.8 | 359 435 | 26.8 100.0 | 37.6 342
L.tauricola 286 | 172 143 | 138 299 [226 |376 |100.0 | 522
L.setifolius 21.1 | 357 244 |237 |385 |208 |342 |522 100.0

Orobon, Lathyrus ve Orobastrum seksiyonlara ait ¢alisilan dokuz tiir arasinda albumin
orneklerine gore en yiiksek benzerligi Orobastrum seksiyonunun iki tiirii olan L. tauricola ve L.
setifolius gostermektedir (% 52.2). Bu tiirler arasindaki en az benzerlik ise L. tuberosus ile L.
sphaericus arasinda goriilmektedir (% 11.3). Orobastrum seksiyonunda yer alan ve sistematik
pozisyonu siipheli olan L. saxatilis en yiiksek benzerligi % 40.5 orani ile ayn1 seksiyondaki L.
vinealis ile gosterirken en diisiik benzerligi ise aynmi seksiyonda yer alan L. tauricola ile
gostermektedir (% 13.8). Orobon seksiyonunun caligilan tek tiyesi olan L. roseus albumin
orneklerine gore en yiiksek benzerligi % 39.5 ile Orobastrum seksiyonundaki L. inconspicuus
ile gosterirken en diisiik benzerligi ise % 21.1 orani ile yine ayn1 seksiyondaki L. setifolius ile
gostermektedir [3]. Lathyrus seksiyonunun calisilan iki tiyesi olan L. tuberosus ile L. belinensis

arasinda ise % 45.4 oraninda benzerlik goriilmektedir (tablo 7.6).

37



Tablo 7.7. Orobon, Lathyrus ve Orobastrum seksiyonlarina ait bazi tiirlerin globulin A drneklerinin
benzerlik matriksi

“
) @ § §

g : | = 2 : |5 |2 3

3 £ 3 S 3 S g 2 3

) v N I S ~ =

~ ~ ~ ~ ~ 3 ~ ~ 3
L.roseus 100.0 | 402 | 207 |276 |268 |256 | 169 |243 |354
21.8 | 229 | 189

L.tuberosus 40.2 100.0 | 488 | 37.2 | 30.7 | 22.8

L.belinensis 20.7 48.8 100.0 | 289 | 221 |41.7 | 256 |242 |239
L.saxatilis 27.6 372 | 289 100.0 | 35.5 [ 344 |451 |20.8 | 231
L.vinealis 26.8 307 | 221 | 355 100.0 | 249 | 384 [363 | 239

L.sphaericus 25.6 22.8 | 417 | 344 | 249 100.0 | 27.3 | 31.0 | 46.8
L.inconspicuus | 16.9 21.8 | 256 |45.1 384 273 100.0 | 43.7 | 275
24.3 229 242 |208 |363 |31.0 |437 100.0 | 50.9
189 239 |231 |239 |468 [275 |509 100.0

L.tauricola
L.setifolius 354

Globulin A orneklerine gore en yiiksek benzerlik % 50.9 orani ile Orobastrum

seksiyonunun tiiyeleri olan L. tauricola ile L. setifolius arasinda goriiliirken tiirler arasindaki en
diisiik benzerlik ise sistematik agidan problemli olan L. roseus ile L. inconspicuus arasinda
goriilmektedir (% 16.9). L. roseus en yiiksek benzerligi ise % 40.2 orami L. tuberosus ile
gostermektedir. Orobastrum seksiyonunun calisilan tiirleri arasinda en diisiik benzerlik ise %
20.8 oram ile L. saxatilis ile L. tauricola arasinda goriilmektedir. L. saxatilis en yiiksek
benzerligi ise L. inconspicuus ile gostermektedir (% 45.1). Lathyrus seksiyonunun iki tiyesi olan

L. tuberosus ile L. belinensis arasinda ise % 48.8 oraninda bir benzerlik vardir (tablo 7.7).

Tablo 7.8. Orobon, Lathyrus ve Orobastrum seksiyonlarina ait baz: tiirlerin globulin B
orneklerinin benzerlik matriksi

=
2 g 3 S =
12 £ |8 |2 |2 |8 |8 |3
2 S < g = & 5 N 3
~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~
L.roseus 100.0 | 47.7 1377 [350 [21.1 |147 |244 |272 18.1
L.tuberosus 477 1100.0 | 385 |372 |334 |354 |373 |303 14.4
L.belinensis 377 | 385 100.0 | 23.7 |323 225 |258 |197 | 301
L.saxatilis 350 [372 (237 [1000 [ 400 |410 [273 |256 |241
L.vinealis 21.1 | 334 |323 |400 100.0 | 452 | 351 | 164 | 364
L.sphaericus 147 1354 1225 [410 [452 |1000 [333 |378 |273
L.inconspicuus 244 373 258 273 |351 |333 100.0 | 413 | 35.8
L.tauricola 272 1303 19.7 ] 25.6 164 | 378 |41.3 | 100.0 | 38.5
L.setifolius 18.1 | 144 ]30.1 |241 364 1273 358 |385 100.0

Globulin B orneklerine gore ise calisilan tiirler arasinda en yiiksek benzerlik L. roseus
ile L. tuberosus (% 47.7) arasinda goriiliirken en diisiik benzerlik ise % 14.4 ile L. tuberosus ile
L. setifolius arasinda gozlenmektedir. L. tuberosus’un Lathyrus seksiyonunun diger iiyesi olan

L. belinensis ile benzerlik oran1 ise % 38.5’tir. L. roseus’un en diisiik benzerlik gosterdigi tiir ise
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9% 14.7 oram ile L. sphaericus’tur. Orobastrum seksiyonunun iiyeleri arasindaki en yiiksek
benzerligi % 45.2 orani ile L. vinealis ile L. sphaericus gosterirken bu tiirler arasindaki en diisiik
benzerlik ise L. tauricola ile L. vinealis arasinda goriilmektedir (% 16.4). Sistematik agidan
problemli olan L. saxatilis iiyesi oldugu Orobastrum seksiyonunun diger elemanlar1 arasinda en

yiiksek benzerligi % 41.0 oraninda L. sphaericus ile gosterirken en diisiik benzerligi ise % 24.1

orani ile L. setifolius ile gostermektedir (tablo 7.8).

Tablo 7.9. Orobon, Lathyrus ve Orobastrum seksiyonlarina ait bazi tiirlerin glutelin
orneklerinin benzerlik matriksi

. | g
©“ ) = o
B 3 g = = 2
< |3 [§ |£ |£ |5 |8 |3 |2
Y ) S IS S S S g =
2 B S = = < Q N =
N 32 < g N & 5 S 3
~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~
L.roseus 100.0 | 33.6 37.3 25.5 21.8 28.6 35.5 21.0 28.2
L.tuberosus 33.6 100.0 | 45.0 20.6 34.4 239 35.8 37.2 41.1

L.belinensis 373 | 45.0 | 100.0 | 300 | 356 |[38.6 |42.1 |319 |24.1
L.saxatilis 255 [20.6 |30.0 | 1000|413 |492 |40.7 |46.0 |264
L.vinealis 21.8 | 344 |356 |413 [100.0 |322 |325 [451 | 325
L.sphaericus 28.6 [ 239 |386 |492 |322 |100.0|37.0 |379 |267
L.inconspicuus | 35.5 | 358 | 42.1 |40.7 |325 |370 100.0 | 46.3 | 44.6
L.tauricola 210 | 372 319 |460 |45.1 |379 |463 | 100.0 | 569
L.setifolius 282 | 41.1 | 241 |264 [325 |267 |44.6 |569 | 100.0

Orobon, Lathyrus ve Orobastrum seksiyonlarina ait calisilan tiirlerin glutelin

proteinlerine gore olusturulan benzerlik matriksine baktigimiz zaman en yiiksek benzerligin
albumin ve globulin A 6rneklerinde oldugu gibi L. tauricola ile L. setifolius arasinda oldugunu
gormekteyiz (% 56.9). Tiirler arasindaki en diisiik benzerlik ise % 20.6 orani ile L. saxatilis ve
L. tuberosus arasinda goriilmektedir. L. saxatilis’in en yiliksek benzerlik oranina sahip oldugu
tiir ise globulin B proteinlerinde oldugu gibi % 49.2 orani ile L. sphaericus’tur. Sistematik
acidan problemli olan L. roseus en yiiksek benzerligi % 37.3 oram ile L. belinensis ile
gosterirken en diisiik benzerligi ise L. tauricola ile gostermektedir (% 21.0). Orobastrum

seksiyonunun tiirleri arasindaki en diisiik benzerlik ise % 26.4 oram ile L. saxatilis ile L.

setifolius arasinda goriilmektedir (tablo 7.9).
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7.4. Tiirlere ait Rf degerleri

Tablo 7.10. Orobus, Platystylis ve Pratensis seksiyonlarina ait bazi taksonlarin albumin proteinlerinin Rf degerleri

L. aureus | L. nivalis L. digitatus L. spathulatus L. boissieri L. pratensis L. laxiflorus
0,077 0,028 0,03 0,039 0,034 0,032 0,032
0,108 0,052 0,077 0,086 0,071 0,095 0,082
0,155 0,082 0,12 0,125 0,108 0,146 0,133
0,213 0,127 0,174 0,161 0,153 0,185 0,183
0,32 0,168 0,224 0,196 0,204 0,254 0,252
0,378 0,211 0,286 0,239 0,297 0,301 0,303
0,428 0,249 0,346 0,292 0,344 0,34 0,338
0,449 0,301 0,428 0,348 0,413 0,398 0,402
0,495 0,351 0,471 0,378 0,467 0,445 0,439
0,531 0,411 0,499 0,424 0,514 0,486 0,488
0,602 0,454 0,544 0,495 0,555 0,525 0,531
0,654 0,508 0,583 0,531 0,585 0,591 0,578
0,708 0,529 0,645 0,559 0,634 0,637 0,634
0,761 0,574 0,69 0,63 0,684 0,675 0,671
0,817 0,637 0,74 0,66 0,74 0,718 0,71
0,873 0,665 0,772 0,692 0,787 0,761 0,761
0,942 0,686 0,796 0,742 0,817 0,83 0,83
1 0,733 0,819 0,796 0,837 0,862 0,865

0,761 0,867 0,822 0,888 0,918 0,91

0,8 0,94 0,858 0,929 0,994 0,991

0,828 0,998 0,91 0,994

0,877 0,994

0,92

0,998

Tablo 7.11. Orobus, Platystylis ve Pratensis seksiyonlarina ait bazi taksonlarin globulin A proteinlerinin Rf degerleri

L.aureus | L.nivalis L.digitatus L.spathulatus L.boissieri L.pratensis L.laxiflorus
0,082 0,062 0,065 0,065 0,058 0,032 0,032
0,234 0,108 0,099 0,103 0,101 0,075 0,065
0,295 0,125 0,172 0,138 0,125 0,133 0,116
0,366 0,148 0,239 0,17 0,174 0,189 0,191
0,396 0,196 0,267 0,206 0,224 0,228 0,252
0,454 0,245 0,327 0,269 0,256 0,282 0,312
0,495 0,318 0,359 0,329 0,299 0,327 0,361
0,546 0,361 0,394 0,389 0,335 0,366 0,43
0,598 0,417 0,449 0,449 0,406 0,434 0,471
0,628 0,465 0,482 0,492 0,462 0,482 0,52
0,677 0,486 0,505 0,557 0,559 0,508 0,566
0,731 0,51 0,553 0,624 0,634 0,574 0,619
0,785 0,559 0,611 0,716 0,66 0,624 0,66
0,809 0,626 0,658 0,763 0,727 0,656 0,688
0,854 0,662 0,705 0,832 0,753 0,677 0,742
0,884 0,751 0,731 0,886 0,802 0,729 0,8
0,923 0,837 0,768 0,899 0,862 0,794 0,852
0,955 0,871 0,817 0,948 0,938 0,841 0,886
1 0,908 0,841 1 1 0,875 0,923
0,955 0,895 0,931 0,989
1 0,951 0,994
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Tablo 7.12. Orobus, Platystylis ve Pratensis seksiyonlarina ait bazi taksonlarin globulin B 6rneklerinin Rf degerleri

