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BAZI MAKARNALIK BUGDAY CESITLERININ MAKARNA KALITESI
BAKIMINDAN ISLAHI

Ozlem ATES SONMEZOGLU

Gaziosmanpasa Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Tarla Bitkileri Anabilim Dah

Damisman: Prof. Dr. Ahmet YILDIRIM

Tiirkiye yiiksek kaliteli makarnalik bugday iiretebilecek uygun ekolojiye sahip olmasina
ragmen makarna sanayinin istedigi kalitede {riiniin yeterli miktarda iiretilememesi
nedeniyle son yillarda makarnalik bugday ithal edilmektedir. Kaliteli makarnalik
bugday ihtiyacinin karsilanabilmesi i¢in Tiirk makarnalik bugday cesitlerinin modern
islah yontemleri kullanilarak verimlerini olumsuz yodnde etkilemeden kalitelerinin
artirtlmasi gerekmektedir.

Bu calisma ile makarna kalitesini dogrudan etkileyen onemli kalite genleri (y-gliadin 45
ve LMW-2 glutenin) dort adet tescilli Tiirk makarnalik bugday ¢esidine (Saricanak-98,
Salihli-92, Kiziltan-91 ve Selguklu-97) geri melezleme islah1 yontemi ile aktarilmistir.
Calismada tekrarlanan anag olarak makarnalik kalitesi yliksek olan Kanada ¢esidi Kyle
kullanilmigtir. Melezlemeler sonucu elde edilen her bir F1 ve geri melez (GM) bitkisi,
kendi tekrarlanan anaci ile lic kez geriye melezlenmis ve her bir generasyonda
hedeflenen QTL bdlgelerini tasiyan geri melez bitkileri markor destekli seleksiyon
(MAS) yontemi ile secilmistir. MAS yontemi embriyo kiiltlirii ve kontrollii sera
kosullarinda hizli bitki yetistirme teknikleri ile kombine edilerek uygulanmistir.
Makarna kalitesini dogrudan etkileyen bu gen bdlgelerinin saptanmasi ve aktarilmasi
islemlerinde molekiiler DNA markorleri (SSR, STS ve GAG) ile A-PAGE ve SDS-
PAGE yontemleri kombine bir sekilde kullanilmistir. y-gliadin 45’in seleksiyonu i¢in
A-PAGE, LMW-2 glutenin’in seleksiyonunda SDS-PAGE ve her iki bolgenin
seleksiyonunda dort adet SSR  primeri (Xgwm550, Xgwm608, Stmb553actc,
Stmb42acag), bir adet STS primeri ve bir adet GAG5-6 primeri alternatifli veya
kombinasyon halinde hep birlikte kullanilmistir. Heterozigot GM3F1 bitkileri
kendilenerek GM3F2 generasyonu elde edilmistir. GM3F2 bitkilerinden homozigot
olanlarin tohumlar1 kendilenmis ve elde edilen GM3F3 tohumlar1 kendilenerek tarlada
cogaltilmistir. Durulmus geri melez 1slah hatlarn1 (GM3F4) ile anag¢ bitkilerin
tohumlarinda kalite analizleri gergeklestirilerek aktarilan QTL bolgelerinin kalite
tizerindeki etkileri saptanmistir. Birbiriyle baglantili olan y-gliadin 45 igeren Gli-B1 ve
LMW-2 glutenin igeren Glu-B3 lokuslarinin ayn1 melezleme programinda beraberce
yeni ¢esit adaylarina aktarilmasi kalitede artis saglamistir. Sonucta klasik 1slah
yaklasiminda yaklagik alt1 yil siirecek bir siire¢ ii¢ yilda tamamlanarak % 50’lik bir
zaman tasarrufu saglanmis ve istiin kaliteli ¢esit adaylar1 elde edilmistir.

2010, 119 sayfa

Anahtar Kelimeler: Makarnalik Bugday, Triticum durum, Geri Melezleme Islahi,
y-Gliadin 45, LMW-2 Glutenin, A-PAGE, SDS-PAGE, SSR.



ABSTRACT
Ph.D. Thesis
BREEDING OF SOME DURUM WHEAT CULTIVARS FOR PASTA QUALITY
Ozlem ATES SONMEZOGLU

Gaziosmanpasa University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Field Crops

Supervisor: Prof. Dr. Ahmet YILDIRIM

Although Turkey has suitable ecology for generating high quality durum wheat, it has
imported durum wheat in recent years. The most important reason is the demand of
quality product of pasta industry which is not supplied in sufficient quantities.
Therefore, end use quality of the Turkish durum wheat varieties must be increased using
the modern breeding methods without adversely affecting their yields.

In this study, important genes (y-gliadin 45 and LMW-2 glutenin) affecting the quality
of pasta were transferred to four Turkish durum wheat varieties, (Sariganak-98, Salihli-
92, Kiziltan-91 and Selguklu-97), in a backcross breeding method. A Canadian durum
wheat cultivar Kyle, with a high quality, was used as the donor parent. Each of F1 and
backcross (BC) plants was backcrossed three times to the recurrent parent and in all of
the generations, backcrossed plants carrying the targeted QTLs were selected by marker
assisted selection (MAS). MAS method was employed in combination with embryo
culture and rapid plant growth in a controlled greenhouse conditions. In identifying and
transferring processes of the gene regions, molecular DNA markers (SSR, STS and
GAG) were employed with A-PAGE and SDS-PAGE methods. A-PAGE was used for
selection of y-gliadin 45, SDS-PAGE was used for selection of LMW-2 glutenins, and
four SSR primers (Xgwmb550, Xgwm608, Stm553actc, Stm542acag), one STS primer
and one PCR primer (GAG5-6) were used for selection of y-gliadin 45 and LMW-2
glutenins either all together or alternatively. Heterozygous BC3F1 plants were selfed to
generate BC3F2 plants. In BC3F2 plants, homozygous ones were selfed and obtained
seeds of BC3F3 were increased by selfing in field. Quality analysis performed on the
seeds of inbred backcross lines (BC3F4) and parent plants, so effects on the quality of
the transferred QTL region were determined. Transferring of Gli-B1 locus containing y-
gliadin 45 and Glu-B3 locus containing LMW-2 glutenin to new candidate varieties
together in the same breeding program was provided raise in pasta quality. As a result,
the study was completed in three years instead of six years required in a classical
backcross breeding study, meaning about 50 % time saving, and was obtained high
quality candidate varieties.

2010, 119 pages

Key words: Durum Wheat, Triticum durum, Backcross Breeding, y-Gliadin 45,
LMW-2 Glutenin, A-PAGE, SDS-PAGE, SSR.



TESEKKUR

Doktora ve yiiksek lisans egitimim siiresince, bilgi ve birikimleriyle ¢aligmalarima yon
veren, egitim hayatima farkli bir bakis ac¢ist kazandiran, deneyimlerini benimle
paylasarak kendimi gelistirme olanagi saglayan, kendine has kisiligi ile farkliligini
ortaya koyan degerli damisman hocam Prof. Dr. Ahmet YILDIRIM’a, lisansiistii
egitimim boyunca yalnizca bilgi olarak degil ayn1 zamanda hayata dair 6grettikleriyle
de her zaman yolumu aydinlatan, anlayisla ve olumlu yonlendirmeleriyle uzaktayken
bile yanimda olan, insanin ruhunu dinlendiren konusmalariyla her daim hatirnrmda
kalacak olan degerli hocam Prof. Dr. Sabri GOKMEN’e, laboratuar tekniklerini
o0grenmemde biiyiik katkisi olan, bilgi ve tecriibelerini esirgemeyen, zaman zaman
bilimin sert yiiziinii gésteren, ancak yeri geldiginde sicak giilimsemesiyle yiiregimizi
1s1itan degerli hocam ikinci danismanim Dog. Dr. Nejdet KANDEMIR e, tez calismamin
ozellikle kalite analizi kisminda kendi alaninda bilgi, birikim ve goriislerini paylasan
degerli hocam Yrd. Dog. Dr. Abdulvahit SAYASLAN’a, sera ve arazi ¢aligmalariyla
ilgili sordugum sorulara sabirla cevap veren ve bilgilerini paylasan, tez yazimimda
yardimlarim esirgemeyen degerli hocam Dog. Dr. Mehmet Ali SAKIN’e, is ve mesai
saatlerininin her anini birlikte gecirdigim, sikici ve zor islerde bile nese ile ¢alistigim,
tek bakisla anlagabildigim sevgili arkadasim manevi kardesim Ars. Gor. Tugba
ESERKAYA GULEC’e, tezimdeki A-PAGE ve SDS-PAGE methotlarinin son seklini
almasinda katkis1 olan ve kalite analizlerini yapmamda yardimlarini esirgemeyen Ogr.
Gor. Mehmet KOYUNCU’ya, sera ve laboratuar c¢aligmalarinda yardimer olan
Ummiihan YONDEMLI, Bugra ERDEM ve Ruveyda ALTUNTAS a, arazi galismalari
sirasinda yagmur altinda 1slanmalarina ragmen biiylik gayret ve emeklerini esirgemeyen
Ars. Gor. Ahmet KINAY ve Ars. Gor. Ibrahim SAYGILI’ya, hayatimin her sathasinda
yanimda olup, attigim her adimda desteklerini, anlayis ve sevgilerini eksik etmeyen
degerli aileme, doktora egitimim siliresince Tokat Ankara yollarin1 asindiran, her
thtiyacim oldugunda yanimiza gelen sevgili anneme, lisansiistii egitimim boyunca her
konuda yardimcim ve destek¢im olan, tiim enerjisi ve sabriyla kizima ve bana yardimci
olan, yasami birlikte gdgiisledigim sevgili esim Savas SONMEZOGLU na, doktora
egitimimin yogun zamaninda diinyaya gozlerini agan, heniiz minicik olmasina ragmen
onun kiigiiciik yiiregine siginarak anlayis bekledigim ve sabirla annesinin eve donmesini
bekleyen, zaman zaman yorgunluguma yorgunluk katan, ancak sevgisiyle basardigima
inandigim tez ¢aliyjmamda aslinda hem engelim hem de en biiylik destegim olan
biricigim kii¢iik kizim Ipek SONMEZOGLU "na tesekkiir ederim.

Bu ¢alisma, TUBITAK tarafindan desteklenen 1070004 numarali arastirma projesi
kapsaminda yiiriitilmis ve 2008/43 numarali proje kapsaminda BAP tarafindan
desteklenmistir. Doktora egitimim siiresince Yurt I¢i Doktora Bursu ile beni
destekleyen TUBITAK Bilim insan1 Destekleme Daire Baskanligi’na tesekkiir ederim.

Ozlem ATES SONMEZOGLU
Agustos, 2010



SIMGE ve KISALTMALAR

Simge Aciklama
o Alfa
B Beta
Y Gama
0) Omega
°Cc Santigrat Derece
A Adenin
C Sitozin
cm Santimetre
cM Cantimorgan
dH,0 Distile Su
dk Dakika
FeSO, Demir Sulfat
ar Gram
G Guanin
H,0; Hidrojen Peroksit
HCI Hidroklorik asit
K Potasyum
kb Kilo Baz Cifti
kDa Kilo Dalton
kg Kilogram
M Molar
mg Miligram
MgCl, Magnezyum kloriir
ml Mililitre
mm Milimetre
mM Milimolar
NaCl Sodyum Kloriir
NaOClI Sodyum Hipoklorit
ng Nanogram
nM Nanomolar
pH Hidrojenin Giicti (Power of Hydrogen)
RNase Ribonuclease A
rpm Dakikadaki Devir Sayist (Revolution per minute)
T Timin
ug Mikrogram
ul Mikrolitre



Kisaltma
AFLP

A-PAGE
APS
BME
CTAB
DNA
EDTA
EU
FAO
Gli-B1
Glu-B3
GM
HMW
LMW
LOX
MAS
POD
PPO
PZR
QTL
RAPD

RFLP

SDS
SDS-PAGE
SSR

Stm

STS

Taq
TCA

TE
TEMED
Tris
Tris-HCI
Xgwm
Xwmc

Aciklama
Cogaltilan Par¢a Uzunlugu Farklilig:

(Amplified Fragment Length Polymorphism)
Asidik Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Ammonium Persulfate

Beta Mercapto Etanol
Cetyhrimetilamoniumbromide

Deoksiriboniikleik Asit

Etilendiamintetraasetik Asit

Enzim Aktivitesi

Food and Agriculture Organization

Gliadin-B1 Lokusu

Glutenin-B3 Lokusu

Geri Melez

Yiiksek Molekiil Agirlikli (High Molecular Weight)
Diistik Molekiiler Agirlikli (Low Molecular Weight)
Lipoksijenaz/Lipoksidaz

Markor Destekli Seleksiyon

Peroksidaz

Polifenol Oksidaz

Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Kantitatif Karakter Lokusu (Quantitative Trait Locus)
Rastgele Cogaltilmig DNA Farklilig

(Randomly Amplified Polymorphic DNA)

Kesilmis Pargalarin Uzunluk Farklilig

(Restriction Fragment Length Polymorphism)
Sodyum Dodesil Siilfat

Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi
Basit Dizi Tekrar1 /Mikrosatelit (Simple Sequence Repeat)
Sequence Tagged Microsatellite

Dizisi Etiketlenmis Alanlar (Sequence Tagged Site)
Thermus aquaticus

Trikloroasetik Asit

Tris EDTA (Tampon Cozelti)
Tetramethylethylenediamine

Trizma Base

Trizma Hidrokloriir

Gatersleben Wheat Microsatellite

Wheat Microsatellite Consortium
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1. GIRIS

Diinya niifusunun yaklasik % 35’inin temel besin maddesi olan bugday, diinyada ve
Tirkiye’de en fazla yetistirilen kiiltiir bitkisidir. Diinyada 2008 yili itibariyle 224
milyon hektar alanda, yaklagik 690 milyon ton iiretim yapilmistir (Anonim, 2008a).
Ulkemizde ise 8,1 milyon hektarlik ekim alanindan 17,8 milyon ton iiriin almmistir

(Anonim, 2008b).

Bugdaylar genom yapisina gore kaplica (diploid), makarnalik (tetraploid) ve ekmeklik
bugday (hekzaploid) olmak {izere {i¢ grup altinda incelenmektedir. Diploid bugdaylar
cok smurli alanlarda yetistirildigi i¢cin ekonomik Onemleri yoktur. Giinlimiizde ticari
anlamda makarnalik ve ekmeklik bugdaylar yetistirilmektedir. Diinyada bugday
tiretimine ayrilan alanin yaklasik % 6’sinda, Tiirkiye’de % 16’sinda makarnalik bugday,

geri kalan kisminda ise ekmeklik bugday yetistirilmektedir (Anonim, 2008b).

Tiirkiye bir¢ok bitkinin oldugu gibi makarnalik bugdayin da anavatanidir. Bu nedenle
diinyada kaliteli makarnalik bugday iiretebilecek en uygun ekolojik bolgelere sahip
iilkelerden biridir. Ulkemiz 2009 yil1 verilerine gore yaklasik 3 milyon ton makarnalik
bugday tiretimi ile diinyada dordiincii sirada yer almasina ragmen (Anonim, 2009),
makarnalik bugday ithal etmektedir. Bunun en 6nemli nedeni iiretilen makarnalik
bugdaym ancak % 30-40’min makarna sanayisinin istedigi kalitede olmasidir. Kaliteli
makarnalik bugday iiretiminin artirilmasi i¢in oncelikle {ilkemizin hangi bolgelerinde
verim ve kalite bakimindan iyi sonu¢ alinabileceginin tespit edilmesi ve bu bolgelere
uygun c¢esitlerin gelistirilmesi konusunda 1slah c¢alismalarina agirlik verilmesi
gerekmektedir (Gokmen ve Ates, 2005). Makarnalik bugday yetistiriciliginde tilkemizin
en biiylik eksikligi yeterli kalitede tescilli makarnalik bugday c¢esitlerine sahip
olmamasidir. Durum bugdaymin kalitesini belirleyen temel kriter, makarna iiretimine
uygunluk derecesi, yani makarnalik kalitesidir. Kaliteli makarnalik bugday iiretiminin
arttirilmasi1 i¢in yapilacak ilk islerden biri, mevcut c¢esitlerimizin kalite genleri

bakimindan iyilestirilmesidir.



Makarnalik bugdaydan elde edilen son iirliniin kalitesi tanenin fiziksel ozellikleri ve
kimyasal bilesimi ile dogrudan ilgilidir. Bu kalite kriterlerinden en oOnemlileri ise
protein miktari, gluten kuvveti, pigment miktar1 ve oksidatif enzim aktiviteleridir. Bu
kriterler kaliteli bir makarnada istenen pisme kalitesini ve sar1 parlak rengi tayin eden
baslica Ozelliklerdir. Gluten, gliadinler ve gluteninler olarak iki grup altinda
smiflandirilan proteinlerin  kompleks bir karistmidir. Belirli gliadin  ve glutenin
proteinleri ile gluten kuvveti ve viskoelastik 6zellikleri arasinda kuvvetli bir korelasyon
s6z konusudur. Bu proteinlerden en 6nemlileri Gli-B1 lokusunda bulunan y-gliadin 45
ve bu lokusla ¢ok siki baglantili olan Glu-B3 lokusu tarafindan kodlanan LMW-2
gluteninleridir. y-gliadin 45 yiiksek gluten kuvveti ile iligkili olmasina ragmen, y-gliadin
42 zayif gluten ve viskoelastik ozellik ile iliskili olma egilimindedir (Gupta ve ark.,
1994). Benzer sekilde, Glu-B3 lokusundaki LMW-2 glutenin alt iinitesinin de durum
bugdaymin gluten kuvvetini ve kalitesini olumlu yonde etkiledigi saptanmustir.
y-gliadin 45 ve LMW-2 glutenin proteinleri igeren bugdaylarin makarna pisme
kalitesinin y-gliadin 42 ve LMW-1 glutenin proteinleri i¢eren bugdaylardan ¢cogunlukla
daha yiiksek oldugu farkli aragtirmacilar tarafindan da tespit edilmistir (Pogna ve ark.,
1990; Gupta ve ark., 1994; Kovacs ve ark., 1995; Nieto-Taladriz ve ark., 1997; Clarke
ve ark., 1998; Porceddu ve ark., 1998; D’Ovidio ve Masci, 2004; Edwards ve ark.,
2007).

2007 yili durum bugday1 iiretimi iilkemizin iki katindan daha fazla olan Kanada, diinya
durum bugday1 ihracatinin yaklasik % 70’ini tek basma gerceklestirmistir (Anonim,
2007). Kanada’nin ihracatta bu kadar biiyilk paya sahip olmasinin temel nedeni
makarnalik bugday cesitlerinin birbiriyle siki sekilde baglantili olan y-gliadin 45 ve
LMW-2 glutenin allellerini birlikte tasiyor olmasidir. Kanada’da, makarnalik bugday
1slahi ¢aligsmalarinda temel seleksiyon kriteri olarak y-gliadin 45 ve LMW-2 gluteninin
varligi kullanilmaktadir. Birbiriyle baglantili olan y-gliadin 45 i¢eren Gli-B1 ve LMW-2
glutenin i¢eren Glu-B3 lokuslarinin ayni melezleme programinda beraberce yeni gesit
adaylarina aktarilmasi kalitede biiyiik bir artig saglamaktadir (D’Ovidio ve ark., 1992;
Kovacs ve ark., 1994; Ruitz ve Carillo, 1995; Fares ve ark., 1997).



Bu calisma, Tirkiye’de farkli yorelerde yaygin olarak yetistirilen tescilli makarnalik
bugday cesitlerine yiiksek kaliteli Kanada durum bugdayr Kyle’den onemli kalite
genlerinin markor destekli seleksiyon ve doku kiiltiirii yardimiyla hizli bir sekilde
aktariminin saglanarak {stiin kaliteli yeni ¢esit adaylarmin gelistirilmesi amaciyla
yapilmistir. Makarna kalitesini dogrudan etkileyen bu gen bolgelerinin saptanmasi ve
aktarilmasi isleminde bugday islahinda yaygin olarak kullanilan molekiiler DNA
markorleri (SSR, STS ve GAG) ile A-PAGE ve SDS-PAGE yontemleri kombine bir
sekilde kullanilmistir. Bu 1slah ¢aligmasinin her kademesinde istenen gen bolgelerinin
aktarimi, giivenilir ve kesin sonu¢ veren teknikler kullanilarak gergeklestirilmistir.
Arastirmadan elde edilen ¢esit adaylarinin ¢ift¢i ve sanayicilere dolayisiyla iilke

tarimina, ekonomisine ve makarna sanayisine katki saglayacagi diisiiniilmektedir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Makarnalik Bugday Uretimi ve Onemi

Temel besin maddesi olan bugday, diinyada ve Tiirkiye’de en fazla yetistirilen kiiltiir
bitkisidir. Bugday diinyada oldugu gibi tilkemiz a¢isindan da ¢ok 6nemli ve stratejik bir
bitki olup, bir¢ok iilkenin temel kalori, protein ve mineral kaynagi durumundadir.
Tirkiye’de giinlik enerji gereksiniminin ortalama % 40’1 sadece bugdaydan
karsilanmaktadir. Ulkemizin ekili alanlar1 dikkate alindiginda, bu alanlarin yaklasik
% 50’sinde tahillar, tahil ekim alanlarinin da yaklasik 8,1 milyon hektar ekim alani ve

17,8 milyon ton iiretimle % 70’inde bugday yetistirilmektedir (Anonim, 2008Db).

Bugdaylar genom yapisina gore kaplica (diploid), makarnalik (tetraploid) ve ekmeklik
bugday (hekzaploid) olmak {izere {i¢ grup altinda incelenmektedir. Diploid bugdaylar
cok smnirli alanlarda yetistirilmektedir. Giliniimiizde ticari anlamda makarnalik ve
ekmeklik bugdaylar yetistirilmektedir. Bugday temel olarak ekmeklik ve makarnalik
olmak iizere iki siifa ayrilmaktadir. Diinyada bugday tiretimine ayrilan alanin yaklasik
% 6’sinda, Tiirkiye’de % 16’sinda makarnalik bugday, geri kalan kisminda ise ekmeklik
bugday yetistirilmektedir (Anonim, 2008b). Yaklasik 690 milyon ton olan diinya
bugday tiretiminin 28 milyon tonu durum bugdayidir (Anonim, 2008a). Makarnalik
olarak kullanilan durum bugdaylar1 (Triticum durum L.) allotetraploid (2n=4x=28,
AABB) bitkiler olup, kalite 6zellikleri ve kullanim alanlar1 bakimindan ekmeklik
bugdaylardan farkli ve 6zel bir konuma sahiptirler. Makarnalik bugdaylar, diinyada
belirli bolgelerde yetistirilen ve ekmeklik bugdaya gore daha yiiksek fiyatla alic1 bulan
degerli bugdaylardir. Bu bugday tiirii iliman ve yar1 kurak iklimler ile Akdeniz
tilkelerinde yetistirilmektedir. Diinya durum bugdayi iiretiminin % 20’si Tiirkiye’nin de
icinde bulundugu Yakin Dogu Asya iilkeleri tarafindan gerceklestirilmektedir. Durum
bugday1 yetistiren en 6nemli iilkeler ve liretim miktarlar1 sirasiyla Kanada (5,5 milyon
ton), Italya (5,2 milyon ton), Tiirkiye (3 milyon ton), Kazakistan (2,6 milyon ton),
A.B.D. (2,3 milyon ton) ve Fransa (2,1 milyon ton)’dir (Anonim, 2009).