L.aureus L.brachyterus L.nivalis | L.digitatus | L.spathulatus L.boissieri | L.pratensis | L.laxiflorus
0,118 0,072 0,045 0,049 0,04 0,029 0,034 0,036
0,165 0,11 0,08 0,085 0,067 0,056 0,054 0,058
0,222 0,161 0,11 0,101 0,094 0,081 0,103 0,11
0,26 0,188 0,152 0,127 0,123 0,105 0,146 0,146
0,307 0,23 0,186 0,161 0,159 0,137 0,203 0,192
0,344 0,271 0,206 0,195 0,204 0,161 0,239 0,233
0,365 0,311 0,269 0,233 0,233 0,19 0,255 0,255
0,394 0,336 0,302 0,26 0,262 0,233 0,28 0,295
0,42 0,362 0,34 0,302 0,297 0,271 0,331 0,342
0,468 0,382 0,416 0,335 0,32 0,295 0,369 0,36
0,49 0,403 0,438 0,369 0,371 0,342 0,385 0,387
0,537 0,425 0,494 0396 0,383 0,391 0,443 0,439
0,588 0,459 0,533 0,423 0,42 0,416 0,479 0,472
0,662 0,49 0,562 0,476 0459 0,447 0,501 0,492
0,682 0,515 0,599 0,508 0,506 0,485 0,523 0,521
0,72 0,555 0,633 0,561 0,521 0,541 0,57 0,566
0,741 0,608 0,653 0,59 0,562 0,582 0,599 0,604
0,77 0,656 0,691 0,66 0,58 0,618 0,631 0,638
0,79 0,687 0,718 0,684 0,658 0,66 0,653 0,665
0,826 0,718 0,747 0,745 0,698 0,662 0,711 0,711
0,848 0,754 0,769 0,81 0,718 0,705 0,732 0,749
0,91 0,776 0,812 0,866 0,754 0,725 0,765 0,772
0,796 0,852 0,917 0,783 0,752 0,817 0,792
0,83 0,881 0.955 0,821 0,781 0,859 0,857
0,861 0,924 1 0,855 0,843 0,953 0,953
0,882 0,96 0,91 0,908 0,996 0,996
0,924 1 0,942 0955
0,957
1

Tablo 7.13. Orobus, Platystylis ve Pratensis seksiyonlarina ait bazi taksonlarin glutelin proteinlerinin Rf degerleri

L.aureus L.brachypterus | L.nivalis | L.digitatus L.spathulatus L.boissieri | L.pratensis | L.laxiflorus
0,166 0,099 0,093 0,066 0,062 0,055 0,112 0,108
0,208 0,179 0,148 0,119 0,102 0,174 0,143 0,135
0,249 0,194 0,201 0,135 0,124 0,205 0,176 0,185
0,293 0,243 0,249 0,179 0,15 0,25 0,205 0,221
0,335 0,3 0,298 0,194 0,179 0,276 0,225 0,267
0,393 0,358 0,342 0,238 0,208 0,311 0,272 0,309
0,457 0,413 0,389 0,28 0,245 0,367 0,32 0,347
0,484 0,452 0,431 0,32 0,28 0,397 0,346 0,366
0,519 0,501 0,477 0,356 0,309 0,446 0,375 0,397
0,539 0,545 0,545 0,375 0,36 0,492 0,391 0,441
0,583 0,605 0,572 0,424 0,4 0,532 0,437 0,457
0,68 0,68 0,631 0,448 0,419 0,583 0,468 0,488
0,72 0,722 0,662 0,483 0,45 0,622 0,49 0,532
0,77 0,75 0,686 0,527 0,473 0,665 0,536 0,58
0,821 0,801 0,724 0,556 0,523 0,713 0,583 0,638
0,846 0,835 0,742 0,592 0,547 0,75 0,629 0,669
0,883 0,863 0,761 0,623 0583 0,797 0,673 0,709
0,989 0,899 0,806 0,68 0,616 0,846 0,707 0,748
0,985 0,841 0,715 0,645 0,89 0,746 0,79
0,898 0,735 0,669 0,982 0,806 0,815
0,984 0,779 0,735 0,846 0,872

0,828 0,775 0,879 0,899

0,865 0,814 0,909 0,985

0,89 0,85 0,985

0,969 0,89

0,998 0,98
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Tablo 7.14. Orobon, Lathyrus ve Orobastrum seksiyonlarina ait bazi tiirlerin albumin proteinlerinin Rf degerleri

L.roseus | L.tuberosus |L.belinensis L.saxatilis L.vinealis | L.sphaericus | L.inconspicuus L.tauricola L.setifolius
0,103 0,111 0,095 0,042 0,04 0,061 0,036 0,032 0,027
0,164 0,16 0,141 0,101 0,074 0,113 0,099 0,088 0,092
0,218 0,183 0,189 0,17 0,109 0,143 0,202 0,143 0,151
0,292 0,231 0,214 0,254 0,132 0,193 0,263 0,204 0,195
0,338 0,29 0,233 0,288 0,183 0,239 0,307 0,265 0,252
0,384 0,342 0,29 0,384 0,244 0,284 0,355 0,313 0.305
0,424 0,384 0,345 0,487 0,275 0,334 0,403 0,359 0,355
0,487 0,401 0,416 0,536 0,328 0,397 0,408 0,408 0,391
0,548 0,494 0,475 0,565 0,351 0,458 0,435 0,431 0,426
0,576 0,542 0,542 0,653 0,399 0,5 0,508 0,502 0,502
0,643 0,569 0,569 0,721 0,422 0,55 0,553 0,548 0,542
0,826 0,754 0,628 0,775 0,487 0,613 0,584 0,624 0,565
0,876 0,805 0,702 0,845 0,55 0,662 0,639 0,643 0,62
0,931 0,863 0,721 0,901 0,584 0,708 0,662 0,691 0,641
0,939 0,786 0,943 0,651 0,754 0,704 0,763 0,689
0,998 0,819 1 0,687 0,79 0,763 0,798 0,765
0,863 0,769 0,832 0,819 0,859 0,807
0,887 0,794 0,855 0,863 0,922 0,842
0,945 0,855 0,895 0,912 0,952 0,901
1 0,908 0,966 0,943
0,954

Tablo 7.15. Orobon, Lathyrus ve Orobastrum seksiyonlarina ait bazi tiirlerin globulin A proteinlerinin Rf degerleri

L.roseus L.tuberosus L.belinensis | L.saxatilis | L.vinealis | L.sphaericus | L.inconspicuus L.tauricola L.setifolius
0,107 0,107 0,104 0,068 0,023 0,076 0,063 0,049 0,055
0,168 0,158 0,154 0,137 0,07 0,123 0,107 0,1 0,1
0,197 0,199 0,199 0,18 0,146 0,16 0,143 0,15 0,16
0,234 0,242 0,252 0,236 0,205 0,205 0,176 0,207 0,207
0,266 0,275 0,299 0,266 0,273 0,256 0,221 0,271 0,281
0,299 0,328 0,344 0,316 0,297 0,281 0,258 0,316 0,326
0,332 0,389 0,391 0,346 0,365 0,318 0,316 0,346 0,35
0,363 0,436 0,436 0,377 0,424 0,373 0,342 0,385 0,393
0,414 0,463 0,457 0,422 0,465 0,432 0,379 0,414 0,443
0,463 0,498 0,486 0,445 0,488 0,467 0,404 0,473 0,467
0,492 0,539 0,523 0,502 0,514 0,504 0,438 0,475 0,523
0,549 0,598 0,553 0,572 0,568 0,523 0,512 0,5 0,553
0,598 0,65 0,59 0,607 0,639 0,549 0,557 0,525 0,572
0,625 0,688 0,648 0,652 0,711 0,584 0,592 0,584 0,602
0,689 0,727 0,705 0,693 0,76 0,625 0,643 0,617 0,625
0,717 0,752 0,75 0,727 0,836 0,689 0,678 0,674 0,662
0,764 0,797 0,781 0,785 0,875 0,719 0,717 0,748 0,701
0,814 0,82 0,809 0,82 0,932 0,752 0,756 0,824 0,762
0,896 0,863 0,854 0,859 0,992 0,773 0,807 0,861 0,809
0,936 0,932 0,92 0,885 0,83 0,867 0,912 0,867
0,998 0,996 0,992 0,928 0,857 0,914 0,938 0,92
0,99 0,914 0,938 0,99 0,969
0,988 0,992 0,994
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Tablo 7.16. Orobon, Lathyrus ve Orobastrum seksiyonlarina ait bazi tiirlerin globulin B proteinlerinin Rf degerleri

L.roseus | L.tuberosus L.belinensis L.saxatilis | L.vinealis | L.sphaericus | L.inconspicuus | L.tauricola L.setifolius
0,093 0,047 0,125 0,055 0,058 0,047 0,065 0,058 0,058
0,111 0,082 0,204 0,1 0,102 0,08 0,095 0,096 0,096
0,155 0,118 0,244 0,144 0,138 0,116 0,133 0,136 0,14
0,213 0,155 0,273 0,187 0,171 0,142 0,187 0,185 0,184
0,242 0,205 0,327 0,225 0,224 0,176 0,215 0,211 0,231
0,265 0,242 0,355 0,271 0,258 0,224 0,273 0,251 0,256
0,327 0,273 0,385 0,305 0,316 0,249 0,316 0,28 0,264
0,353 0,324 0,411 0,356 0,335 0,309 0,364 0,32 0,3
0,405 0,351 0,5 0,376 0,362 0,362 0,396 0,349 0,325
0,433 0,404 0,547 0,407 0,415 0,404 0,44 0,391 0,356
0,464 0,444 0,573 0,429 0,449 0,447 0,487 0,415 0,395
0,5 0,498 0,616 0,469 0,471 0,489 0,545 0,462 0,42
0,518 0,516 0,653 0,489 0,496 0,525 0,611 0,485 0,451
0,56 0,564 0,715 0,558 0,516 0,553 0,653 0,536 0,513
0,591 0,591 0,771 0,605 0,605 0,585 0,707 0,562 0,533
0,638 0,62 0,796 0,625 0,635 0,633 0,744 0,613 0,575
0,658 0,658 0,864 0,673 0,711 0,687 0,809 0,644 0,593
0,684 0,685 0,916 0,7 0,764 0,724 0,833 0,687 0,613
0,713 0,713 0,96 0,72 0,784 0,756 0,855 0,713 0,635
0,725 0,736 0,767 0,855 0,855 0,88 0,758 0,702
0,776 0,769 0,785 0,92 0,92 0,922 0,82 0,744
0,8 0,796 0,838 0953 0,951 0,947 0,844 0,776
0,849 0,836 0,876 1 1 0,902 0,815
0,882 0,856 0,931 0,949 0,853
0,9 0,885 0,96 1 0,931
0,927 0,955 0,996
0,96
Tablo 7.17. Orobon, Lathyrus ve Orobastrum seksiyonlarina ait bazi tiirlerin glutelin proteinlerinin Rf degerleri

L.roseus L.tuberosus L.belinensis L.saxatilis | L.vinealis | L.sphaericus L.inconspicuus | L.tauricola | L.setifolius
0,054 0,058 0,044 0,039 0,064 0,037 0,054 0,068 0,035
0,083 0,093 0,091 0,081 0,116 0,087 0,089 0,106 0,074
0,106 0,151 0,151 0,137 0,205 0,122 0,128 0,141 0,116
0,159 0,213 0,195 0,186 0,273 0,193 0,18 0,203 0,149
0,199 0,269 0,236 0,209 0,309 0,246 0,25 0,261 0,193
0,23 0,296 0,288 0,246 0,36 0,304 0,28 0,309 0,236
0,292 0,342 0,319 0,273 0,422 0,327 0,304 0,356 0,294
0,323 0,412 0,379 0,306 0,476 0,362 0,362 0,404 0,366
0,371 0,443 0,443 0,352 0,52 0,4 0,383 0,468 0,433
0,422 0,474 0,513 0,398 0,567 0,427 0,476 0,522 0,458
0,472 0,536 0,542 0,462 0,582 0,47 0,553 0,547 0,507
0,536 0,588 0,584 0,493 0,627 0,518 0,625 0,578 0,545
0,603 0,66 0,617 0,542 0,648 0,569 0,646 0,627 0,598
0,648 0,704 0,696 0,563 0,712 0,621 0,696 0,689 0,642
0,714 0,733 0,76 0,573 0,801 0,694 0,731 0,721 0,66
0,76 0,749 0,826 0,627 0,855 0,712 0,801 0,747 0,71
0,818 0,812 0,872 0,65 0,936 0,756 0,853 0,814 0,783
0,897 0,863 0,942 0,714 0985 0,791 0,983 0,853 0,807
0,919 0,938 0,988 0,774 0,865 0,917 0,863
0,948 0,988 0,805 0,921 0,977 0,977
0,996 0,836 0,985

0,925

0,983
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7.5. Tohum depo proteinlerinin yiizde degerleri

Tezde calisilan taksonlara ait albumin (2,397 pg/ml), globulin A (5,989 pg/ml),
globulin B (5,046 pg/ml), prolamin (0,391 pg/ml) ve glutelin (3,569 pg/ml) proteinlerinin
ortalama miktarlar1 kullanilarak tohum depo proteinlerinin yiizde degerleri bulunmustur (Sekil
7.3). Bu degerlere gore albuminler depo proteinlerinin % 14’iinii, globulin A % 34’ind,

globulin B % 29’unu, prolaminler % 2’sini ve glutelinler ise % 21’ini olusturmuslardir.