Durum bugdaymin ana kullanim sekli makarna tirlinleri olup, 6zellikle Avrupa ve
Kuzey Amerika iilkelerinde bu amaca yonelik iiretilmektedir. Bunun yaninda Orta Dogu
ve Kuzey Afrika iilkelerini igeren diger bolgelerde ise makarna tliretimi yaninda kuskus,
bulgur ve degisik tip ekmeklerin iiretiminde de kullanilmaktadir (Troccoli ve ark.,
2000). Genis tiiketim yelpazesi ve iriin ¢esitliligi ile vazgegilmez besinlerden olan
makarnalik bugday, beslenme aligkanliklar1 ve ¢evre sartlar1 degisse bile temel besin
maddesi olma 6zelligini muhafaza etmektedir. Ekim alanlarimi daha fazla artirmanin
miimkiin olmadig1 gliniimiizde artan niifusun besin ihtiyacini karsilamak, ancak bugday
gibi temel besin maddesi olarak kullanilan bitkilerin verimini artirmakla miimkiin
olacaktir. Artan diinya niifusuna paralel olarak i¢ ve dis pazarlarin talebi de her gecen
giin artmaktadir. Ulkemiz dis pazarlarda etkili olabilmek icin istenen kalite ve
standartlara uygun, istikrarli bir iretim diizeyini gerceklestirerek rekabet giiciini
artirmak zorundadir. Bu agidan makarnalik bugday tizerinde titizlikle durulmasi gereken
bir {lirlindiir. Makarnalik bugday ve mamulleri ticaret hacminin genis olmasi ve sahip
oldugu ekolojik oOzellikler Tiirkiye’ye Oonemli avantajlar saglamaktadir (Gokmen ve

Ates, 2005).

Tiirkiye bir¢ok bitkinin oldugu gibi makarnalik bugdaym da gen merkezlerinden biridir.
Bu nedenle diinyada kaliteli makarnalik bugday {iretebilecek en uygun ekolojik
bolgelere sahip iilkelerden biridir. Uretim 6zellikle Giineydogu Anadolu Bélgesi ile
Orta Anadolu Bolgelerinde ve bir miktar da Ege Bolgesinde (Denizli-Manisa)
yapilmaktadir (Anonim, 2010). Ulkemiz durum bugdayi iiretimiyle diinyanin en énemli
tiretici ilkeleri arasinda yer almaktadir. 2009 yili verilerine gore, tlilkemiz yaklasik
3 milyon ton makarnalik bugday iiretimi ile diinyada lgiincii sirada yer alirken
(Anonim, 2009), ayn1 yi1l makarnalik bugday ithal etmis ve halen de ithalata devam
etmektedir. Bunun en 6nemli sebebi liretilen makarnalik bugdayin ancak % 30-40’1nin
makarna sanayisinin istedigi kalitede olmasidir (Anonim, 2003). Ulkemizde makarna
sanayinin en dnemli sorunu kaliteli hammadde teminidir. Kaliteli makarnalik bugday
tretiminin artirilmasi i¢in Oncelikle iilkemizin hangi bdlgelerinde verim ve kalite
bakimindan iyi sonug¢ almabileceginin tespit edilmesi gerekmektedir. Ayrica, bu
bolgelere uygun c¢esitlerin gelistirilmesi konusunda 1slah c¢alismalarina agirlik

verilmelidir. Makarnalik bugday yetistiriciliginde tilkemizin bu alandaki en biiyiik



eksikligi yeterli kalitede tescilli makarnalik bugday g¢esitlerine sahip olmamasidir.
Durum bugdaymin kalitesini belirleyen temel kriter, makarna tretimine uygunluk
derecesi, yani makarnalik kalitesidir. Kaliteli makarnalik bugday {iretiminin arttirilmasi

icin yapilacak ilk is, mevcut ¢esitlerimizin kalite genleri bakimindan iyilestirilmesidir.

2.2. Makarnalik Bugdayda Kalite ve Kaliteyi Etkileyen Faktorler

Bugdayda kalite son iiriine uygunluk derecesidir. Makarnalik bugdaym Kalitesini
belirleyen temel kriter, makarna iiretimine uygunluk derecesi, yani makarnalik
kalitesidir. Iyi dokusal 6zelliklere sahip, yiizey dagilmasma direngli durum bugday:
makarna iiretimi i¢in en iyi hammaddedir (D’Egidio ve ark., 1990, Guinea ve ark.,
2004). Durum bugday1 kalitesi ve bu bugdaydan elde edilen irmigin kalitesi makarna
kalitesini belirleyen dnemli parametrelerdir. Kaliteli makarna iiretimi ancak uygun bir
durum bugday1 ve igsleme teknolojisi ile miimkiindiir. Bugday kalitesi kavrami iiretici,
degirmenci, makarna imalatgilar1 ve tiiketiciler acisindan farkliliklar gdstermektedir.
Uretici, iiriin verimi yiiksek bugday1; degirmenci irmik verimi yiiksek homojen bugdayz,
imalat¢1 yliksek protein igerigi ve gluten kalitesine sahip pigsme performansi iyi, sari
renkli makarna liretmeye uygun bugday: tercih ederken tiiketici goriiniis, besin degeri,
tat ve rengin yani sira Ozellikle makarna pisme kalitesi olarak ifade edilen sertlik,
cignenebilirlik ve yapiskanlik gibi makarnanin tekstiirel 6zellikleri ile ilgilenmektedir

(Kovacs ve ark., 1997; Dexter ve Marchylo, 2001; Sayaslan, 2005).

Makarna, durum bugdayindan elde edilen en 6nemli gida maddesidir ve bu tahil {iriinii
icin en biiyiik pazar1 olusturmaktadir (Cubadda, 1985). Makarna kalitesi genel olarak
makarnanin goriiniisii ve pisme kalitesiyle degerlendirilmektedir (Cole, 1991; Feillet ve
ark., 2000). Makarna pisme kalitesi, goriiniis, besin degeri, tat ve rengin yani sira
tilkketici tercihini belirlemede esas rol oynamasi sebebiyle bugday iireticileri ve
isleyicileri igin de biiylik 6neme sahip olup makarna tiretimi sirasinda 6zellikle dikkate
alinmaktadir (D’Egidio ve Nardi, 1996; Troccoli ve ark., 2000; Gtiler ve ark., 2002;
Yeyinli, 2006).



Makarnalik bugdaydan elde edilen son iirliniin kalitesi tanenin fiziksel ozellikleri ve
kimyasal bilesimi ile dogrudan ilgilidir. Bugdayin kalite sinifinin belirlenmesinde
kullanilan temel kriterlerden biri olan fiziksel oOzelliklerin basinda tane boyutu
gelmektedir. Tanenin boyutu tanenin uzunluk, genislik ve bin tane agirlik 6l¢iimleri
veya Ozel eleklerin kullanilmasiyla belirlenebilmektedir. Tanelerin saglikli, iri, dolgun
ve homojen boyut dagilimina sahip olmasi un ve irmik verimlerini olumlu yonde
etkilemektedir. Tane boyutuna paralel olarak kabuk ve endosperm orani arttig1 i¢in un
ve irmik verimleri de yiikselmektedir. Durum bugdaylar1 diger bugdaylara kiyasla
yaklasik iki kat daha biiylik danelidir. Ayrica, bin dane ve hektolitre agirliklar1 daha
fazla, endospermdeki kiil miktar1 daha yiiksektir (Elgiin ve Ertugay, 1995; Dziki ve
Laskowski, 2005). Hektolitre agirliginin yiiksek olmasi tanenin siki (sert) yapili olmasi
dolayisiyla protein oranmnin yiiksek olmasiyla ilgilidir. Makarnalik bugdaylarda
hektolitre agirliginin 80 kg dolayinda olmasi istenmektedir (Kiin, 1983).

Durum bugdaymnin makarnalik kalitesi; tanenin sertlik ve camsilik orani, test
(hektolitre) agirligi, protein miktar1 ve kalitesi (gluten kuvveti), 6giitme kalitesi (irmik
verimi ve kiil orani), sar1 pigment konsantrasyonu ile sar1 renk kaybi veya renk
kararmasina neden olan lipoksijenaz/lipoksidaz (LOX), polifenol oksidaz (PPO) ve
peroksidaz (POD) gibi oksidatif enzimlerin aktiviteleri tarafindan etkilenmektedir
(Clarke ve ark., 1998; Borrelli ve ark., 1999, 2003; Troccoli ve ark., 2000; Morris,
2004; Sissons, 2004; Koyuncu, 2009). Bunlardan ozellikle tanenin protein miktari ve
kuvveti ile sar1 pigment icerigi ve sar1 parlak rengi olumsuz yonde etkileyen oksidatif
enzimlerin aktiviteleri olduk¢a 6nemlidir. Zira bu parametreler kaliteli bir makarnada
istenen sar1 parlak renk ve pisme kalitesini (pisirilirken dagilmayan ve yapigmayan,
tiketilirken agizda hissedilebilir sertlikte bir tekstiir “al dente”) tayin eden baslica
ozelliklerdir. S6z konusu kalite unsurlar1 ¢evre faktorleri ve yetistirme kosullarindan
etkilenmekle birlikte, biiyilk oranda cesidin genotipik ozellikleri tarafindan kontrol

edilmektedir.

Bugdayin uygun oldugu kullanim alaninin belirlenmesini tayin eden baslica
Ozelliklerden biri de tane sertligidir. Bugdayda sertlik tanenin ezme, kirma, asindirma

veya deformasyona direng derecesi olarak tanimlanmaktadir (Bushuk, 1998; Williams,



1998). Cesidin genotipik 6zellikleri tarafindan kontrol edilen tane sertligi, bugdaylarin
D genomu lizerinde (5DS) bulunan Ha gen bolgesi tarafindan kontrol edilmektedir.
Durum bugdaylan tetraploid (AABB) olduklarindan D genomlar1 yoktur. Bu nedenle
tanenin yumusamasinda etkili olan Ha gen bolgesini tasimadiklarindan ekstra sertlikte
tane tekstiirii olugmaktadirlar (Turnbull ve Rahman, 2002). Durum bugdaylar1 en sert
bugdaylar oldugu i¢in irmik verimleri ve buna bagli olarak da makarnalik degerleri
oldukca yiiksektir (Hoseney, 1994; Elgiin ve Ertugay, 1995; Bushuk, 1998; Morris,
2004). Makarnalik bugday tanesi sert ve seffaf bir endospermi bulunmasi ve amber

renkli olmasi nedeniyle iri taneli irmik tiretimine ¢ok uygundur (Banasik, 1981).