Glutelin Albumin
S 14%
Prolamin /
2%
\ Globulin A
Globulin B 34%

29%

Sekil 7.3. Calisilan on yedi taksona ait tohum depo proteinlerinin ortalama yiizde oranlari
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Sekil 7.4. Orobus, Platystylis ve Pratensis seksiyonlarina ait bazi taksonlarin albumin
orneklerinin elektroforez goriintiileri

Orobus, Platystylis ve Pratensis seksiyonlarina ait caligilan taksonlarin albumin
proteinlerinin elektroforez goriintiilerine baktigimiz zaman ortalama 105 kDa’luk
protein bandinin tiim taksonlarda ortak oldugunu gormekteyiz. Benzer sekilde 33
kDa’luk protein band: da tiim taksonlarda ortaktir. 28 kDa’luk protein band: ise L.
aureus, L. nivalis ve L. digitatus disindaki taksonlarda bulunmamaktadir. 49 kDa’luk
protein bandi ise sadece L. nivalis, L. boissieri ve L. pratensis’de bulunurken 23
kDa’luk protein bandi ise L. aureus ve L. boissieri de bulunmaktadir. Ayrica L. aureus,
L. nivalis ve L. boissieri de 20 kDa’luk protein bandi koyu halde bulunmaktadir (sekil
7.4).
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Sekil 7.5. Orobus, Platystylis ve Pratensis seksiyonlarina ait bazi taksonlarin globulin A
orneklerinin elektroforez goriintiileri

Taksonlarin globulin A proteinlerinin jel goriintiilerini inceledigimiz zaman 107
kDa’luk protein bandimin L. pratensis ve L. laxiflorus subsp. laxiflorus’a 6zgii oldugunu
gormekteyiz. Benzer sekilde 97 kDa’luk band ise Platystylis seksiyonunun ¢aligilan dort
tiirtine aittir. Yine 74 kDa’luk band paterni sadece L. pratensis’te bulunmaktadir. 45
kDa ve 35 kDa’luk bandlarin tiim taksonlarda ortak oldugunu gérmekteyiz. Ayni
zamanda 38 kDa’luk protein bandi da L. boissieri’de zayif olmak iizere tiim taksonlarda
bulunmaktadir. 29 kDa’luk protein band: ise tiim taksonlarda ortak olmakla birlikte L.
pratensis ve L. laxiflorus subsp. laxiflorus’da olduk¢a yogun haldedir. Ayrica 27
kDa’luk protein band1 L. aureus’a has bir protein bandidir. Ayn1 zamanda 22 kDa ve 20
kDa’luk protein bandlar ¢alisilan tiim taksonlarda bulunmaktadir (sekil 7.5).
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Sekil 7.6. Orobus, Platystylis ve Pratensis seksiyonlarina ait bazi taksonlarin globulin B
orneklerinin elektroforez goriintiileri

Ug farkli seksiyona ait sekiz taksonun globulin B 6rneklerini inceledigimiz
zaman 87 kDa ve 75 kDa’luk protein bandlarinin L. spathulatus ve L. boissieri de zayif
olmakla birlikte Platystylis seksiyonunun diger {iiyelerinde de var oldugunu
gormekteyiz. 109 kDa’luk band paterni ise L. pratensis ve L. laxiflorus subsp.
laxiflorus’a 6zglidiir. Aym1 zamanda ortalama 53 kDa’luk band L. boissieri digindaki
diger taksonlarda bulunmaktadir. Ayrica 45 kDa, 35 kDa ve 32 kDa’luk protein
bandlarinin calisilan tiim taksonlarda ortak oldugunu gormekteyiz. 28 kDa’luk protein
bandi ise L. aureus, L. nivalis, L. boissieri ve L. laxiflorus subsp. laxiflorus’ta daha
belirgin haldedir. Benzer sekilde 22 kDa ve 19 kDa’luk band paternleri de tiim
taksonlarda ortaktir (sekil 7.6).
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Sekil 7.7. Orobus, Platystylis ve Pratensis seksiyonlarina ait bazi taksonlarin glutelin
orneklerinin elektroforez goriintiileri

Calisilan sekiz taksona ait glutelin proteinlerinin band profillerine baktifimiz zaman
132 kDa’luk bandin sadece L. pratensis ve L. laxiflorus subsp. laxiflorus’ta oldugunu
gormekteyiz. Benzer sekilde 116 kDa’luk band ise L. aureus’a hastir. 94 kDa’luk band
incelendiginde Platystylis seksiyonunun iki iiyesi olan L. nivalis ve L. digitatus’ta bulundugu
gozlenmektedir. Benzer sekilde ortalama 80 kDa’luk protein bandi ise L. aureus disindaki diger
taksonlarda bulunmaktadir. 57 kDa’luk protein bandi ise L. boissieri disindaki diger tiim
taksonlarda ortaktir. 45 kDa’luk protein bandi da c¢aligilan tiim taksonlarda ortaktir. Benzer
sekilde 35 kDa’luk protein bandi ise L. boissieri’de daha zayif olmak iizere diger tiim
taksonlarda ortaktir. Ayrica 32 kDa’luk band paterni L. aureus ve L. boissieri de zayif olmak
tizere calisilan tiim taksonlarda ortak bir band bulunmaktadir. 19 ve 23 kDa’luk protein bandlar
da ¢alisilan tiim taksonlarda ortaktir (sekil 7.7).
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Sekil 7.8. Orobon, Lathyrus ve Orobastrum seksiyonlarina ait bazi tiirlerin albumin 6rneklerinin

elektroforez goriintiileri

Orobon, Lathyrus ve Orobastrum seksiyonlarina ait caligilan tiirlerin albumin
proteinlerinin jel goriintiilerini inceledigimiz zaman ortalama 95 kDa’luk bandin L. roseus, L.
tuberosus ve L. saxatilis’te zayif olmakla birlikte diger tiirlerde koyu halde oldugu
goriilmektedir. 82, 55 ve 42 kDa’luk bandlar sadece L. saxatilis’te koyu bir band olarak
bulunmaktadir. Ayni zamanda 30 kDa ile 25 kDa’luk protein bandlari ise tiim tiirlerde ortaktir.
23 kDa’luk protein bandi ise L. saxatilis ve L. tauricola’da bulunmaktadir. Ayrica ortalama 28
kDa’luk protein band: ise sadece L. spahaericus’ta bulunmaktadir. 18.4 kDa’luk protein bandi
ise L. aureus ve L. setifolius disindaki diger tiim tiirlerde bulunmaktadir (sekil 7.8).

49



g 9

1 E E % 2 3 §. E é

; % e E '
ﬁaé%édiézéﬂfma

.- ' 1
662 i
45 58
3 :;
25 27
18.4 il

Sekil 7.9. Orobon, Lathyrus ve Orobastrum seksiyonlarina ait bazi tiirlerin globulin A
orneklerinin elektroforez goriintiileri

Aynu tiirlerin globulin A 6rneklerine baktigimiz zaman L. roseus digindaki diger tiirlerin
oldukca koyu bandlara sahip olduklarim1 gérmekteyiz.104 kDa’luk protein bandi sadece L.
tuberosus’ta bulunmaktadir. Ortalama 82 kDa’luk protein bandi ise L. roseus, L. tuberosus ve L.
saxatilis disindaki diger tiirlerde koyu bir halde bulunmaktadir. Ozellikle 66.2 kDa ile 18.4 kDa
arasindaki bolgede tiirler icin belirleyici band paternleri bulunmaktadir. Ornegin yaklasik olarak
58 kDa’luk protein bandi L. inconspicuus, L. tauricola ve L. setifolius’da koyu olarak
bulunmaktadir. 45 kDa’luk protein bandi ise ¢alisilan biitiin tiirlerde bulunmaktadir. 41 kDa’luk
protein bandi ise L. saxatilis’e dzgiidiir. 35 kDa’luk protein band1 da L. roseus ve L. sphaericus
disindaki diger tiirlerde ortaktir. Benzer sekilde 30 kDa ve 27 kDa’luk bandlar L. saxatilis’te
daha zayif olmakla birlikte Orobastrum seksiyonunun diger iiyelerinde daha koyu halde
bulunmaktadirlar. Ayn1 zamanda 22 kDa’luk protein bandinin L. roseus disindaki diger tiirlerde
ortak oldugunu gérmekteyiz (sekil 7.9).
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Sekil 7.10. Orobon, Lathyrus ve Orobastrum seksiyonlarina ait bazi tiirlerin globulin B
orneklerinin elektroforez goriintiileri

Calisilan tiirlerin globulin B 6rneklerini inceledigimiz zaman endemik bir tiir olan L.
belinensis’in diger tiirlere oranla daha az protein bandina sahip oldugunu gormekteyiz. L.
belinensis’in 50 kDa, 45 kDa, 37 kDa, 25 kDa ve 22 kDa olmak {iizere belirgin bes bandinin
oldugunu soyleyebiliriz. 72 kDa’luk protein bandinin sadece L. sphaericus’da bulundugunu
gormekteyiz. Ortalama 65 kDa’luk bandin Orobastrum seksiyonunun tii¢ iiyesi olan L.
inconspicuus, L. tauricola ve L. setifolius’da koyu bir band olarak bulundugunu L. saxatilis’te
ise ayn1 proteinin nispeten daha zayif bulundugunu gérmekteyiz. Ortalama 53 kDa’luk bandin
ise L. roseus, L. tuberosus, L. vinealis, L. sphaericus ve L. inconspicuus’da var oldugunu
gormekteyiz. Ayrica 45 kDa’luk protein bandi ¢aligilan biitiin tiirlerde bulunmaktadir. Yine 35
kDa’luk bandin Orobastrum seksiyonunun elemanlar1 olan L. saxatilis ve L. sphaericus’ta daha
zayif olmakla birlikte calisilan diger tiirlerde koyu bir band olarak var oldugunu gormekteyiz.
Ayrica 32 kDa’luk protein band1 L. saxatilis ve L. vinealis disindaki Orobastrum seksiyonunun
diger tiyelerinde koyu bir band olarak bulunmaktadir. Ayni1 zamanda 22 kDa’luk band paterni
caligilan biitiin tiirlerde bulunmaktadir. Benzer sekilde yaklasik olarak 20 kDa’luk protein bandi
L. tauricola disindaki Orobastrum seksiyonunun diger iiyelerinde bulunmaktadir (sekil 7.10).
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Sekil 7.11. Orobon, Lathyrus ve Orobastrum seksiyonlarina ait bazi tiirlerin glutelin 6rneklerinin
elektroforez goriintiileri

Calisilan tiirlerin glutelin proteinlerinin band profillerini inceledigimiz zaman ortalama
105 kDa’luk bandin L. saxatilis disindaki Orobastrum seksiyonunun diger iiyelerinde ve
Lathyrus seksiyonunun eleman olan L. belinensis ile Orobon seksiyonunun calisilan tek iiyesi
olan L. roseus’ta oldugunu gormekteyiz. Yine ortalama 88 kDa’luk band Orobastrum
seksiyonunun iiyeleri i¢inde sadece L. sphaericus ve L. saxatilis’te bulunmaktadir. Ortalama 64
kDa biiyiikligiindeki protein bandi ise L. vinealis ve L. sphaericus digindaki Orobastrum
seksiyonunun diger dort iiyesinde de bulunmaktadir. 35 ve 45 kDa’luk bandlar ise ¢aligilan tim
tiirlerde ortaktir. Ortalama 32 kDa’luk protein bandi ise L. saxatilis’te nispeten daha zayif olmak
tizere Orobastrum seksiyonunun diger iiyelerinde bulunmaktadir. Benzer sekilde 16 ve 24

kDa’luk bandlar ¢alisilan biitiin tiirlerde ortaktr (sekil 7.11).
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8. TARTISMA

Legiimenli bitkiler tohumlarinda yiiksek protein igerigiyle karakterize edilirler ve
baklagil tohumlar1 ortalama % 20-25 oraninda protein icerirler ki bu oran tahillardan 2-3 kat
daha fazladir [130,131]. Bu yiizden baklagil tohumlar1 en zengin protein ve amino asit
kaynaklar1 arasinda yer almaktadir [29]. Bu proteinler 6zellikle lizin gibi pek ¢ok amino asitce
zengin olmalarina karsin metiyonin ve sistein gibi amino asitlerce de fakir durumdadirlar [132].
Geleneksel olarak tohum depo proteinlerinin siniflandirilmasi suda ¢6ziinen albuminler, tuzda
coziinen globulinler, alkol/su karisiminda c¢oziinen prolaminler ve zayif asidik ya da bazik
cozeltide c¢oziinen glutelinler seklinde yapilmaktadir [16]. Globulinler baklagil
kotiledonlarindaki en biiyilkk protein bilesenleridir [133,134]. Genellikle sedimentasyon
katsayilarma (S) gore 7S ve 11S globulinler olmak iizere iki alt simifta incelenirler. ik olarak
Osborne ve Campbell tarafindan 1898 yilinda Pisum sativum tohumlarindan ayirt edilen bu iki
alt globulin tiirii (7S ve 11S) vicilin ve legiimin olarak isimlendirilmistir ve bu tanimlama daha
sonra diger baklagil tiirlerinin globulinleri i¢inde kullanilmistir [16,91]. Suda ¢oziiniir 6zellikte
olan ve pek cok dikotil bitkide bulunan albuminler ise genellikle disiilfit bagiyla bagh diisiik
molekiil agirlikli polipeptidlerden olusmus depo proteinleridir ve miktarlar1 globulinlere gore
daha azdir [42]. Prolaminler alkol/su karisiminda (genelde % 60-70 (v/v) etanol veya % 50
propan-1-ol) ¢oziinen, glutamin ve prolin amino asitlerince zengin durumda olan depo
proteinleridirler [42]. Glutelinler ise disiilfit bagi ya da asidik ve bazik polipeptidlerin
hidrofobik etkilesimleri sayesinde biiyiik makromolekiiler kompleksler halinde bulunan depo
proteinleridir [114]. Her ne kadar tohum depo proteinleri icin Osborne siniflandirmasi kabul
gorse de son molekiiler ve biyokimyasal analizlere gore tohum depo proteinleri ii¢ grup altinda
incelenmekte (albuminler, globulinler, prolaminler) glutelinler ise ya globulin tipi ve ya
prolamin tipi proteinler olarak diisiiniilmektedirler [117].

Bu ¢aligmada tohum depo proteinlerinin (albumin, globulin (globulin A ve globulin B),
prolamin, glutelin) protein miktarlar1 belirlenmis ve daha sonra taksonlar arasindaki
benzerlikleri belirlemek amaciyla proteinlerin elektroforetik analizi yapilmistir. Elektroforetik
band profiline dayanarak Bio-Rad jel goriintiileme cihazinda Quantity 1-D programi yardimiyla
taksonlar arasindaki benzerlikler ortaya cikarilmistir. Tohum depo proteinlerinin miktarlarina
baktigimiz zaman miktar olarak en fazla globulinlerin oldugunu prolaminlerin ise ¢ok az
miktarda bulundugunu gormekteyiz. Ilgi cekici sonuclardan biri Lathyrus brachypterus var.
brachypterus’un albumin ve globulin A degerleridir. Soyle ki bu taksona ait diger protein
degerleri normal oranlarda iken albumin (0.891 pg/ml) ve globulin A (0.657 pg/ml) degerleri

oldukca diisiik ¢ikmis ve bu iki alt fraksiyonun protein Ornekleri jelde kosturulamamistir.
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Bilindigi gibi Lathyrus brachypterus var. brachypterus 2n: 28 sayida kromozoma sahip
poliploid bir taksondur. Poliploidi de aym tiiriin diploid bireylerine gore genetik diizenlemeler
meydana gelmekte ve bazi genler aktif halden inaktif hale gecmektedirler. Gen suskunlugu adi
verilen bu olay poliploid bireylerde siklikla goriilmektedir [135-137]. Muhtemelen Lathyrus
brachypterus var. brachypterus’un albumin ve globulin A degerlerinin diger taksonlara oranla
daha disiikk c¢ikmasinin nedeni de gen suskunlugudur. Genel olarak taksonlarin protein
miktarlarina baktigimiz zaman en az protein miktarina diigiik albumin ve globulin A
miktarlarindan dolay1 Lathyrus brachypterus var. brachypterus’un sahip oldugunu en yiiksek
protein miktarina ise Lathyrus tuberosus’un sahip oldugunu gormekteyiz. Yine protein alt
fraksiyonlarin1 tek tek inceledigimiz de albumin (3.370 ug/ml) miktarinin L. boissieri’de,
globulin A miktariin (8.269 ug/ml ) L. tauricola’da, globulin B miktarinin (7.678 pg/ml ) L.
roseus’ ta, prolamin miktarinin (0.632 pg/ml) L. aureus’ta ve glutelin miktarinin da (5.873

pg/ml) L. tuberosus’ta en yiiksek oldugunu gormekteyiz.
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Sekil 8.1. Orobus, Platystylis ve Pratensis seksiyonlarina ait bazi taksonlarin albumin orneklerine gore
olusturulan dendogram (*Taksonlarin yaninda parantez icerisinde verilen numaralar taksonlarin
Flora’daki sira numaralaridir.)

Yukanidaki sekilde Lathyrus genusunun 3 seksiyonuna ait [Orobus (L. aureus),

Platystylis ( L. nivalis, L. digitatus, L. spathulatus, L. boissieri) ve Pratensis (L. pratensis, L.
laxiflorus subsp. laxiflorus)] yedi tiirtin albumin Orneklerine gore olusturdugu dendogram
verilmistir. Dendograma baktigimiz zaman 2 ayri kiimenin meydana geldigini goérmekteyiz.

Birinci kiimede, L. nivalis, L. spathulatus, L. aureus, L. digitatus ve L. boissieri, ikinci kiimede
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ise L. pratensis ve L. laxiflorus subsp. laxiflorus yer almaktadir. Buna gore L. nivalis ve L.
spathulatus birbirine daha benzerlik gostermekte ve bunlara L. aureus benzemektedir. Ayni
sekilde L. digitatus ile L. boissieri ve L. pratensis ile de L. laxiflorus subsp. laxiflorus protein
bandi bakimindan birbirleriyle benzerlik gostermektedir.
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(24) L. laxiflorus

22)L. pratensis

(1) L. aureus

{21) L. boissieri

(15 L. digitatus

(18) L. spathulathus

(12) L. nivalis

Sekil 8.2. Orobus, Platystylis ve Pratensis seksiyonlarina ait bazi taksonlarin globulin A 6rneklerine gore
olusturulan dendogram

Ug farkli seksiyona ait yedi tiiriin globulin A’larmin band profillerine baktigimiz zaman
yine iki ayr1 kiimelenmenin olustugunu gormekteyiz. Albumin fraksiyonlarina benzer sekilde ilk
kiimede L. nivalis, L. spathulatus, L. digitatus ve L. boissieri yer almaktadir. Ancak albumin
fraksiyonlarina gore L. nivalis ve L. spathulatus’a benzerlik gosteren L. aureus’un globulin A
band profili bu iki tiirden kismen ayrilmakta ve dendogramdaki yeri de ilk kiimeye disaridan
baglanacak hale gelmektedir. ikinci kiimeyi ise Pratensis seksiyonunun iki elemani olan L.
pratensis ve L. laxiflorus subsp. laxiflorus olusturmaktadir. Ancak dikkat ceken bir 6zellik te bu
yedi tiirtin globulin A’larimin band profillerinin albuminlerine oranla daha benzer olmalar1 ve

dolayisiyla dendogramda birbirlerine daha yakin durumda bulunmalaridir.
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Sekil 8.3. Orobus, Platystylis ve Pratensis seksiyonlarina ait baz1 taksonlarin globulin B 6rneklerine gore
olusturulan dendogram

Sekil 8.3.’teki globulin B degerlerine gore olusan dendograma baktiimiz zaman
globulin B proteinlerine gore taksonlar arasindaki benzerliklerin albumin ve globulin A’ya gore
degistigini ve kilmelenmenin biraz daha farkli bir hal aldigin1 gérmekteyiz. Soyle ki olusan iki
farkli kiimenin elemanlar1 farklihk gostermektedirler. ilk kiimeyi L. brachypterus var.
brachypterus, L. digitatus, L. nivalis, L. boissieri olustururken L. spathulatus bu kiimeye en
distan dahil olmustur. Ikinci kiimeyi ise L. pratensis ve L. laxiflorus subsp. laxiflorus
olusturmaktadir. Bundan baska Orobus seksiyonunun calisilan tek tiyesi olan L. aureus ise bu
iki kiimenin disinda kalmaktadir. ilk kiimenin iiyelerine baktigimiz zaman L. brachypterus var.
brachypterus’un L. digitatus ile L. nivalis’in ise L. boissieri ile daha yakin band profiline sahip
oldugunu gormekteyiz. Yine Platystylis seksiyonunun elemani olan L. spathulatus ise kiime

icerisinde en az benzerlik tasiyan tiirdiir.
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Sekil 8.4. Orobus, Platystylis ve Pratensis seksiyonlarina ait bazi taksonlarin glutelin 6rneklerine gore
olusturulan dendogram

Aym taksonlarin glutelinlerine baktigimiz zaman ise L. brachypterus var. brachypterus,
L. nivalis, L. boissieri, L. digitatus ve L. spathulatus’un ilk kiimeyi olusturdugunu L. pratensis
ve L. laxiflorus subsp. laxiflorus’un ise ikinci kiimenin iiyeleri oldugunu gérmekteyiz. L. aureus
yine iki kiimeye dahil olmamakta dolayisiyla farkli band paterni sergilemektedir. Yine
dendograma bakacak olursak L. brachypterus var. brachypterus’un L. nivalis ile daha benzer
band profiline sahip oldugunu L. boissieri’nin de bu iki tiire daha yakin protein bandina sahip
oldugunu gormekteyiz. Benzer sekilde L. digitatus ile L. spathulatus’ta birbiriyle daha benzer
protein bandlarina sahiptirler.

Dort alt fraksiyon goz Oniine alinarak yapilan degerlendirmeye gore Platystylis ve
Pratensis seksiyonuna ait taksonlarin kendi aralarindaki kiimelenme sonuglarinin Flora’yla
uyumlu oldugunu gormekteyiz. Ancak Platystylis seksiyonunun taksonlarimin kendi iginde
farkli kiimelenmeler gosterdigini gormekteyiz. Soyle ki albumin ve globulin A band profillerine
gore L. nivalis ile L. spathulatus, L. digitatus ile de L. boissieri diger taksonlara oranla
birbirlerine daha benzerlik gostermektedirler. Ancak globulin B ve glutelin fraksiyonlarinda bu
benzerlik degismektedir. Flora’da L. digitatus’un L. cyaneus’a ¢ok benzer oldugu, L.
spathulatus ve L. tukhtensis’in dar yaprakli formlariyla da goriiniiste benzer oldugu
belirtilmektedir [3]. Ancak L. digitatus’un tohum depo proteinlerine baktigimiz zaman
glutelinlerinin L. spathulatus ile oldukca benzer oldugunu fakat diger alt fraksiyonlarin ise bu

tiirden farkli oldugu goriilmektedir. Globulin B proteinlerine gore olusturulan dendogramda L.
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spathulatus birinci kiimenin en disinda yer almasina ragmen yine de calisilan taksonlar arasinda
en yiiksek benzerligi L. digitatus ile gostermektedir (% 45.8). L. nivalis ise albumin ve globulin
A proteinleri acisindan L. spathulatus ile benzerlik gostermesine karsin globulin B profiline
gore L. boissieri ile glutelin proteinlerine gore de L. brachypterus var. brachypterus ile
benzerdir.