Bugdayin 6nemli fiziksel 6zelliklerinden bir digeri de tanenin camsilik oranidir. Durum
bugday1 tanelerinin cams1 yapist endospermdeki protein taneleri ve nisasta tanelerinin
seffaf olmasindan kaynaklanmaktadir. Camsilik genellikle tane sertligi ile paralellik
gostermektedir, ancak camsi ya da unsu yapinin ortaya ¢ikmasinin nedenleri farklidir.
Bugday sertliginde genotip belirleyici bir role sahipken, camsilikta gevresel faktorler
daha baskindir (Bushuk, 1998). Tanenin camsi, unsu veya donmeli bir goriintii
vermesinde 15181n dzellikle bugday endospermi ile olan iligkisi (yansima ve kirilma gibi)
etkilidir. Endospermde kirik ve hava bosluklar1 olmayip ¢ok siki bir mikro yapiya sahip
olan bugday taneleri camsi, tersi durumdaki taneler ise unsu veya dénmeli (camsi-unsu
karisimi) bir yapida olmaktadir (Hoseney, 1994; Koyuncu, 2009). Durum bugdaylarinin
camsilik oranlart genellikle diger bugdaylardan daha yiiksektir. Ancak sar1 olum
déneminin uzun siirdiigii yagish ve serin yerlerde donmeli danelerin orani artmaktadir.
Cams1 danelerin oranmin birinci derecede makarnalik bugdaylarda % 85, ikinci
derecede makarnalik bugdaylarda ise % 70 olmasi istenir (Kiin, 1983). Durum
bugdaylarinin camsilik oranlar1 irmik verimleri ve parlaklik derecelerini olumlu yonde
etkilemektedir (Dziki ve Laskowski, 2005). Bugdaylarin camsilik ve sertlik degerleri ile
protein igerikleri arasinda da pozitif bir iligkinin oldugu da bilinmektedir. Ancak bu
durum her zaman gegerli degildir. Diisiik protein icerikli fakat sert veya camsi yapida ya
da yiiksek protein icerikli fakat yumusak veya unsu yapida bugdaylar ornekleri de
vardir (Hoseney, 1994).



Makarnalik bugdaylarda tanenin rengi de 6nemli bir kalite kriteridir. Makarna renginin
parlak sar1 olmasi istenir. Son iiriiniin rengi tane pigment konsantrasyonu, oksidatif
enzimlerin aktiviteleri ve makarna iiretim kosullar1 tarafindan etkilenmektedir. Makarna
renginde en belirleyici olan faktor kullanilan irmigin sar1 renkli pigment igerigidir.
Makarnalik bugdaylarin pigment igerikleri genotip ve yetistirilme sartlarina bagl olarak
genellikle 4-8 mg/kg arasinda degismektedir (Hoseney, 1994; Troccoli ve ark., 2000).
Makarna renginde en belirleyici olan pigmentler karotenoid ve flavonoidlerdir
(Fortmann ve Joiner, 1978; Feng ve McDonald, 1989). Yiiksek antioksidan kapasiteleri
nedeniyle saglikli beslenme acisindan oldukc¢a 6nemli olan karotenoidler bitkilere sari-
kirmiz1 rengi veren pigmentlerdir. Ancak bu gruba giren pigmentler kolay okside
olmakta ve renklerini kaybederek bulunduklari iiriinlerin agarmasina neden olmaktadir
(Laignelet, 1983; Borrelli ve ark., 1999). Bitkilere sarimtirak renk veren flavonoidler ise
kuvvetli antioksidan ozelliklere sahip polifenolik maddelerdir. Durum bugdaylarinin
toplam karotenoid ve flavonoid icerikleri genellikle diger bugdaylardan daha yiiksektir
(Fortmann ve Joiner, 1978; Borrelli ve ark., 1999).

Makarnada sar1 renk kaybina neden olan veya liriinde koyu renk olusumuna sebep olan
oksidatif enzimlerin aktiviteleri de makarna renginde etkilidir. Bugdaylarda bulunan
oksidatif enzimlerden makarna rengi iizerine en etkili olanlar LOX, PPO ve POD
enzimleridir (Taha ve Sagi, 1987; Hoseney, 1994; Clarke ve ark., 1998; Borrelli ve ark.,
1999, 2003; Troccoli ve ark., 2000; Morris, 2004). Makarna {iretimi sirasinda sar1 renkli
pigmentlerin agarmalarina ve oksidatif olarak pargalanmalarma (Troccoli ve ark., 2000;
Aalami ve ark., 2007) neden olan LOX enzimleri ekmeklik bugday unlarinin
agarmasma ve gluten proteinlerini dolayli yoldan okside ederek hamurun
kuvvetlenmesine neden olmaktadir (Hoseney, 1994; Elgiin ve Ertugay, 1995). Bu
nedenle LOX enzim aktivitesinin ekmeklik bugdaylarda yiiksek, makarnalik
bugdaylarda ise diisiik olmasi istenir. Durum bugdaylarinin LOX enzim aktiviteleri
genellikle diger tiirlerden daha disiiktiir. PPO enzimleri ise dolayli olarak kahverengi-
siyah renkli komplekslerin olusumuna neden olmaktadir. Bu nedenle makarnada renk
kararmasin1 engellemek i¢in diisiik PPO aktiviteli durum bugday cesitleri belirlenmeli
ve makarna sanayinde kullanilmalidir (Whitaker ve Lee, 1995). POD enzimleri de PPO

enzimleri gibi makarnanin kararmasina neden olmakta, ancak reaksiyon mekanizmasi
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tam olarak bilinmemektedir. Renk kalitesi yliksek makarna tiretebilmek i¢in kullanilan
durum bugdaymnin yiiksek pigment icerikli olmasi yaninda oksidatif enzim

aktivitelerinin de diisiik olmas1 gerekmektedir.

Bugdayda protein miktar1 kalitsal bir 6zellik olmakla birlikte yetistirme sartlarinin etkisi
daha baskindir. Yapilan galismalarda tanenin protein oraninin g¢esitten ziyade toprak,
iklim ve giibre uygulamalarindan daha fazla etkilendigi ve protein oraninin % 6-25
oraninda degistigi saptanmistir (Anonim, 1990; Menderis, 2006). Protein oraninin
makarna iiretiminde % 13 ve daha fazla, ekmek yapiminda % 12-13, biskiivi yapiminda
% 8.5-10.5, pasta yapiminda ise % 9-9.5 olmas1 gerekmektedir (Unal, 1991). Dénmeli
tanelerin miktarindaki her % 10’lik artis protein oraninda yaklasik % 1°lik bir diisiise
neden olmakta, diisiik protein miktar1 ise makarna pisme kalitesi ve besleme degerinde
azalmaya sebep olmaktadir (Dhaliwal ve ark., 1981). Yiiksek pisme kaliteli makarna
tiretimi i¢in protein igerigi yiksek (>%13) ve aymi zamanda gluten proteinlerinin
vizkoelastik ve kohezif 6zellikleri (gluten kuvveti) optimum diizeyde olan bugdaylar

tercih edilmelidir.

Makarna kalitesi iizerine durum bugdaylarinin protein oraninin yani sira igerdikleri bazi
proteinler de etkilidir. Makarnalik bugday tanesi, suda ve tuzda ¢ozlinebilir proteinler
(albiimin ve globulin) bakimindan fakirken, alkolde ¢6ziinebilir proteinler (gliadin ve
glutenin) yoniinden oldukg¢a zengindir. Tanenin protein miktar1 arttik¢ca alblimin ve
globulin miktarinin azaldig: tespit edilmistir (Dexter ve Matsuo, 1977). Makarna pisme
kalitesi ile makarna iiretiminde kullanilan bugdayin igerdigi bazi gliadin ve glutenin
proteinleri arasinda kuvvetli bir iliski oldugu yapilan bir ¢ok arastirmada tespit
edilmistir (Feillet ve ark., 1989; Kovacs ve ark., 1995; Troccoli ve ark., 2000). Gluten
proteinlerinin vizkoelastik ve kohezif 6zelliklerinde ise genetik yapi belirleyici olup
cevre sartlarmin etkisi simirlidir (Payne ve ark., 1982; Kovacs ve ark., 1994, 1995;
Bushuk, 1998; Clarke ve ark., 1998; Porceddu ve ark., 1998; Troccoli ve ark., 2000;
Veraverbeke ve Delcour, 2002; Koyuncu, 2009).

Gluten, gliadinler ve gluteninler olarak iki grup altinda siniflandirilan proteinlerin
kompleks bir karisimidir. Gliadinler heterojenik monomerik proteinler olup, diisiik

pH’da kosulan elektroforezdeki hareketlerine gore gruplara ayrilirlar. Bu gruplar
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stilfiirce fakir ve sistein igermeyen w-gliadinler ve siilfiirce zengin ve zincir-igi distlfit
baglarma sahip o, B ve y-gliadinlerdir. y ve o-gliadinler 1. grup kromozomlar
tizerindeki Gli-1 lokusu tarafindan kodlanirken, o ve B-gliadinler 6. grup kromozomlar
tizerindeki Gli-2 lokusu tarafindan kodlandirilmaktadirlar (Payne ve ark., 1982;
Lafiandra ve ark., 1984).

Belirli gliadin proteinleri ile gluten kuvveti ve viskoelastik 6zellikleri arasinda kuvvetli
bir korelasyon s6z konusudur (Payne ve ark., 1982; Pogna ve ark., 1990; Troccoli ve
ark., 2000). Bu proteinlerden en onemlileri Gli-B1 lokusunda bulunan y-42 ve vy-45
gliadinleri ile, bu lokusla ¢ok siki baglantili olan Glu-B3 lokusu tarafindan kodlanan
LMW-1 ve LMW-2 gluteninleridir (Gupta ve ark., 1994; Kovacs ve ark., 1995; Clarke
ve ark., 1998). y-gliadin 45 yiiksek gluten kuvveti ile iliskili olmasina ragmen, y-gliadin
42 zayif gluten ve viskoelastik 6zellik ile iliskili olma egilimindedir (Kosmolak ve ark.,
1980). Benzer sekilde Glu-A3, Glu-B2 ve Glu-B3 lokuslarinda bulunan LMW glutenin
alt {nitelerinden, Glu-B3 lokusundaki LMW-2 glutenin alt {initesinin de durum
bugdayinin gluten kuvvetini ve kalitesini olumlu yonde etkiledigi saptanmistir (Nieto-
Taladriz ve ark., 1997). Glutenin proteinleri yiiksek molekiiler agirlikli (HMW, 80-130
kDa) ve disik molekiler agirlikli (LMW, 35-80 kDa) gluteninler olarak

gruplandirilmaktadir.

Yedi adet makarnalik bugday cesidi kullanilarak makarna kalitesi ile baz1 6zel protein
bantlar1 arasindaki iliskinin belirlenmeye ¢alisildig1 bir arastirmada, makarna kalitesi iyi
olan tiim ¢esitlerin y-45 gliadin ve LMW-2 glutenin bant desenlerine sahip olduklari,
diisiik kaliteli gesitlerin ise y-42 gliadin igerdikleri tespit edilmistir (Payne ve ark.,
1984). Oak ve ark. (2004) tarafindan yapilan arastirmada ise 24 makarnalik bugday
genotipi kullanilarak vy-gliadin ve HMW, LMW glutenin alt {niteleri ile gluten

saglamlig1 arasinda siki bir baglant1 oldugu tespit edilmistir.

Gliadin bant desenleri bugday cesitlerinin gerek kalitelerinin saptanmasi gerekse ¢esitler
arasindaki ve ic¢indeki farkliliklarin saptanmasinda oldukg¢a etkili bir bigimde
kullanilmaktadir. Yapilan bir ¢caligmada 74 makarnalik bugday cesidinin gliadin bant

desenleri belirlenerek gliadin bantlari ile gluten saglamligi arasindaki iligki aragtirilmis
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ve ¢alisma sonucunda y-42 gliadinleri ile zayif, y-45 gliadinleri ile de saglam gluten
yapist arasinda siki bir iligski oldugu tespit edilmistir (Damidaux ve ark., 1978). Ayni
arastirmacilar, bu sonuglar dogrultusunda islah calismasinin erken generasyonlarinda
gliadin bant desenlerinin bugdayda pisme Xkalitesinin belirlenmesinde iyi bir test
yontemi oldugunu bildirmislerdir. Autran ve ark. (1979), gliadin bant desenlerinin
belirlenmesinde 10 farkli metodu karsilastirmislar ve A-PAGE jel yonteminden elde

edilen sonuclarin tekrarlanabilir ve giivenilir oldugunu tespit etmislerdir.

Tiirkiye’de yaygin olarak yetistirilen yedi adet ekmeklik bugday ¢esidi ve bunlarin ikili
melezlerinde yapilmis bir ¢alismada gliadin bant desenleri belirlenerek mevcut genetik
benzerlik ve farkliligin gosterilmesi amaglanmistir (Keskin ve ark., 1999). Calismada,
iilkemizde genellikle ¢esit teshisinde kullanilan elektroforetik analizlerin, 1slah ve
sertifikasyon calismalar1 ve saf tohum {iretimi i¢in de kullanilmasinin yararli olacag:

bildirilmistir.

Eser (1996) tarafindan yapilan ¢alismada makarnalik bugdayin bazi kalite 6zellikleri ve
gliadin bant yapilar1 {ic cesit ve ili¢ hat kullanilarak diallel analiz yontemi ile
arastirilmistir. Kullanilan anaglardan yalnizca Kunduru-1149 ¢esidinin y-45 gliadini
tasidigr digerlerinin ise v-42 gliadine sahip oldugu tespit edilmistir. Arastirma
sonucunda y-gliadin bantlarinin ayni lokusta bulunan genler tarafindan kontrol edildigi
bir kez daha ortaya konulmustur. Ayrica incelenen kalite ozelliklerinden bin tane
agirhig ile y-gliadin bantlar1 ve camsilik orani ile de protein orani arasinda olumlu bir

iliski oldugu da tespit edilmistir.

2.3. Makarnalik Bugdayda Kalite Islahi

Kalite kantitatif bir 6zellik oldugu i¢in farkli kromozomlardaki genler ve cevresel
faktorler tarafindan etkilenmektedir. Bu nedenle kalite 1slah1 kompleks bir ¢alismadir.
Kalite 1slahinda karsilagilan en Onemli sorunlardan bir tanesi de kalite ve verim

arasindaki negatif korelasyonlardir. Kalite i1slahinin, verimi de olumsuz yonde
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etkilemeyecek veya en azindan yeni elde edilecek daha kaliteli ¢esit adaylarinin

anaclarinin verim potansiyelini koruyacak sekilde tasarlanmasi gerekmektedir.

Makarnalik durum bugdaylarinda kalite 1slahi, son iirlin {izerindeki tartisilamaz
etkisinden otiirii son derece ©nemlidir. Ulkemizin énemli bir ihracat iiriinii olan
makarnalik bugdaym satisinda son yillarda 6nemli bir azalma olmustur. Hatta i¢
tilketimde dahi makarna endiistrisi kaliteli durum bugdayi i¢in dis alimlara yonelmistir.
Tirkiye, diinyada en kaliteli makarnalik bugday iiretecek ekolojiye sahip iilkelerden
biridir. Dolayisiyla makarnalik bugday kalitemizin en azindan rakibimiz olan iilkelerin
diizeyine c¢ikarilmasi biiylik 6nem tagimaktadir. Durum bugdayi ihracatinda rekabet
edebilmek i¢in iiretilen durum bugdayinin kalitesinin 1slah programlari ile arttirilmasi
gerekmekte ve bu anlamda tarimsal biyoteknoloji ve genetik miihendisliginden biiyiik
Olgiide faydalanilmalidir. Makarna kalitesini belirleyen en Onemli gen bdlgelerine
oncelik verilmesi ve kalite 1slahinin uzun vadede planlanarak adim adim ilerlenmesi
gerekmektedir. Nitekim son yillarda bugday kalite 1slahi ¢alismalarinda genel
yaklagimlardan ziyade, kaliteyi etkileyen dnemli kantitatif karakter lokuslarinin bireysel
olarak calisilmast ve kaliteyi dogrudan etkileyen bolgelerin aktarilmasi O6nem
kazanmistir. Makarna kalitesini etkileyen tane Ozellikleri yiiksek oranda kalitsaldir ve
bu nedenle 1slah yontemleriyle aktarilabilir (Bushuk, 1998). Diinya makarnalik bugday
thracatinin % 70’den fazlasini eline gecirmis olan Kanada’da, makarnalik bugday 1slahi
caligmalarinda temel seleksiyon kriteri olarak LMW-2 glutenin ve y-45 gliadinin varligi
kullanilmaktadir. Kanada 1slah programlarinda y-42 gliadininin elemine edilmesine
calistlmaktadir (Clarke ve ark., 1998). Dolayisiyla birbiriyle baglantili olan Gli-B1 ve
Glu-B3 lokuslarinin ayni melezleme programinda beraberce yeni ¢esit adaylarina
aktarilmasi ve Gli-B1 lokusunda y-45 gliadininin segilmesi kalitede biiyiik bir artiga
isaret etmektedir (D’Ovidio ve ark., 1992; Kovacs ve ark., 1994; Ruitz ve Carrillo,
1995; Fares ve ark., 1997).

Ulkemizde yetistirilen makarnalik bugday cesitlerinin gliadin ve glutenin protein
icerikleri konusunda yapilan c¢alismalar oldukca simirli sayidadir. Yiiksek kaliteli

makarna iretebilmek icin yiiksek protein igerikli ve 6zellikle y-45 gliadin ve LMW-2
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glutenin proteinlerini iceren durum bugday cesitleri secilmeli ve/veya mevcut gesitler

1slah edilmelidir.

2.4. Geri Melezleme Islahi

Genellikle kendine dollenen bitkilerde yeni c¢esitlerin gelistirilmesinde introdiiksiyon,
seleksiyon (se¢me) ve melezleme olmak iizere ii¢ temel 1slah yontemi uygulanmaktadir.
Standart bir ¢eside istenen bir karakterin kazandirilmasi amaciyla geri melezleme
yontemi kullanilir. Bu yontem pek cok iyi 6zellige sahip olan, ancak bir ya da iki
Ozelligi yetersiz olan bir ¢esidin bu zayif 6zelliklerinin iyilestirilmesinde kullanilir.
Ebeveynlerden biri bolgeye adapte olmus iistiin verimli, sadece bir 6zelligi zayif olan
bir cesit, diger ebeveyn ise (dondr) ilkinin zayif oldugu 6zellik bakimindan iistiin bir
cesit olarak secilir. Karakterlerin aktarilacagi standart cesit ile istenen Ozellige sahip
¢esit (dondr) arasinda melezleme yapilir. Elde edilen F1 bitkileri 3-6 generasyon,
standart gesit ile geriye melezlenir ve her generasyon sonucunda tistiin karakterli bitkiler
secilir, acilma gosteren bitkiler ise elemine edilir (Kurt, 2004). Her bir melezleme
generasyonu sonucunda, melez doliin genetik yapisina ebeveyn genlerinden bir dnceki

generasyonda eklenenin yarisi kadar daha eklenir.

Geri melezleme 1slahinin en 6nemli avantaji F1 ve sonraki generasyonlarda, normal
melezlere gore ¢cok daha az sayida bitkiye gereksinim duyulmasidir. Her generasyonda
geri melezleme secilen 7-10 bitkide yapilir. Boylece alti geri melez generasyonu
sonunda 6zelligin % 99 oraninda melez dole aktarilmasi saglanir. Geri melez 1slahinin
en Onemli dezavantaji ise istenmeyen genlerin baglilig1 (linkage)’dir (Sade, 1999). Bu
durum geriye melezleme yontemi ile markdr destekli seleksiyonun kombinasyon
halinde birlikte kullanilmasiyla rahatlikla ortadan kaldirilabilir. Boylece aktarilmak
istenen gen bdlgesi spesifik bir bicimde taranarak arzu edilmeyen Ozellikleri tasiyan
bitkiler secilebilir. Ayrica bu 1slah yontemiyle sera ve hizli bitki yetistirme
tekniklerinden yararlanilarak bir yilda 2-3 generasyon yetistirilebilir (Ekingen, 1992).
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Geriye melezleme yontemi hizli sonug vermesi, sonucun 6nceden tahmin edilebilmesi,
az sayida bitkiye ihtiya¢ duyulmasi ve tekrarlanabilir olmasi1 gibi avantajlar1 nedeniyle

bugday 1slahinda basaril1 bir sekilde kullanilabilecek bir 1slah metodudur (Demir, 1990).

Geri melezleme yontemi modern genetikte ¢ogunlukla molekiiler markorler yardimiyla
kullanilmaktadir. Markor destekli geri melezleme bitki 1slah1 programlarinda gen
aktariminda rutin bir sekilde kullanilmaktadir. Bir ¢ok arastirmact bu iki teknigin
ozellikle kantitatif karakterlerle ilgili yiiriitiilen ¢alismalarda kombine bir sekilde
basariyla kullanildigini ifade etmislerdir (Frisch ve Melchinger, 2005; Hospital, 2005;
Kuchel ve ark., 2007; Bertrand ve ark., 2008).

2.5. Markor Destekli Seleksiyon

Bitki 1slahinda kantitatif karakterleri etkileyen genlerin klasik 1slah metotlariyla
aktarilmasinda Ozellikle baglanti siiriiklenmesi (linkage drag) gibi birgok problemle
karsilagilmaktadir. Bugdayda kalite 1slahinda markor destekli seleksiyon (MAS) ve
embriyo kiiltiirii ile 1s1-151k kontrollii seralarin kullanilmasi klasik bitki 1slahina oldukca
yardimci olan modern teknolojik yaklagimlardir. Geleneksel veya klasik 1slah
metotlarinin basarisin1 ve hizint artirici tekniklerin basinda MAS gelmektedir. MAS
ozellikle geri melez 1slahinda zaman ve ekonomik avantajlar saglayarak 1slah etkinligini

artirir ve yeni ¢esitlerin gelistirilmesini hizlandirir (Yildirim, 2005; 2008).

Markdr destekli seleksiyon agronomik olarak 6nem arz eden ve birden fazla gen veya
lokus tarafindan kontrol edilen karakterlerin etkin bir sekilde aktarilmasini saglar.
Gilintimiizde markor destekli 1slah ¢aligmalart gogunlukla geriye melezleme yonteminde
uygulanmaktadir (Yildirim, 2005). Klasik 1slaha kiyasla, molekiiler markdrlerin
kullanim1 geri melez 1slahinin etkinligini ve gilivenilirligini artirmaktadir. Fenotipik
olarak zor belirlenen karakterler igin gergeklestirilen seleksiyonda molekiiler
markorlerin kullanimi seleksiyonun etkinligini ve gilivenilirligini artirir. Markorler,
hedef gen yanindaki rekombinasyon sonucu olusan nadir ddlleri bile secebilir. Boylece
baglant1 stiriiklenmesinin etkileri minimize edilebilir. Klasik 1slahta resesif genlerin

transferinde, her geri melez sonrasi ilave kendileme gerekir. Molekiiler markorler bu tiir
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ilave islemleri ortadan kaldirmaktadir. Sayilanlara ek olarak, klasik 1slahla siiper
genotiplerin sec¢ilme olasiligi oldukea diisiiktiir. Islahgilar ancak sayisiz melezlemeden
elde edilen dolleri test ederek ya da diisiik seleksiyon baskisi kullanarak bu problemin
iistesinden gelebilmektedir. Oysa molekiiler markorler erken generasyonda yliksek

performansli genotiplerin teshisine olanak saglamaktadirlar (Francia ve ark., 2005).