Pratensis seksiyonunun calisilan iki tiyesi olan L. pratensis ve L. laxiflorus subsp.
laxiflorus dort tohum depo proteinine gore de dendogramda birlikte yer almiglardir. Ancak bu
iki takson arasindaki en yiiksek benzerlik globulin A (% 68.5) 6rneklerinde goriiliirken en diisiik
benzerlik ise glutelin orneklerinde gozlenmistir (% 50.9). Sahin ve arkadaslar tarafindan 1998
yilinda yapilan calismada da L. pratensis ve L. laxiflorus subsp. laxiflorus’un kromozom
morfolojilerinin de birbirine benzer oldugu bulunmustur. L. pratensis’te ve L. laxiflorus subsp.
laxiflorus’ta 1 ve VII numarali kromozomlar median, II, III, IV, V ve VI numarali
kromozomlarin da submedian sentromerli oldugu bulunmustur [138]. Orobus seksiyonunun
calisilan tek tiyesi olan L. aureus ise globulin B ve glutelin 6rneklerine gore dendogramin en
disinda yer almis ve dolayisiyla diger taksonlarla diisiik bir benzerlik sergilemistir. L. aureus,
globulin B proteinine gore en yiiksek benzerligi L. brachypterus var. brachypterus (% 32.4) ile
gosterirken glutelin orneklerine gore ise % 44.8 ile L. nivalis ile gostermektedir. L. aureus’un
albumin o6rneklerini inceledigimizde dendogramda L. nivalis ve L. spathulatus’a komsu
oldugunu gormekteyiz. L. nivalis ile % 32.0 benzerlik gosterirken L. spathulatus ile de % 46.6
oraninda benzerlik gostermektedir. Yine aym tiiriin globulin A proteinine gore ise Platystylis
seksiyonunun ¢aligilan dort iiyesine komsu oldugunu gérmekteyiz ve % 26.9 oraniyla en ¢ok
L.nivalis ile benzerlik gosterdigini soyleyebiliriz. Dolayisiyla L. aureus’un tohum depo
proteinlerinin elektroforetik jel goriintiilerine gore calisilan taksonlar arasinda en ¢ok L. nivalis
ile benzerlik gosterdigi goriilmektedir. Poliploid bir birey olan L. brachypterus var.
brachypterus’un globulin B 6rneklerine gore L. digitatus (% 61.0) ile glutelin 6rneklerine gore
ise L. nivalis (% 54.9) ile daha benzer oldugunu gormekteyiz. Platystylis seksiyonunun bir diger
iiyesi L. boissieri ise albumin ve globulin A proteinlerine gore dendogramda L. digitatus ile
birlikte yer almakta iken globulin B 6rneklerine gore L. nivalis ile glutelin 6rneklerine gore de
L. nivalis ve L. brachypterus var. brachypterus ile birlikte yer almaktadir.

Emre, Turgut-Balik, Gen¢ ve Sahin’in 2006 yilinda Lathyrus L. cinsine ait bazi
taksonlarin total proteinleriyle ilgili yaptiklari ¢alismanin sonucuna gore de L. pratensis ve L.
laxiflorus subsp. laxiflorus dendogramda birlikte yer almislardir. Ayn1 calismada L. digitatus ile
L. spathulatus’un total band profillerinin birbirine benzer oldugu ve birlikte kiimelendikleri
belirtilmektedir. Ayni sekilde L. boissieri’nin de L. nivalis ile kiimelendigi gézlenmistir. Ayrica

L. aureus’un Platystylis seksiyonuna ait ¢aligilan taksonlara yakin bir band profili tagidig: ifade
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edilmektedir. Poliploid bir birey olan L. brachypterus var. brachypterus (2n:28) ise kiimenin en
disinda yer almistir [13].

Orobus, Platystylis ve Pratensis seksiyonlarina ait calisilan taksonlarin globulin B
ornekleri ile glutelin ornekleri karsilastirildiginda bu iki protein tiiriiniin kimi taksonlar i¢in
oldukca benzer oldugu gozlenmektedir. Soyle ki 6zellikle L. nivalis, L. digitatus, L. spathulatus,
L. pratensis ve L. laxiflorus subsp. laxiflorus’un globulin B ve glutelin 6rnekleri yiiksek oranda
benzerlik gostermektedir. Ayrica c¢alisilan taksonlarin globulin B ve glutelin proteinlerinin jel
goriintiilerine gore her iki protein tiirii icin de 38 kDa, 35 kDa, 32 kDa ve 28 kDa’luk band
profilleri basta olmak iizere bir¢cok benzer band paternleri vardir. Bu yiizden de son zamanlarda
ileri siiriilen tohum depo proteinlerinin albuminler, prolaminler ve globulinler seklinde ii¢ gruba

ayrilmasi glutelinlerin de globulinlere dahil edilmesi seklindeki yaklasim dogru olabilir.
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Sekil 8.5. Orobon, Lathyrus ve Orobastrum seksiyonlarina ait bazi tiirlerin albumin 6rneklerine gore
olusturulan dendogram

Orobon (L. roseus), Lathyrus (L. tuberosus, L. belinensis) ve Orobastrum (L. saxatilis,
L. vinealis, L. sphaericus, L. inconspicuus, L. tauricola ve L. setifolius) seksiyonlarina ait 9
taksonun albumin bandlarina baktigimiz zaman iki farkli kiimelenmenin olustugunu
gormekteyiz. ik kiimeyi L. vinealis, L. incospicuus, L. saxatilis, L. sphaericus, L. tauricola ve

L. setifolius olustururken ikinci kiimeyi ise L. roseus, L. tuberosus ve L. belinensis
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olusturmaktadir. L. vinealis ile L. inconspicuus’un L. tauricola ile de L. setifolius’un daha

benzer olduklarini gormekteyiz.
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Sekil 8.6. Orobon, Lathyrus ve Orobastrum seksiyonlarina ait bazi tiirlerin globulin A 6rneklerine gore
olusturulan dendogram

Globulin A proteinlerine gore ise ilk kiimeyi L. tauricola, L. setifolius, L. sphaericus, L.
saxatilis, L. inconspicuus, L. vinealis ikinci kiimeyi ise L. tuberosus, L. belinensis ve L. roseus
olusturmaktadir. L. tauricola ve L. setifolius’un tipki albumin fraksiyonunda oldugu gibi daha
yakin akrabalig1 s6z konusudur. Ayrica bu iki tiire L. sphaericus benzerlik gostermektedir. L.
saxatilis ile L. inconspicuus’un globulin A protein bandlar1 benzerlik gostermekte yine bu iki
tire en yakin band profiline sahip olan tiiriin L. virealis oldugunu gormekteyiz. Lathyrus
seksiyonunun iki tiirii olan L. tuberosus ve L. belinensis’in de ikinci kiimeyi olusturduklar1 L.

roseus’un da bu iki tiire akraba oldugunu gormekteyiz.
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Sekil 8.7. Orobon, Lathyrus ve Orobastrum seksiyonlarina ait bazi tiirlerin globulin B 6rneklerine gore
olusturulan dendogram

Bu tiirlere ait globulin B proteinlerine baktigimiz zaman L. vinealis, L. sphaericus, L.
saxatilis, L. inconspicuus, L. tauricola ve L. setifolius’un ilk kiimeyi olusturdugunu, L. roseus,
L. tuberosus ve L. belinensis’in de ikinci kiimenin elemanlar1 oldugunu gérmekteyiz. Ancak L.
roseus’un L. tuberosus’la benzerlik gosterdigini gérmekteyiz. Yine L. vinealis, L. sphaericus ile
benzerlik gostermekte ve bu iki tiire en yakin band profilini ise L. saxatilis tasimaktadir. Benzer
sekilde L. inconspicuus ile L. tauricola benzer protein bandlarina sahiplerken bu iki tiire en

yakin band profilini ise L. setifolius tasimaktadir.
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Sekil 8.8. Orobon, Lathyrus ve Orobastrum seksiyonlarina ait bazi tiirlerin glutelin orneklerine gore
olusturulan dendogram

Glutelin fraksiyonlarina baktifimiz zaman ise globulin B’ye benzer sonuglar
gormekteyiz. Ilk kiimede L. tauricola ise L. setifolius birbirlerine daha benzerlik gosterirken L.
inconspicuus ise bu iki tiirle birlikte kiimelenmektedir. Ayni sekilde L. saxatilis, L. sphaericus
ve L. vinealis benzer band profili gostermekte ancak L. saxatilis ile L. sphaericus, L. vinealis’e
gore daha yakin benzerlik gostermektedir. ikinci kiimede ise L. tuberosus ile L. belinensis
birlikte kiimelenmekte ve dendogramda L. roseus ise bu iki tiirle birlikte yer almaktadir.

Floraya bakildiginda Lathyrus seksiyonu ile Orobus seksiyonu arasinda bir yerde olan
ve ¢ok farkli bir tiir oldugu belirtilen L. roseus’un elektroforetik band profillerinin Lathyrus
seksiyonuna ait L. tuberosus ve L. belinensis’e benzer oldugunu gérmekteyiz [3]. Ancak Bagci
ve Sahin tarafindan 2004 yilinda yapilan ¢calismada ise L. roseus un yag asidi kompozisyonunun
Lathyrus seksiyonunun tiyesi olan L. tuberosus’unda dahil oldugu ¢alisilan diger tiirlerden farkli
oldugu bulunmustur [139]. Yine sistematik pozisyonu siipheli olan L. saxatilis’in band
profillerine baktifimiz zaman Orobastrum seksiyonunun {yeleri olan L. vinealis, L.
inconspicuus ve L. sphaericus’a daha yakin oldugu goriilse de Bagc1 ve Sahin (2004) yaptiklar
calismada L. saxatilis’in yag asidi kompozisyonunun calisilan Orobastrum seksiyonunun diger
tiyelerinden (L. vinealis, L. sphaericus, L. inconspicuus ve L. setifolius) farkli oldugunu
bulmuslardir [139]. Ayrica Sahin ve Altan (1990) tarafindan yapilan L. saxatilis, L. vinealis, L.
inconspicuus ve L. setifolius’un karyotip analizleri sonucunda da L. saxatilis’in diger ii¢ tiirden

farkli karyoloijk 6zellige sahip oldugu bulunmustur [5]. Kupicha (1983) ise L. saxatilis’i
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Orobastrum seksiyonundan ¢ikarip Viciopsis seksiyonu adi altinda monotipik bir seksiyona
dahil etmistir [4]. Ayrica Flora’da yaprak¢ik sayilari farkli olmasina ragmen yakin akraba
olduklar1 belirtilen L. sphaericus ile L. vinealis’in tohum depo proteini alt fraksiyonlarinin
elektroforez goriintiilerine baktigimiz zaman bu iki tiiriin globulin B proteinlerinin benzer
oldugunu ve dendogramda birlikte kiimelendiklerini yine glutelin 6rneklerinin de globulin B
kadar olmasa da benzer oldugunu gérmekteyiz. Ancak albumin ve globulin A proteinlerinde ise
farkliligin arttigini1 ve dendogramda bu yiizden farkli pozisyonlarda yer aldiklarini gérmekteyiz.
Yapilan ¢alismayla bu iki tiiriin oleik asit (C18:1 n-9) kompozisyonlar1 disinda diger yag asidi
kompozisyonlarinin da oldukca benzer oldugu belirtilmistir [139]. Orobastrum seksiyonunun
iki tiyesi olan L. tauricola ve L. setifolius ise globulin B ornekleri disinda diger ii¢ depo
proteinine gore siirekli dendogramda birlikte yer almislardir. Geng ve Sahin (2001) L. tauricola
ve L. setifolius’un karyotip analizlerini yapmis ve L. tauricola ile L. setifolius’un sadece III.
kromozomlarinda farklilik oldugunu bulmuslardir [140]. L. tauricola’mn III. kromozomu
median iken L. setifolius’un ayn1 kromozomu ise submedian olarak tespit edilmistir [140]. L.
inconspicuus 1ise albumin proteinlerine gore dendogramda L. vinealis ile globulin A
proteinlerine gore de dendogramda L. saxatilis ile daha cok benzerlik gOstermesine ragmen
globulin B ve glutelin 6rneklerine gore ise L. tauricola ve L. setifolius ile benzerlik
gostermektedir. Bager ve Sahin (2004) L. inconspicuus’un ozellikle doymus yag asidi ve tekli
doymamis yag asidi (oleik asit) kompozisyonunun Orobastrum seksiyonunun diger iiyelerinden
(L. saxatilis, L. vinealis, L. sphaericus, L. setifolius) farkli oldugunu bulmuslardir [139]. Aym
calismada L. setifolius’un yag asidi kompozisyonu bakimindan da kismen L. vinealis ile
benzerlik gosterdigi bulunmustur [139]. Ancak tohum depo proteinleri incelendiginde L.
setifoluis un L. vinealis ile diisiik oranda benzerlik gosterdigini gérmekteyiz.