Markor destekli seleksiyon geri melezleme 1slahinda tekrarlanan anacin miimkiin olan
en yiiksek oranda tekrar geri elde edilmesinde de kullanilmaktadir. Fenotipik gozleme
gerek kalmaksizin geni tasiyan geri melez hatlarinin dogru seleksiyonunda molekiiler
markorler oldukea etkilidirler. Ayrica farkli karakterlere etki eden birden fazla genin es
zamanh aktarilmasini da miimkiin kilarlar. Cevre sartlarindan oldukca fazla etkilenen
karakterlerin, fenotipik gozlem zorluklarini asarak dogru bir sekilde secilmelerine

yardimc1 olmaktadirlar (Yildirim, 2008).

Markor destekli seleksiyonun basarist; molekiiler markoérlerin ilgili agronomik QTL ile
ya da major genlerle bagh olup olmamasina, markorlerle major genler ya da QTL
arasindaki baglantinin giiciine, ilgili genom ya da karaktere bagli markorler arasindaki
yeterli rekombinasyonun bulunmasina ve kullanilan molekiiler markdrlerin ¢ok sayida
bireyi analiz edebilme yetenegine baglidir (Dekkers, 2004). Eger molekiiler markdrler
hedef gen icinde bulunursa, bu durumda hedef gen dogrudan klonlanabilir. Bazi
durumlarda ise, hedef genler bir ya da daha fazla QTL tarafindan tanimlanabilir. Bu
durumda secilen genomik bdlge birden fazla markore ya da hedef QTL’yi cevreleyen

iki polimorfik markdore (flanking marker) sahip olmalidir (Francia ve ark., 2005).

Molekiiler markdrlerin  gelistirilmesinden sonra markor destekli seleksiyon hiz
kazanmistir. Ozellikle tahillarda verim ve kalite ile hastalik ve zararlilara dayaniklilik
gibi konularda yapilan ¢aligmalar giderek artmakta ve basarili sonuclar elde
edilmektedir. MAS yardimiyla bugdayda uzun yillar siirecek olan 1slah ¢aligmalar1 ¢ok
daha kisa siirede tamamlanarak sar1 pas (Yildirim ve ark., 2004), yaprak pas1 (Kolmer,
1996) ve kiilleme (Huang ve ark., 2003) gibi 6nemli hastaliklara dayaniklilik genlerinin
yeni ¢esitlere aktarimi saglanmistir. Schmierer ve ark. (2004), arpada yiiksek malt

verimi ve Kkalitesini saglayan QTL’yi, molekiiler markorlerle transfer etmeyi



17

basarmiglardir. Francia ve ark. (2005) ise birbiriyle ¢ok siki baglantili olan disiik
sicakliga toleranslilikla ilgili iki QTL bolgesini, PCR markérleri yardimiyla transfer
etmiglerdir. Stuber (1994) musir bitkisinde kuraga kars1 dayaniklilik saglayan QTL’de
uygun allellerin transferinde, geri melez 1slahiyla markor destekli seleksiyon yontemini
kombine etmistir. Salvo-Garrido ve ark. (2008), markor destekli seleksiyon teknigini
kullanarak bugday genomunun yaklasik % 93’iinii ve celtik genomunun % 95’ini
imidazolinone herbisitine dayaniklilik genleri bakimindan taramuslardir. Li ve ark.
(2009) yaptiklar1 caligmada, geri melezleme 1slahiyla markor destekli seleksiyon
yontemini kombine bir sekilde kullanarak yeni bir kiillemeye dayaniklilik genini (pm41)
ekmeklik bugdaya aktarmay1 basarmiglardir. Bugdayda, ekmek (Zamani ve ark., 2009)
ve makarna yapma kalitesi (Watson, 2008) ile ilgili markor destekli 1slah ¢alismalar1 da

yapilmistir.

Markor destekli seleksiyon ile 1slah ¢alismalar1 daha kisa siirede ve daha az isgiicii ile
tamamlanabilmekte ve bunlarin yan1 sira gereksinim duyulan populasyon biiyiikliigii de

klasik 1slaha nazaran ¢ok daha kiigiik olmaktadir.

Bu c¢alismada modern teknolojik olanaklarin kombinasyonu sayesinde klasik 1slah
yaklasiminda yaklagik alt1 yil siirecek bir siire¢ ii¢ yilda tamamlanarak % 50’lik bir
zaman tasarrufu saglanmistir. Sonucta yilda iki veya daha fazla generasyon alinarak
uzun yillar siirecek bir 1slah ¢aligmasi ¢ok daha kisa bir siirede tamamlanabilmistir.
Benzer sekilde International Triticeae Mapping Initiative (ITMI) tarafindan baslatilan
80 adet MAS projesi kapsamindaki 350 adet geri melezleme programi, yilda ortalama
iki generasyon ilerlenerek klasik 1slah metodundan ¢ok daha kisa bir siirede
tamamlanmistir (Dubcovsky, 2004). Fenotipik seleksiyon yapan bir 1slahgt MAS’1
kullanan bir 1slah¢iya gore yaklagik 16.7 kat daha fazla generasyon elde etmek
zorundadir (Francia ve ark., 2005). Davies ve ark. (2006), bugday 1slahinda fenotipik ve
molekiiler seleksiyonu birlikte kullandiklar1 galigmalar1 sonucunda geri melezleme
1slahinda molekiiler markorler ile seleksiyonun daha avantajli oldugunu ve sonuca ¢ok
daha kisa bir siirede ulasildigini tespit etmislerdir. MAS ydntemi yardimiyla islah
stiresinin kisalmas1 yaninda geri melez 1slahinin etkinligi de artirilmaktadir. Babu ve

ark. (2004), misirda protein kalitesi ile ilgili yiiriittiikleri 1slah caligmasinda MAS
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yontemini kullanarak BC2F1 generasyonunda tekrarlanan ana¢ genomunun yiizdesinin
% 83.7-94.8 arasinda oldugunu bildirmislerdir. Cao ve ark. (2009), markor destekli
seleksiyona dayali bir bugday 1slah1 programinda molekiiler markorlerin kullaniminin

tekrarlamali seleksiyonu kolaylastiracagini bildirmislerdir.

2.5.1. Molekiiler Markorler

Markor destekli seleksiyonda kullanilan markor tipleri morfolojik, biyokimyasal
(protein) ve molekiiler olmak iizere ii¢c ana gruba ayrilmaktadir. Morfolojik markdrler
(belirleyiciler); cicek rengi ve tohum sekli gibi gorsel olarak karakterize edilebilen
analizleri olduk¢a kolay olan fenotipik karakterlerdir (Yildirim ve Kandemir, 2001).
Ancak sayilarinin az olusu yaninda cevreden ve diger lokuslardan etkilenmeleri
nedeniyle giiniimiizde fazla kullanilmamaktadirlar. Bunlarin yani sira birbirine oldukga
yakin genotipler arasinda sinirli diizeyde polimorfizm gostermeleri ve dominant
Ozellikte olduklarindan sadece dominant fenotipi (AA ve Aa) resesif fenotipten (aa)

ayirmalar1 da morfolojik markorlerin diger dezavantajlaridir (Mohan ve ark., 1997).

Biyokimyasal belirleyiciler ise depo proteinleri ve enzim proteinleri olarak iki ana gruba
ayrilirlar. Bu markdrlerin temel avantajlar1 analizlerinin ¢abuk, ucuz ve giivenilir
olmasidir. Cevreden ve diger lokuslardan etkilenmezler. En biiyiik dezavantajlart
sayilarinin ¢ok az olmasi ile yalnizca 6zel dokularda ve belirli bir gelisme doneminde

gozlenebilir olmalaridir (Yildirim ve Kandemir, 2001).

Molekiiler DNA belirleyicileri diger belirleyicilere gore daha glivenilir olmalari,
cevreden etkilenmeyisleri, bitkilerin gelismelerinin her asamasinda kullanilabilmeleri,
bitkinin olgunlasmasinin beklenmemesi ve genis bir varyasyon gostermeleri gibi
avantajlar1 nedeniyle son yillarda yaygin olarak kullanilmaktadirlar (Ozcan ve ark.,
2001). Bu belirleyiciler farkli genotiplere ait DNA niikleik asit dizilis farkliligimn gesitli
sekillerde ortaya koyarlar. Ayrica polimorfizm oranlart klasik morfolojik veya
biyokimyasal belirleyicilerden ¢ok daha fazladir (Parmaksiz, 2004; Giindiiz, 2008).
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DNA belirleyicileri son yillarda kuramsal ve uygulamali genetik caligmalarda, bitki ve
hayvan tiirlerinde ¢ok ¢esitli alanlarda kullanilmaktadir. Bu alanlarin en 6nemlileri
genetik ve fiziksel kromozom haritalar1 ve markor destekli seleksiyondur (Kandemir ve
ark., 2004; Yildirnm ve ark., 2004). Bunlara ek olarak molekiiler markorler bitkiler
aleminde genetik materyalin karakterizasyonu, genetik teshis, transformantlarin
karakterize edilmesi ve filogenetik analizlerde de yaygin bir bi¢imde kullanilmaktadir
(Rafalski ve ark., 1996; Ates Sonmezoglu, 2006, Dede, 2007; Kandemir ve ark., 2010).
Bu belirleyiciler kullanilarak genetik varyasyon arastirilmakta ve tiirlerin taksonomik
tanimlamas1 yapilarak, filogenetik akrabaliklart bulunabilmektedir (Lowe ve ark.,
1996). Molekiiler belirleyiciler, bitkilerin DNA parmak izlerinin ¢ikarilmasi ve cesit
tanimlamasinda da yogun bir sekilde kullanilmaktadir. Parmak izi analizleri kullanilarak
tescile sunulan c¢esit adaylarinin genetik 6zellikleri belirlenebildigi gibi cesit adayinin
elde edilmesinde kullanilan anaglar da saptanabilmektedir. Bu durum, ekonomik ag¢idan
onemli genetik kaynaklarin belirlenmesi ve Tiirkiye gibi bir ¢ok bitkinin gen merkezi
durumunda olan {ilkelerde, yabani gen kaynaklarinin korunmasi agisindan son derece

onemlidir (Yildirim, 1999).

Molekiiler DNA belirleyicilerden en Onemlilerini hibridizasyona dayali olan
restriksiyon par¢a uzunlugu farkliligi (RFLP) (Bolstein ve ark., 1980) ve Polimeraz
Zincir Reaksiyonuna (PZR) dayali olan rasgele ¢ogaltilmis polimorfik DNA (RAPD)
(Welsh ve McClelland, 1990), basit dizi tekrarlar1 (mikrosatelitler veya SSR) (Hamada
ve ark., 1982), cogaltilmis parga uzunlugu polimorfizmi (AFLP) (Vos ve ark., 1995) ve
dizisi etiketlenmis alanlar (STS) (Talbert ve ark., 1994) gibi belirleyiciler

olusturmaktadir.

PZR esaslh teknikler haritalama ve karakterizasyon calismalarinda zaman, isgiicii ve
girdi tasarrufu sagladigindan daha ¢ok tercih edilmektedir (Devos ve Gale, 1992).
Mikrosatelitlerin, diger PZR’ye dayali belirleyicilere (RAPD, AFLP vb.) kiyasla
avantajlart tekrarlanabilir ve ko-dominant olmalari, dolayisiyla daha cok bilgi
tiretebilmeleridir. RAPD’ler dominant belirleyicilerdir. RFLP belirleyicileri ise ko-
dominant belirleyiciler olmasina ragmen hi¢bir zaman mikrosatelitler (SSR) kadar
polimorfizm gostermemektedirler. Bu nedenle mikrosatelitlere oranla daha az bilgi

vermektedirler (Akkaya ve Akin, 1996). Ayrica mikrosatelitlerin kullanimi daha az
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miktarda DNA’ya ihtiya¢ duyulmasi, daha yiiksek polimorfizm gostermesi ve
otomasyona uygunlugu nedeniyle RFLP’lerden daha kolaydir. SSR analizleri
RAPD’den daha giivenilir ve AFLP’ye gore daha transfer edilebilirdir. RFLP
belirleyicilerinin aksine pek c¢ok bugday SSR markdrii genoma o&zeldir. SSR’lar
giiniimiizde kiiltiir bitkilerinin genetik haritalamasinda RFLP’lerin yerini almistir.
Ancak detayli genetik haritalar1 iiretmek icin AFLP ve SSR’in bir kombinasyonu
kullanilmaktadir (Holton, 2001). Makarnalik ve ekmeklik bugday ile tritikale
cesitlerindeki genetik benzerligin incelenmesi ve DNA parmak izinin ¢ikarilmasi
amaciyla SSR, AFLP ve RAPD belirleyici sistemleri kullanilmis ve SSR’dan elde
edilen dendogramlarin AFLP ve RAPD’den daha gercekgi oldugu ve ¢esitlerin ¢ogunun
SSR belirleyicileriyle tanimlanabildigi goriilmistiir (Garg ve ark., 2001).

RFLP, gliadin ve kantitatif karakterler kullanilarak 81 makarnalik bugday genotipi
arasindaki genetik akrabalik iliskisinin arastirildigi bir calismada; gliadin ve kantitatif
karakterlerin makarnalik bugdayda genetik varyasyonu incelemede yeterli sonucu
vermedigi, RFLP nin ise arastirmada kullanilan diger belirleyicilere gore daha avantajli
oldugu tespit edilmistir (Sorrells ve ark., 1995). Ancak caligilan genetik materyaldeki
polimorfizmin diisiikk olmasi veya polimorfik RFLP belirleyicilerinin az sayida
bulunmasi aragtiricilarin ¢aligmalarin1  simirlandirmistir. Bu nedenle SSR gibi bol
miktarda bulunan ve yiiksek derecede polimorfik olan markdr sistemlerine gerek

duyuldugu ifade edilmistir.

Mikrosatelitler, birbiri ardina gelen 2-20 niikleotid {initesi tekrarlar1 seklinde olup, tiim
genomda dagilmis olarak bulunurlar (Weber, 1980; Hamada ve ark., 1982). Bu tekrar
gruplart (AT)n, (GT)n, (ATT)n veya (GACA)n seklinde gosterilmekte ve n ardisik
tekrar sayisini belirtmektedir. Mikrosatelit (Litt ve Luty, 1989) veya basit dizi tekrarlari
(Tautz ve ark., 1986) olarak adlandirilan (GA)n ve (GT)n gibi her birinin uzunlugu 1-10
baz cifti arasinda degisen DNA nin art arda gelen tekrar birimleri 6karyotik genomlarda
yaygin bir sekilde mevcuttur. Bitki genomlarinda ¢ogunlukla iki ve ii¢ niikleotid
tekrarlart mevcuttur. Ardisik SSR tekrarlarinin sayisindaki farklilik PZR sonucu farkli
uzunlukta par¢a ¢ogaltimi ile sonuglanir (Yildirim ve Kandemir, 2001). Mikrosatelitler,

tekrar birimlerinin sayisindaki degisimden dolay1 yiiksek derecede polimorfiktir.
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Mikrosatelit belirleyicilerinin polimorfizm seviyesi tekrar {nitelerinin uzunlugu ile
orantili olarak degismektedir (Saghai ve ark., 1994). Bu sekildeki uzunluk
polimorfizmleri yiiksek ¢oziiniirliiliige sahip jellerde kolaylikla tespit edilebilir. SSR’lar
yiiksek polimorfizm seviyeleri nedeniyle pek ¢ok organizma i¢in populasyon genetigi
ve gen haritalamada kullanilabilecek bol bulunan bir genetik markdr kaynagidirlar

(Holton, 2001).

Mikrosatelitler ko-dominant kalitim 6zelligi gostermeleri, lokusa 6zgii olmalari, yiiksek
bilgi igerigine sahip olmalar1 ve PZR ile kolayca tespit edilebilmeleri gibi 6zellikleri
nedeniyle giiniimiizde en c¢ok tercih edilen molekiiler belirleyicilerdir (Roder ve ark.,
1995). Ayrica SSR’lar bitki genomlarinda olduk¢a bol olup iiniform bir dagilim
gosterirler. Bugday genomu her 704 kb’de bir (GT)n grubu ve her 440 kb’de bir (GA)n
grubu icermektedir. Bugdaym her bir haploid genomunun 16 x 10° kb biiyiikliigiinde
olmasindan 6tiirii, mikrosatelit lokuslarinin toplam sayis1 (GA)n i¢in 3,6 x 10* ve (GT)n
icin 2,3 x 10" diir (Roder ve ark., 1995).

Mikrosatelit belirleyicileri gliniimiizde genotiplerin tanimlanmasinda, kantitatif karakter
lokuslarinin (QTL) saptanmasi ve haritalanmasi ile genetik cesitlilik arastirmalarinda
kullanilmaktadir (Gupta ve Varshney, 2000; Budak ve ark., 2003; Kandemir ve ark.,
2010). Roder ve ark. (1995), yiiksek derecede polimorfik olan mikrosatelitlerin, bugday
cesitlerinde molekiiler belirleyici veri tabanlarinin olusturulmasinda kullanilabilecek

faydal1 bir potansiyel sistem oldugunu bildirmislerdir.

Makarnalik bugday glutenlerinin 6zellikleri ile siki bir sekilde baglantili olan y-gliadin
ve LMW glutenin genomik markdrleri gelistirmek icin c¢ok sayida PZR kokenli
arastirma yapilmistir (D’Ovidio ve ark., 1990; D’Ovidio, 1993). Durum bugdaylarinin
makarna yapma kalitesini etkileyen molekiiler markorler 1990°Ih yillarda gelistirilmeye
baslanmistir (D’Ovidio ve ark., 1990; Pogna ve ark., 1990; D’Ovidio ve Porceddu,
1996). D'Ovidio ve Porceddu (1996), makarnalik bugdayda gluten kalite 6zellikleri ile
ilgili LMW glutenin genlerinin seleksiyonu i¢in bir seri PZR analizleri
gerceklestirmislerdir. Calismada spesifik primerlerden bir ¢ifti kullanilarak bir bugday

genotipinin LMW-2 glutenine sahip olup olmadigin1 gosteren tek bir amplifikasyon
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rtinii elde edilmistir. Bu calisma ile teknolojik olarak iyi Ozelliklere sahip durum
bugdaylarinin biiylik bir cogunlugunun LMW-2 glutenin alt iinitesine sahip oldugu PZR
analizleri ile saptanmistir. Daha sonra yapilan arastirmalarda analitik PZR yaklagimiyla

y-gliadin genine 6zgii markorler de gelistirilmistir (von Biiren ve ark., 2000).

Bu ¢alismada aktarilmak istenen gen bdlgelerini tagiyan her iki lokusun da (Gli-B1 ve
Glu-B3) molekiiler haritalar1 bir ¢ok arastirici tarafindan farkli haritalama
populasyonlarinda yapilmis ve markor destekli seleksiyonda kullanilabilecek degisik
markor tipleri belirlenmistir (D’Ovidio ve ark., 1992; Gale ve ark., 1995; Korzun ve
ark., 1999; Nachit ve ark., 2001; Somers ve ark., 2004). Ayrica Gli-B1 lokusunda y-42
ve y-45 gliadinlerinden hangisinin bulundugunu gosteren y-gliadin 45’e spesifik bir STS
markorii (D’Ovidio ve ark., 1992) ve gen spesifik bir PZR primeri (von Biiren ve ark.,
2000) gelistirilmistir. Ayn1 sekilde y-42 ve y-45 gliadinlerinden hangisinin bulundugu
A-PAGE metodu ile de kolayca tanimlanabilmektedir (Clarke ve ark., 1998).

2.5.2. Protein Markorleri

Biyokimyasal markorler depo proteinleri ve enzim proteinleri olarak iki ana grupta
incelenmektedir. Bugday tohumunda bulunan iki depo protein grubu olan gliadin ve
glutenin, depo protein markorleri amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir. Depo
proteinleri bir jel lizerinde hareket ettirilip boyandiklarinda, farkli genotiplerde ortaya
cikan farkliliklar genetik belirleyici olarak kullanilabilir. Depo proteinleri analizleri
cabuk, giivenilir ve tekrarlanabilirdir. Ancak, sayilar1 olduk¢a azdir. Enzim markdrleri
alloenzimler ve izoenzimler olmak tizere iki ana gruba ayrilmaktadir. Alloenzim,
birbirinden ayirt edilebilen allelleri bulunan enzimleri ifade etmektedir. Alloenzimler
ayn1 genin farkl allelleri tarafindan meydana getirilmektedirler. izoenzim, farkli genler
tarafindan tretilen, ancak birbirine ¢ok benzeyen enzimleri ifade etmektedir (Yildirim
ve Kandemir, 2001). Enzim markdrlerinin temel avantajlart analizlerinin ¢abuk, ucuz ve
giivenilir olmasidir. Ayrica ¢evreden ve diger lokuslardan etkilenmezler. En biiyiik
dezavantajlar1 sayilarinin ¢ok az olusu ile yalnizca 6zel dokularda ve belirli bir gelisme

doneminde gbzlenebilir olmalaridir (Yildirim, 2008).
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Protein  markorlerinin - analizleri  proteinlerin  hem  ayristirilmast  hem  de
gorlintiilenebilmesini saglayan elektroforeze dayanmaktadir. Elektroforez, elektriksel
bir alanda yiikli taneciklerin ya da ¢ozeltideki iyonlarin hareketleridir. Cok sayida
elektroforez cesitleri mevcuttur. Protein markorlerinde en yaygin kullanim alani olan
elektroforez tipi Poliakrilamid Jel Elektroforezi (PAGE) yontemleridir. Ekstrakte edilen
protein Ornekleri, akrilamid ile akrilamid tiirevi olan N-N'-metilen bis-akrilamidin
polimerlesmesiyle olusturulan jel iizerinde yiiriitiiliir. Akrilamid molekiilleri yan yana
baglanarak diiz zincirler olustururken, bisakrilamid molekiilleri iki akrilamid zinciri
arasinda ¢apraz baglanmalar olusturur. PAGE sisteminde uygulanan (proteinler igin) jel
yiizdesi ve molekiil agirligina gére ayrilma kapasitesi smirlar1 % 5°lik jel i¢in 60-212
kDa, % 10’luk jel i¢in 18-75 kDa ve % 15°lik jel i¢in 15-45 kDa arasinda degismektedir
(Metin, 2007). Monomerik yapida ve seyreltik alkolde ¢6ziinen gliadin proteinleri (30-
75 kDa) Asidik Poliakrilamid Jel Elektroforez (A-PAGE) sisteminde o, B, y ve

o-gliadinler olarak dort alt gruba ayrilmaktadir.

Protein markorlerinin analizlerinde kullanilan bir diger elektroforez tipi Sodyum
Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)’dir. Polimerik yapida ve
zayif asit veya baz ¢ozeltilerinde ¢6ziinen glutenin proteinleri, SDS-PAGE sisteminde
molekiiler agirliklarina gore gruplandirilmaktadir. SDS-PAGE yontemi proteinlerin
safliginin kontrolii ve molekiil agirliklarinin saptanmasi amaciyla kullanilmaktadir

(Temizkan ve Arda, 2004; Metin, 2007).