Aynm1 zamanda L. belinensis, L. tauricola ve L. setifolius disindaki diger tiirlerin
globulin B ve glutelin band profilleri benzerlikler gostermektedirler. Ornegin ortalama 65
kDa’luk protein band1 globulin B ve glutelin proteinlerinin her ikisi i¢in de ¢alisilan taksonlarda
ayn1 yogunluktadir. Ayni sekilde globulin B ve glutelin proteinlerinin 53 kDa’luk protein band1
da calisilan taksonlarda benzer yogunluktadir. Ayni zamanda 45 kDa, 35 kDa ve 32 kDa’luk

protein bandlar1 icin de benzer durum s6z konusudur.

63



0 5 10 15 20 25

+
+
+
+
+
+

. roseus (
. saxatilis (
. tuberosus (
. tauricola (
. Sphaericus
. inconspicuus (
. pratensis (
. laxiflorus (24)
. boissieri (21)
. setifolius (37)
(30a
(

. belinensis

. vinealis

aureus (

. digitatus (1

. spathulatus (18
nivalis (12)

. brachypterus (9)

~-~~r~r~~r~rH~rH~rH~rHrH~rH~nrH~nrH~rH~r-
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icerisinde verilen numaralar taksonlarin Flora’daki sira numaralaridir.)

Sekil 8.9’da ise tezdeki toplam on yedi taksona ait depo proteini alt fraksiyonlarinin Rf
degerleri kullanilarak SPSS 12.0 for Windows programi yardimiyla olusturulan dendogram
verilmistir. Dendograma bakildigi zaman ii¢ ayr1 kiimenin olustugunu goérmekteyiz. Birinci
kiimede L. roseus, L. saxatilis, L. tuberosus, L. tauricola, L. sphaericus, L. inconspicuus, L.
pratensis, L. laxiflorus subsp. laxiflorus, L. boissieri, L. setifolius’un oldugunu gormekteyiz.
ikinci kiimede ise L. belinensis, L. vinealis ve L. aureus yer almaktadir. L. digitatus, L.
spathulatus, L. nivalis ise Uglincii kiimeyi olusturmaktadir. Poliploid bir takson olan L.
brachypterus var. brachypterus ise bu ii¢ kilmenin diginda kalmaktadir.

Ik kiimede L. tuberosus ve L. tauricola’mn, L. sphaericus ile L. inconspicuus’un
birbirine daha yakin oldugunu goérmekteyiz. Sistematik pozisyonu siipheli olarak tanimlanan L.
saxatilis ile cok farkl bir tiir olarak ifade edilen ve Lathyrus seksiyonu ile Orobus seksiyonu
arasinda bir yerde bulunan L. roseus ise yine ilk kiimede birlikte yer almislardir [3]. Tlk kiimede
yer alan ve Pratensis seksiyonunun iiyeleri olan L. pratensis ile L. laxiflorus subsp. laxiflorus
oldukca fazla benzerlik sergilemisler ve ayrica bu iki taksona L. boissieri ve L. setifolius
benzerlik gostermislerdir. Ikinci kiimenin elemanlarindan L. belinensis ile L. vinealis
dendogramda birlikte yer almislar ve bunlarla birlikte L. aureus kiimelenmistir. Platystylis
seksiyonuna ait tiirler olan L. digitatus, L. spathulatus ve L. nivalis ise birlikte kiimelenerek
iictincii kiimeyi olusturmuslardir. Ancak L. digitatus ile L. spathulatus daha cok benzerlik

gostermektedirler.



Sonug olarak, bu doktora tezi birkez daha SDS-PAGE tekniginin 6zellikle morfolojik
sistematige katkida bulunan ve molekiiler taksonomide faydalanilmasi gerekilen tekniklerden
biri oldugunu gostermistir. Ayrica poliploid bir takson olan L. brachypterus var.
brachypterus’un (2n:28) cok diigiik ¢ikan albumin ve globulin A degerleri litaratiirlerde sikca
arastirmasi yapilan gen suskunluguna iyi bir 6rnek teskil etmektedir. Bundan bagka, glutelin
proteinlerinin elektroforetik band profillerinin globulin B proteinlerinin band profilleriyle
benzerligi de tezimizde goze carpan sonuglardan biridir. Boylelikle bu sonug, literatiirlerde son
zamanlarda dile getirilen ve klasik Osborne siniflandirmasina alternatif olan glutelinlerin
globulin proteinlerine dahil edilmesine ve depo poretinlerinin albuminler, globulinler ve
prolaminler seklinde siniflandirilmasi fikrine destek saglamaktadir. Ancak bundan sonra ise
SDS-PAGE’e ilaveten Western Blot teknigiyle ilgili ¢alismalar, izozimlerin elektroforeziyle
ilgili caligmalar, ya da RAPD (Rasgele Cogaltilmis Polimorfik DNA; Random Amplified
Polymorphic DNA), RFLP (Kesilmis Fragmentlerin Uzunlugundaki Polimorfizm; Restriction
Fragment Length Polymorphism) gibi calismalarin yapilmasi sistematik problemlerin
coziilmesine biiyiik katki saglayacaktir. Ayn1 zamanda elde edilen SDS-PAGE jellerindeki tiim
tiirlerde bulunan ortak protein bandlarinin amino asit dizilerinin tayini yapilarak uygulamalar

daha da ileriye gotiiriilebilinir.

65



KAYNAKLAR

10.

11.

12.

Geng, H., 1997, Bati Akdeniz ve giiney Ege bolgesinde yetisen baz1 Lathyrus L. tiirleri
iizerinde sitotaksonomik arastirmalar, Doktora tezi Firat Universitesi Fen Bilimleri
Enstituisii, 93s.

El-Shanshoury, A.R., 1997, The use of seed proteins revealed by SDS PAGE in taxonomy
and phylogeny of some Lathyrus species, Biologia Plantarum, 39, 4, 553-559.

Davis, P.H., 1970, Lathyrus L. Flora of Turkey and East Aegean Islands, Vol.3., Edinburgh
University Press, Edinburgh.

Kupicha, F.K., 1983, The infrageneric strucuture of Lathyrus. Notes RBG Edinburg, 41, 29,
209-244.

Sahin, A., Altan, Y., 1990, Tiirkiye’nin baz1 Lathyrus L. tiirleri [ L.saxatilis (Vent.) Vis., L.
vinealis Boiss&Noe, L. inconspicuus L., L. setifolius L.] tizerinde sitotaksonomik
arastirmalar, Doga J. of Botany, 15, 50-56.

Ayaz, F.A., Inceer, H. and Hayirlioglu-Ayaz, S., 1999, An electrophoretic analysis of the
seed proteins of some Vicia L. species from northeast Anatolia (Turkey), Pakistan Journal
of Biological Sciences, 2, 4, 1139-1142.

Kamel, E.A., Hassan, H.Z. and Ahmed, S.M., 2003, Electrophoretic characterization and
the relationship between some Egyptian Cruferae, Online Journal of Biological Sciences, 3,
9, 834-842.

Acik, L., Ekici, M., Celebi, M., 2004, Taxonomic relationships in Astragalus sections
Hololeuce and Synochreati (Fabaceae): evidence from RAPD-PCR and SDS-PAGE of seed
proteins, Ann. Bot. Fennici, 41, 305-317.

Jha, S.S, Ohri, D., 2002, Comparative study of seed protein profiles in the genus Pisum,
Biologia Plantarum, 45, 4, 529-532.

Przybylska, J., Przybylska, Z.Z., 1993, Electrophoretic seed albumin patterns in the
cultivated Phaseolus species: albumin variants with trypsin inhibitory activity, Genetica
Polonica, 34, 1, 15-25.

Przybylska, J., Przybylska, Z.Z., Krajewski, P., 1999, Diversity of seed albumins in some
Lathyrus species related to L. sativus:An electrophoretic study, Genetic Resources and Crop
Evolution, 46, 3, 261-266.

Przybylska, J., Przybylska, Z.Z., Krajewski, P., 2000, Diversity of seed globulins in
Lathyrus sativus L. and some related species, Genetic Resources and Crop Evolution, 47, 3,

239-246.

66



13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.
20.

21.

22.

23.

24.
25.

26.

217.

Emre, I., Turgut-Balik, D., Geng, H. and Sahin, A., 2006, The use of seed proteins revealed
by SDS-PAGE in taxonomy of some Lathyrus L. species grown in Turkey, Pakistan Journal
of Biological Sciences, 9, 12, 2358-2361.

Aiken, S.G., Gardiner, S.E., Bassett, H.C.M., Wilson, B.L., Consaul, L.L., 1998,
Implications from SDS-PAGE analyses of seed proteins in the classification of taxa of
Festuca and Lolium (Poaceae), Biochemical Systematics and Ecology, 26, 511-533.

Sales, M.P., Gerhard, L.R., Grossi-de-Sa, M.F. and Xavier-Filho, J., 2000, Do legume
storage proteins play a role in defending seeds against bruchids, Plant Physiology, 124, 515-
522.

Rosa, M.J.S., Ferreira, R.B. and Teixeira, A.R., 2000, Storage proteins from Lathyrus
sativus seeds, J. Agric. Food Chem, 48, 5432-5439.

Duenas, M., Hernandez, T., Estrella, 1., 2006, Assesment of in vitro antioxidant capacity of
the seed coat and the cotyledon of legumes in relation to their phenolic contents, Food
Chemistry, 98, 95-103.

Mandal, S. and Mandal, R.K., 2000, Seed storage proteins and approaches for improvement
of their nutritional quality by genetic engineering, Current Science, 79, 5, 576-586.
Cronquist, A., 1968, The evolution and classification of flowering plants, London.

Lewis, G., Schrire, B., Mackinder, B., Lock, M., 2005, Legumes of the World, Royal
Botanic Gardens, Kew, UK.

Summerfield, R.J. and Roberts, E.H., 1985, Grain legume crops, Collins Pub., London, UK.
Alkin, R., Goyder, D.J., Bisby, F.A., White, R.J., 1986, Names and Synonyms Species and
subspecies in the Vicieae, Issue 3 Database Project, Experimental Taxonomic Information
Products, Publication No 7., University of Southhampton, Southhampton.

Ertekin, S.A, Saya, O., 1990, A new record for the Flora of Turkey, Turk. J. Bot., 15, 1 ,75-
77.

Ertekin, S.A., 1994, A new record for the Flora of Turkey, Turk. J.Bot., 18, 1, 33-34.
Davis, P.H., Mill, R.R, Kit, T., 1988, Flora of Turkey and East Aegean Islands, Vol.10,
Edinburgh University Press, Edinburgh.

Maxted, N., Goyder, D.J., 1988, A new species of Lathyrus Sect. Lathyrus (Leguminosae,
Papilionodeae) from Turkey, Kew Bulletin, 43, 4, 711-714.

Giiner, F., Ozhatay, N., 2000, Lathyrus L. in Giiner A, Ozhatay N, Ekim, T, Baser KHC.
eds. Flora of Turkey and the East Aegean Islands, Vol. 11., Edinburgh University, Press,
Edinburgh.

67



28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.
38.

39.
40.

41.

42.

Gepts, P., Beavis, W.D., Brummer, E.C., Shoemaker, R.C., Stalker, H.T., Weeden, N.F. and
Young, N.D., 2005, Legumes as a model plant family, Genomics for food and feed report of
the cross-legume advances through genomics conference, Plant Physiology, 137, 1228-
1235.

Duranti, M., 2006, Grain legume proteins and nutraceutical properties, Fitoterapia, 77, 67-
82.

Rego, E.J.L., de Carvalho, D.D., Marangino, S., de Oliveira, B., Novello, J.C., 2002,
Lectins from seeds of Crotalaria pallida (smooth rattlebox), Phytochemistry, 60, 441-446.
Bardocz, S., Grant, G., Brown, D.S., Duguid, T.J., Pusztai, A. and Pryme, LF., 1995, Effect
of PHA on intestinal cell proliferation and tumor growth: role of polyammines, Abstracts of
the 16th International Lectin Meeting, p.49.

Valentiner, U., Fabian, S., Schumacher, U., Leathem, A.J., 2003, The influence of dietary
lectins on the cell proliferation of human breast cancer cell lines in vitro, Anticancer Res.,
23, 2B, 1197-206.

Hanbury, C.D., White, C.L., Mullan, B.P., Siddique, K.H.M., 2000, A review of the
potential of Lathyrus sativus L. and L. cicera L. grain for use as animal feed, Animal Feed
Science and Technology, 87, 1-27.

Goldberg, R.B., Barker, S.J., and Grald, P., 1989, Regulation of gene expression during
plant embryogenesis, Cell, 56, 149-160.

Barrat, D.H.P., Whitford, P.N., Cook, S.K., Butcher, G. and Wang, T.L. 1989, An analysis
of seed development in Pisum sativum L. VIII. Does absisic acid prevent precocious
germination and control storage protein synthesis? J.Exp.Bot., 40, 1009-1014.

Dasgupta, S. and Mandal, R.K., 1993, Compositional changes and storage protein synthesis
in developing seeds of Brassica campestris, Seed Sci. Technol., 21, 291-299.

Millerd, A., 1975, Annu. Rev. Plant Phsiol., 26, 56-72.

Fukushima, D., 1991, Recent progress of soybean protein foods: chemistry, technology, and
nutrition, Food Rev. Int., 7, 3, 323-351.

Osborne, T.B., 1924, The vegetable proteins. Longmans Green, London.

Derbyshire, E., Wright, D.J., Boulter, D., 1976, Legumin and vicilin, storage proteins of
legume seeds, Phytochemistry, 15, 3-24.

Higgins, T.J.V., 1984, Synthesis and regulation of major proteins in seeds, Annu. Rev. Plant
Physiol., Annu. Rev. Plant Physiol., 35, 191-221.

Shewry, P.R., Napier, J.A. and Tatham, A.S., 1995a, Seed storage proteins: structures and
biosynthesis, The Plant Cell, 7, 945-956.

68



43.

44,

45.
46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

Yunes, A.N. A, Andrade, M.T., Sales, M.P., Morais, R.A., Fernandes, K.V.S., Gomes, V.M.
and Xavier-Filbo, J., 1998, Legume seed vicilins (7S storage proteins) interfere with the
development of the cowpea weevil (Callosobruchus maculatus (F)), J. Sci Food Agric, 76,
111-116.

Octavia, P.L., 1999, Molecular biotechnology for plant food production. Technomic
Publishing Company, Inc. Lancaster; Pennsylvania, USA, 416-417.

Lindsey, K., 1998, Transgenic Plant Research. OPA

Herman, E.M. and Larkins B.A., 1999, Protein bodies and vacuoles, The Plant Cell, 11,
601-613.

Herman, E.M., 1994, Multiple origins of intravacuolar protein accumulation of plant cells,
Adyv. Struct. Bot., 3, 244-283.

Shewry, P.R., 1995b, Plant storage proteins, Biol. Rev., 70, 375-426.

Muench, D.G., Okita, T.W, 1997, The storage proteins of rice and oat.In: Larkins, B.A.,
Vasill, K (eds), Cellular and Molecular Biology of Plant Seed Development, Kluwer
Academic Publishers, Dordrecht, Netherlands.

Nielsen, N.C., Bassiiner, R., Beaman, T., 1997, The biochemistry and cell biology of
embryo storage proteins. In: Larkins B.A., Vasill, LK. (eds.), Cellular and Molecular
Biology of Plant Seed Development, Kluwer Academic Publishers, Dordrecht, Netherlands.
Galili, G., 1997, The prolamin storage proteins of wheat and its relatives. In: Larkins B.A.,
Vasill, LK. (eds.), Cellular and Molecular Biology of Plant Seed Development, Kluwer
Academic Publishers, Dordrecht, Netherlands.

Miintz, K., 1998, Deposition of storage proteins, Plant Molecular Biology, 38, 77-99.
Hara-Nishimura, 1., Nishimura, M. and Akazawa, T., 1985, Biosynthesis and intracellular
transport of 11S globulin in developing pumpkin cotyledons, Plant Physiol., 77, 747-752.
Larkins, B.A. and Hurkman, W.J., 1978, Synthesis and deposition of zein in protein bodies
of maize endosperm, Plant Physiolo, 62, 256-263.

Li, X., Franceschi, V., and Okita, T.W., 1993a, Segregation of storage protein mRNAs on
the rough endoplazmic reticulum membranes of rice endosperm cells, Cell, 72, 869-879.

Li, X., Wu, Y., Zhang, D.Z., Gillikin, J.W., Boston, R.S., Franceschi, V.R. and Okita, T.W.,
1993b, Rice prolamin protein protein body biogenesis: A BIP-mediated process, Science,
262, 1054-1056.

Rubin, R., Levanony, H., and Galili, G., 1992, Characterization of two types of protein
bodies in developing wheat endosperm, Plant Physiol., 99, 718-724.

69



58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

Rechinger, K.B., Simpson, D.J., Svendsen, I., and Cameron-Mills, V., 1993, A role for y3
hordein in the transport and targetinng of prolamin polypeptides to the vacuole of
developing barley endosperm, Plant J., 4, 841-853.

Von Heijn, G., 1984, How signal sequences maintain cleavage specificty, J. Mol. Biol., 173,
243-251.

Bowles, D.J., Pappin, D.J., 1988, Traffic and assembly of concanavalin, Trends Biochem.
Sci, 13, 60-64.

Sonnewald, U., Strum, A., Chrispeels, M.J., Willmitzer, L., 1989, Targeting and
glycosylation of patatin in the major patato tuber protein in leaves of transgenic tobacco,
Planta, 179, 174-180.

Sonnewald, U., Schaewen, A., Willmitzer, L., 1990, Expression of mutant patatin protein in
transgenic tobacco plants: role of glycans and intracellular location, Plant Cell, 2, 345-355.
Ballini, R., Vitale, A. and Chrispeels, M.J., 1983, In vivo and in vitro processing of seed
reserve protein in the endoplasmic reticulum: Evidence for two glycosylation steps, J. Cell
Biol. 96, 999-1007.

Faye, L., Johnson, K.D., Sturm, A. and Chrispeels, M.J., 1989, Structural biosynthesis and
function of asparagine-linked glycans on plant proteins, Phsiol. Plant, 75, 309-314.
Chrispeels, M.J., 1991, Sorting of proteins in the secretory system, Annu. Rev. Plant
Phsiol., 42, 21-53.

Duranti, M., Guerrieri, N., Takashi, T., Cerletti, P., 1988, The legumin-like storage protein
of Lupinus albus seeds, Phytochemistry, 27, 15-23.

Duranti, M., Horstman, C., Gilray, J., Cray, R.R.D., 1995, The molecular basis of N-
glycasylation in the 11S globulin (legumin) of lupin seeds, J. Protein Chem, 14, 107-110.
Sturm, A., 1995, N-glycosylation of plant proteins. in Montreuil J., Schacter, H.,
Vliegenthart, JFG(eds). Glycoproteins. Compherensive Biochemistry 294, 521-541.
Elsevier, Amsterdam.

Lupattelli, F., Pedrazzinin, E., Bollinin, R., Vitale, A., 1997, The rate of phaseolin assembly
is controlled by the glucosylation state of its-linked oligosaccharide chains, Plant Cell, 9,
597-609.

Shewry, P.R., Tahtam, A.S., 1990, The prolamin storage proteins of cereal seeds: structure
and evolution, Biochem. J., 267, 1-12.

Coleman, C.E., Dannenhoffer, J.M., Larkins, B.A., 1997, The prolamin proteins of maize,
sorghum and Coix. In:Larkins, B.A., Vasill, K. (eds), Cellular and Molecular Biology of
Plant Seed Development, Kluwer Academic Publishers, Dardrecht, Netherlands.

70



72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

Zhang, F., Boston, R.S:, 1992, Increases in binding protein (BIP) accompany changes in
protein body morphology in three high-lysine mutants of maize, Protoplasma, 171, 142-152.
Chrispeels, M.J., Higgins, T.J.V., Craig, S. and Spencer, D., 1982a, Role of the
endoplazmic reticulum in the synthesis of reserve proteins and the kinetics of their transport
to protein bodies in developing pea cotyledons, J.Cell Biol., 93, 5-14.

Chrispeels, M.J., Higgins, T.J.V.and Spencer, D., 1982b, Assembly of storage protein
oligomers in the endoplazmic reticulum and processing of the polypeptides in the protein
bodies of developing pea cotyledons, J. Cell Biol., 93, 306-313.

Ceriotti, A., Pedrazzini, E., Bielli, A., Giovinazzo, G., Bollini, R. and Vitale, A., 1995,
Assembly and intracellular transport of phaseolin, the major storage protein of Phaseolis
vulgaris L., J. Plant Physiol., 145, 648-653.

Barton, K.A., Thompson, J.F., Madison, J.T., Rosanthal, R., Jarvis, N.P., Beachy, R.N.,
1982, The biosynthesis and processing of high molecular weight precursors of soybean
glycinin subunits, J. Biol. Chem., 257, 6089-6095.

Pedrazzoni, E., Giovinazzo, G., Bielli, A., Virgilio, M., Frigerio, L., Pesca, M., Faoro, F.,
Ballini, R., Ceriatti, A., Vitale, A., 1997, Protein quality control along the route to the plant
vacuole, Plant Cell, 9, 1869-1880.

Gatehouse, J.A, Lycett, G.W., Croy, R.R.D., Boulter, D., 1982, The post-translational
proteolysis of the subunits of vicilin from pea (Pisum sativum L.), Biochem J., 207, 629-
632.

Gatehouse, J.A, Lycett, G.W., Delauney, A.J., Croy, R.R.D., Boulter, D., 1983, Sequence
specificity of the post-translational proteolytic cleavage of vicilin, a seed storage protein of
pea (Pisum sativum L.) , Biochem J., 212, 427-432.

Chrispeels, M. and Herman, E.M., 2000, Endoplasmic reticulum-derived compartments
function in storage and as mediators of vacuolar remodeling via a new type of organelle,
precursor protease vesicles, Plant Physiology, 123, 1227-1233.

Okamoto, T., Minamikawa, T., 1998, A vacuolar cystein endopeptidase (SH-EP) that
digests seed storage globulin: characterization, regulation of gene expression and post-
translational processing, J. Plant Physiol., 152, 675-682.

Toyooka, K., Okamoto, T., Minamikawa, T., 2000, Mass transport of proform of a KDEL-
tailed cysteine proteinase (SH-EP) to protein storage vacuoles by ER-derived vesicle is
involved in protein mobilization in germinating seeds, J. Cell Biol, 148, 3, 453-464.
Schmid, M., Simpson, D., Kalousek, F, Gietl, C., 1998, A cysteine endopeptidase with a C-
terminal KDEL motif isolated from castor bean endosperm is marker enzyme for the

ricinosome, a putative lytic compartment, Planta, 206, 466-475.

71



84.

85.

86.

87.
88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

Holwerda, BC., Galvin, N.J., Baranski, .T.J., Rogers, J.C., 1990, In vitro processing of
aleurain, a barley vacuolar thiol protease, Plant Cell, 2, 1091-1106.

Clercq, AD., Vandewiele, M., Damme, J.V., Guerche, P., Montago, M.V., Vandekerckhove,
J. and Krebbers, E., 1990, Stable accumulation of modified 2S albumin seed storage
proteins with higher methionine contents in transgenic plants, Plant Physiol, 94, 970-979.
Teuber, S.S., Dandekar, A.M., Peterson, W.R., Sellers, C.L., 1998, Cloning and sequencing
of a gene encoding a 2S albumin seed storage protein precursor from English walnut
(Juglans regia), a major food allergen, J Allergy Clin Immunol., 807-808.

Hudson, B.J.F., 1994, New and developing sources of food proteins. Chapman&Hall, UK
Krebbers, E., Herdeis, L., Clerco, A. D., Seurinck, J., Leemans, J., Damme, J.V., Segura,
M., Gheysen, G., Van Montagu, M., Vandekerckhove, J., 1988, Determination of the
processing sites of an Arabidopsis 2S albumin and characterization of the complete gene
family, Plant Physiol., 87,4, 859-866.

Larkins, B.A. and Vasil, LK., 1997, Cellular and molecular biology of plant seed
development, Kluwer Academic Publishers.

Regente, M. and Canal, L.D., 2001, Are storage albumins also defensive proteins?
Physiological and Molecular Plant Pathology, 59, 275-276.

Osborne, T.B., Campbell, G.F., 1898, Proteins of the pea, J. Am. Chem. Soc., 20, 348-362.
Danielson, C.E., 1949, Seed globulins of the Gramineae and Leguminosae. Biochem. J., 44,
387-400.

Ribeiro, A.C., Teixeira, A.R. and Ferreira, R.B., 2004, Characterization of globulins from
common vetch (Vicia sativa L.), Journal of Agricultural and Food Chemistry, 52, 4913-
4920.

Stoger, E., Parker, M., Christou, P. and Casey, R., 2001, Pea legumin overexpressed in
wheat endosperm assembles into an ordered paracrystalline matrix, Plant Physiology, 125,
1732-1742.

Baumlein, H., Wobus, U., Pusteli, J. and Kafatos, C.F., 1986, The legumin gene family:
strucuture of a B type gene of Vicia faba and a possible legumin gene spesific regulatory
element, Nucleic Acids Research, 14, 6, 2707-2708.

Duranti, M., Gius, C., 1997, Legume seed protein content and nutritional value, Field Crop
Research, 53, 31-45.

Blobel, G. and Dobberstein, B., 1975, Transfer of protein accross membrane. Part 1:
presence of proteolytically processed and unprocessed nascent immunoglobulin light chains

on membranes bound ribosomes of murine myeloma, J. Cell Biol., 67, 835-851.

72



98. Miintz, K., Bassiiner, R., Lichtenfeld, C., Scholz, G. and Weber, E., 1985, Proteolytic
cleavage of storage proteins during embryogenesis and germination of seeds, Physiol. Veg.,
23, 75-94.

99. Gatehouse, J.A., Croy, R.R.D. and Boulter, D., 1984, The synthesis and structure of pea
storage proteins, CRC Crit. Rev. Plant Sci., 1, 287-314.

100. Miintz, K., 1989, Intracellular protein sorting and the formation protein reserves in
storage tissue cells of plant seeds, Physiol. Veg., 23, 75-84.

101.  Nielsen, N.C., Dickinson, C.D., Cho, T.J., Thanh, V.H., Scallon, B.J., Fisher, R.L.,
Sims, T.L., Drews, G.N., Goldberg, R.B., 1989, Characterization of the glycinin gene
family in soybean, Plant Cell, 1, 313-328.

102.  Duranti, M., Guerrieri, N., Cerletti, P. and Vecchio, 1992, The legumin precursor from
white lupin seed, Eur. J. Biochem., 206, 941-947.

103.  Breiteneder, H. and Radauer, C., 2004, A classification of plant food allergens, J.
Allergy Clin Immunol., 113, 5, 821-825.

104.  Sathe, S.K., 2002, Dry bean protein functionally, Critical Reviews in Biotechnology,
22,2, 175-223.

105.  Thanh, V.H and Shibasaki, K., 1979, Major proteins of soybean seeds. Reversible and
irreversible dissociation of B-conglycinin, J. Agric. Food Chem., 27, 805-811.

106. Miintz, K., Jung, R. and Saalbach, G., 1993, Synthesis, processing and targeting of
legume seed proteins. In seed storage compounds: biosynthesis, interactions, and
manipulation, P.R. Shewry and A.K. Stobart, eds., Oxford, Oxford University Pres, 128-
146.

107. Lawrence, M.C., Izard, T., Beuchat, M., Blagrova, RJ. and Colman, P.M., 1994,
Structure of phaseolin at 2.2 A resolution. Implications for a common vicilin/legumin
structure and the genetic engineering of seed storage proteins, J. Mol Biol., 238, 748-776.

108.  Gibbs, E.M.P., Strongin, K.B. and McPherson, A., 1989, Evolution of legume seed
storage proteins-A domain common to legumins and vicilins is duplicated in vicilins, Mol.
Biol. Evol., 6, 6, 614-623.

109.  Slightom, J.L., Sun, S.M. and Hall, T.C., 1983, Complete nucleotide sequence of a
French bean storage protein gene: phaseolin, Proc. Natl. Acad. Sci, USA, 80, 1897-1901.
110.  Harada, J.J., Barker, S.J., and Goldberg, R.B., 1989, Soybean B-conglycinin genes are

clustured in several DNA regions and are regulated by transcriptional and

posttranscriptional processes, Plant Cell, 1, 415-425.

73



111.  Mullins, I. M., 1999, Evolutionary relationship in Oryza inferrred from the gene that
encodes the 10 kDa prolamin (seed storage proteins) polypeptide, Maters’s thesis, Faculty
of Virginia Polytechnic Institute and State University.

112.  Shewry, P.R. and Halford, N.G., 2002, Cereal seed storage proteins: sturctures,
properties and role in grain utilization, Journal of Experimental Botany, 53, 370, 947-958.
113.  Shewry, P.R., and Halford, N.G, The prolamin storage proteins of Sorghum and

Millets.[http://www.afripro.org.uk/papers/Paper03Shewry.pdf#search=%22the %20prolamin
920storage%20proteins%200f%20sorghum%20and %20millets%22; (28.09.2006)]
114. Katsube, T., Kurisaka, N., Ogawa, M., Maruyama, N., Ohtsuka, R., Utsumi, C.,

Takalwa, F., 1999, Accumulation of soybean glycinin and its assembly with the glutelins in
rice, Plant Physiology, 120, 1063-1073.

115.  Zhao, W-M., Gatehouse, J.A., Boulter, D., 1983, The purification and partial amino acid
sequence of a polypeptide from the glutelin fraction of rice grains; homology to pea
legumin, FEBS, 162, 1, 96-102.

116.  Takaiwa, F., Kikuchi, S., Oono, K., 1986, The structure of rice storage protein glutelin
precursor deduced from cDNA, FEBS (4040), 206, 1, 33-35.

117.  Vagz, A.C., Pinheiro, C., Martins, J.M.N., Ricardo, C.P.P., 2004, Cultivar discrimination
of Portuguese Lupinus albus by seed protein electrophoresis: the importance of considering
“glutelins” and glycoproteins, Field Crops Research, 87, 23-34.

118.  Takaiwa, F., Ebunima, H., Kikuchi, S. And Oono, K., 1987, Nucleotide sequence of a
rice glutelin gene, FEBS, 221,1, 43-47.

119.  Okita, T.W., Hwang, Y.S., Hnilo, J., Kim, W.T., Aryan, A.P., Larson, R., Krishnan,
H.B., 1989, Structure and expression of the rice glutelin multigene family, The Journal of
Biochemical Chemistry, 264, 21, 12573-12580.

120.  Reeves, C.D. and Okita, T.W., 1987, Gene, 52, 257-266.

121.  Shotwell, M.A. and Larkins, B., 1989, The Biochemistry of Plants: A comprehensive
treatise (Marcus, A. eds.), 15, 296-345.

122. Kim, W.T. and Okita, T.W., 1988, Plant Physiol., 88, 649-655.

123. Campbell, M.K. and Farrell, S.O., 2003, Biochemistry. Fourth edition, Thomson
learning, Inc., USA.

124.  Ertan, H. and Arda, N., 1999, Proteinlerin izolasyonu ve saflastirilmasi. (Editorler:
Prof. Dr. Giiler Temizkan, Yard. Dog. Dr. Nazli Arda). Boliim 7, 153-172.

125.  Aslan, A., 2004, Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi ile proteinlerin

analizi, Yiiksek Lisans Semineri, F.U. Fen Bilimleri Enstitiisii.

74



126. http://www.bio.mtu.edu/campbell/bl482/lectures/lec4/4821ec4.pdf#search=%22B1.483%2
0 BASIC%20BIOCHEMICAIL%20TECHNIQUES %22 (28.09.2006).

127. Karp, G., 1996, Cell and molecular biology. (concepts and experiments),
JohnWiley&Sons.Inc., NewYork.

128. Berg, J.M., Tymoczka, J.L., Stryer, L., Clarke, N.D., 2002, Biochemistry, Fifth edition,
W.H.Freeman and Company, New York.

129. Laemmli, U.K., 1970, Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of
bacteriophage T4, Nature 227, 680-685.

130. Przybylska, J., Blixt, S., Hurich, J. and Zimniak-Przybylska, Z., 1977, Comparative study
of seed proteins in the genus Pisum I. Electrophoretic patterns of different protein fractions,
Genetica Polonica, 18, 1, 27-38.

131. Cai, R., Klamczynska, B. and Baik, B.-K., 2001, Preparation of bean curds from protein
fractions of six legumes, J. Agric. Food Chem., 49, 3068-3073.

132. Monsoor, M.A. & Yusuf, HK.M., 2002, In vitro protein digestibility of lathyrus pea
(Lathyrus sativus), lentil (Lens culinaris) and chick pea (Cicer arietinum), International
Journal of Food Science and Technology, 37, 97-99.

133. Freitas, R.L., Ferreira, R.B. and Teixeira, A.R., 2000, Use of a single method in the
extraction of the seed storage globulins from several legume species. Application to analyse
structural comprasions within the major classes of globulins, Int. J. Food Sci Nutr., 51, 5,
341-352.

134. Freitas, R. L., Teixeira, A.R. and Ferreira, R.B., 2004, Characterization of the proteins
from Vigna ungiculata seeds, J. Agric. Food Chem., 52, 1682-1687.

135. Lawton-Rouh, A., 2003, Evolutionary dynamics of duplicated genes in plants, Molecular
Phylogenetics and Evolution, 29, 396-409.

136. Adams, K.L., Wendel, J.F., 2004, Exploring the genomic mysteries of polyploidy in
cotton, Biological Journal of the Linnean Society, 82, 573-581.

137. Wang, J., Tian, L., Lee, H.-S, Wei, N.E., Jiang, H., Watson, B., Madlung, A., Osborn,
T.C., Doerge, R.-W., Comai, L. and Chen, Z.J., 2006, Genomewide nonadditive gene
regulation in Arabidopsis allotetraploids, Genetics, 172, 507-517.

138. Sahin, A., Geng, H. and Bagci, E., 1998, Cytotaxonomic investigation on some Lathyrus
L. species growing in West Meiterranean and Southern Aegean Regions I, Acta Botanica

Hungarica, 41, 1-4, 229-241.

75



139. Bagci, E. and Sahin, A., 2004, Fatty acid patterns of the seed oils of some Lathyrus
species L. (Papilionideae) from Turkey, a chemotaxonomic approach, Pak. J. Bot., 36 (2),
403-412.

140. Geng, H., Sahin, A., 2001, Bat1 Akdeniz ve Giiney Ege bolgesinde yetisen bazi Lathyrus

L. tiirleri {izerinde sitotaksonomik arastirmalar III, S.D.Univ. Fen Bil. Dergisi, 5, 1, 98-112.

76



OZGECMIS

Adi-Soyada: irfan EMRE
Dogum yeri-tarihi: Elaz1g/Keban-27.09.1977
Lisans: Firat Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Béliimii, 1998
Yiiksek Lisans: Firat Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim dal1, Molekiiler
Biyoloji bilim dali, 2002
Doktora: 2003-2007 (Firat Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim dals,
Botanik bilim dali)
Calistigi kurumlar:
1. Milli Egitim Bakanligi, Simf Ogretmeni (1999-2002 Subat)
2. Firat Universitesi Egitim Fakiiltesi ilkogretim Boliimii Fen Bilgisi Egitimi Anabilim

dali Arastirma Gorevlisi (2002 Subat, devam ediyor)