Biyokimyasal markodrlerden izoenzimler ¢ogunlukla gelistirilen yeni gesit ile anaglarin
tanimlanmasinda ve ¢esitlerin safliklarinin muhafazasinda kullanilmaktadir (Sipahi,
2004). Depo proteinleri ise tahil 1slahinda genellikle seleksiyon amagli kullanilmaktadir.
Depo protein markdrlerinde gozlenen farkliliklar ile kalite ve diger bazi 6zelliklerin
iliskilendirilmesi ve erken generasyonlarda hat se¢imi yapilabilmektedir. Bu alanda en
cok kullanilan markdr sistemlerinden birt HMW ve LMW gluteninlerdir. Uluslararasi
Tohumculuk Test Kurulusu (ISTA) morfolojik 6zelliklerin yani sira bugday cesitlerinin
tanimlanmasinda gliadini, arpa cesitlerinin tanimlanmasinda ise hordeini de
kullanmaktadir (Cooper, 1987). Du cros ve ark. (1982), bitki 1slahinda glutenin

proteinlerinin elektroforezine dayanilarak yapilan seleksiyonun cevresel faktorlerden
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etkilenmeksizin, az sayida Ornek miktariyla genotipin tanimlanmasini sagladigini

bildirmislerdir.

Biyokimyasal markorlerin bugday kalite 1slahinda kullanimi da oldukg¢a yaygindir.
Bugdayda bu alanda en ¢ok kullanilan depo proteini glutendir. Bu proteinlerden en
onemlileri yiiksek gluten kuvveti ile iliskili olan y-45 gliadin ile zayif gluten ve
viskoelastik 6zellik ile iligkili olan y-42 gliadin ve durum bugdayinin gluten kuvvetini
ve Kalitesini olumlu yonde etkileyen LMW-2 glutenin alt initesidir (Gupta ve ark.,
1994; Clarke ve ark., 1998). italya’da yiiriitiilen bir arastirmada y-42 gliadine sahip
ancak ayni zamanda da saglam gluten yapisi gdsteren bir g¢esit ile dort farkli gesit
melezlenmis ve elde edilen F2 bitkilerinin gliadin ve glutenin bant profilleri
incelenmistir (Pogna ve ark., 1990). Arastirma sonucunda gliadin bantlarinin 1B
kromozomunda bulunan Gli-B1 lokusundaki genler tarafindan idare edildigi
saptanmuistir. Ayrica elde edilen veriler Glu-B3 lokusunda bulunan LMW glutenin alt
initesini kodlayan genlerin gluten saglamligi ile iliskili oldugunu, gliadin bantlarinin ise
gluten saglamligit bakimindan iyi bir markoér olarak kullanilabilecegini ortaya
koymustur. Benzer sekilde makarnalik bugdayda (Triticum turgidum L. var. durum)
endosperm proteinleriyle kalite arasindaki iligkinin incelendigi bir arastirmada da
y-gliadin 42 ve 45 ile LMW-2 gluteninlerin makarna kalitesinin belirlenmesinde uygun

markdrler olduklar1 belirlenmistir (Carrillo ve ark., 2000).

y-gliadin ve LMW-2 gluteninler bugday islah1 ¢alismalarinda 6nemli birer protein
markorii olarak kullanilmaktadir. Bugday depo proteinleri (gliadin ve gluteninler)
cevreden etkilenmedikleri ve dogrudan genetik yapinin kontroliinde olduklari i¢in gesit
teshisinde uzun yillardan bu yana kullanilmaktadir (Cook, 1984; Sofalian ve Valizadeh,
2009; Ahmed ve ark., 2010). Keskin ve ark. (1999), gliadin bant desenlerinin dogrudan
genotip ile belirlendigini, ¢evre sartlarinin etkisi olmadigini ve bu 6zellikleri nedeni ile
de gliadin proteinlerinin elektroforetik analizlerinin bugdayda kalite 1slahinda
kullanilabilecegini ifade etmislerdir. Gliadin bant desenleri makarnalik bugday ¢esitleri
arasindaki ve igindeki genetik farkliliklarin tespit edilerek kalitelerinin saptanmasinda

da yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Yiiksel, 2009; Eserkaya Giileg, 2010).
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Damidaux ve ark. (1980), 117 adet makarnalik bugday cesidinin genetik farkliliklarinin
gliadin bant desenlerine gore belirlenmesi amaciyla yiiriittiikleri ¢calismada kullanilan
cesitleri y-gliadin bant yapilarina gore iki ana gruba ayirmuslardir. Arastirmada
kullanilan gesitlerden 47 tanesinin y-42 gliadine, 66 tanesinin ise y-45 gliadine sahip
oldugu saptanmistir. Arastirma sonuglar1 y-45 gliadini tasiyan c¢esitlerin daha saglam
gluten yapisina sahip oldugunu ve bu iki proteinin bant yapisinin bugdayda kalitenin
belirlenmesinde protein markorii olarak kullanilabilecegini bir kez daha gostermistir.
Bir baska calismada ise protein ve molekiiler markdrler yardimiyla yapilan seleksiyon
ile geri melez 1slah yonteminin yapilacak islah caligmalarinda kombine bir sekilde
basartyla kullanilabilecegini gostermistir (Abdel-Hady ve Naggar, 2007). Arastirmada,
markor destekli seleksiyon yardimiyla yapilan i1slah calismalarinda farkli markor
tiplerinin kombinasyonunun c¢alismanin giivenilirligini ve etkinligini artirdigi da

saptanmistir.

2.6. Embriyo Kiiltiirii

Embriyo kiltiriiniin genel olarak uygulama alanlari; biyolojik temel c¢alismalar,
dormansi nedeniyle tohumlarin ¢imlenememesi gibi durumlar, yagsamayan embriyolarin
kurtarilmasi, haploid bitkilerin {iretilmesi, tohum canliliklarinin hizli bir sekilde test
edilmesi, ender bitkilerin ¢ogaltilmasi ve 1slah siiresinin kisaltilmasidir (Biiriin ve Giirel,
2001). Temel olarak olgun ve olgunlagmamis embriyolarin kiiltiirii olmak tizere iki tip

embriyo kiiltliri yapilmaktadir.

Bugdayda doku kiiltiirtinde, olgunlasmis embriyo, olgunlasmamis yaprak ve c¢icek,
olgun embriyo, mezokotil, tohum, apikal meristem (Ozgen ve ark., 1996), anter ve izole
edilmis mikrosporlar (Delporte ve ark., 2001) gibi farkli eksplant kaynaklari
kullanilmaktadir. Bu dokularin biitiin bir bitkiye rejenere olabilme kabiliyeti birbirinden
farklidir (Delporte ve ark., 2001). Olgunlasmamis embriyolarin bugday icin ideal
eksplant kaynaklar1 oldugu bir ¢ok arastirmada bildirilmistir (Sears ve Deckard, 1982;
Felfodi ve Purnhauser, 1992; Wu ve ark., 2003). Yapilan ¢alismalarda olgunlagsmamis

embriyonun, in vitro kosullarda rejenere olabilen en etkili doku oldugu tespit edilmistir
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(Ozgen ve ark., 1998; Delporte ve ark., 2001). Arzani ve Mirodjagh (1999) 28 adet
makarnalik bugday ¢esidinin olgunlasmamis embriyo kiiltiiriine kars1 tepkilerini 6lgmek
amaciyla yaptiklart ¢alismalar1 sonucunda 14 giinliikken alinan olgunlasmamis
embriyolarda oldukg¢a basarili sonuglar elde etmislerdir. Olgunlagsmamis embriyolar
bugday doku kiiltiiriinde en sik kullanilan eksplant kaynagi olmasina ragmen, sadece
yilin belirli bir dénemi kullanima uygun durumdadir (Ozgen ve ark., 1996).
Olgunlagsmamis embriyolarin rejenerasyon ve transformasyon yetenegi, alindig: bitkinin

biiyiime sartlarindan etkilenmektedir (Delporte ve ark., 2001).

Olgunlagsmamis embriyolar bugdayda kallus kiiltlirii ¢alismalar1 (Hou ve ark., 1997;
Ozgen ve ark., 1996) ve dogrudan DNA’ya dayali teknikler (Bommineni ve Jauhar,
1997) i¢in cogunlukla eksplant kaynagi olarak kullanilmaktadir. Bunlarin yani sira
olgunlasmamis embriyo kiiltliriinlin, bugday 1slahinda hizli yetistirme tekniklerini ve
bitkilerdeki melezleme engellerinin oldugu durumlar1 kapsayan uygulamalart da vardir
(Kumar, 1995; Sharma ve ark., 1996). Lammerts (1942), embriyo kiiltiiriiniin 1slah
sliresini kisaltmada etkili bir teknik oldugunu ifade etmistir. Son yillarda yapilan bir ¢ok
calismada da benzer bulgular elde edilmis ve embriyo kiiltiiriiniin bugday 1slah siiresini
kisaltmadaki etkinligi vurgulanmistir (Fernandez ve ark., 1999; Varshney ve Altpeter,
2002; Wu ve ark., 2003; Haliloglu ve ark., 2005; Dejan ve ark., 2008).

Bir yil igerisinde tarla sartlarinda bir generasyon bugday iiretilebilirken, embriyo
kiltiirii ve kontrollii sartlarda hizli bitki yetistirme tekniklerinin kombine bir sekilde
kullanilmas: sayesinde yilda 2-3 generasyon bugday {iretilebilmektedir. Boylece
embriyo kiiltiirli ile bir yil igerisinde iki ve daha fazla generasyon alinarak uzun yillar
siirecek bir 1slah ¢alismasinin ¢ok daha kisa siirede tamamlanmas1 miimkiin olmaktadir
(Yildirim ve ark., 2009). Bu calismada, 20 giinliikken kiiltiire alinan olgunlagsmamis
embriyolardan yeni fideler elde edilmis ve bdylece her bir generasyon yaklasik 30-45
giin daha erken elde edilebilmistir. Bugdayin yani sira birgok bitkide de islah
cemberinin kisaltilmasinda olgunlasmamis embriyo kiiltiirii kullanilmaktadir. Ornegin
ayciceginde olgunlasmamis embriyolarin kiiltiire alinmasi ile bir yilda dort generasyon

aliabilmistir (Bhojwani ve Razdan, 1996). Bothmer ve Laursen (2008) arpa bitkisinde
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yaptiklar1 geri melezleme 1slahinda embriyo kiiltiiriinden faydalanmiglardir. Benzer bir

calismada da Angra ve ark. (1999) geri melezlerde embriyo kiiltiiriinii kullanmiglardir.



3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Arastirmada, markor destekli seleksiyon yontemiyle aktarim yapilmak tizere tekrarlanan
anag olarak dort adet tescilli makarnalik bugday ¢esidi kullanilmistir (Cizelge 3.1). Bu
cesitler, AB COST FA0604 nolu aksiyon g¢ercevesinde TUBITAK-TBAG tarafindan
desteklenen (1070004) arastirma projesinde yapilan taramalar sonucunda iilkemizde
yaygin olarak yetistirilen ancak y-gliadin 45 ve LMW-2 glutenin gen bdlgelerine sahip
olmayan cesitler arasindan segilmistir. Geri melezleme 1slahinda donér anag olarak
Kanada orijinli olan ve y-gliadin 45 ile LMW-2 glutenin gen bdélgelerini tasiyan
makarnalik bugday cesidi Kyle kullanilmistir. Dondr anag ile tekrarlanan anaglarin her
biri melezlenerek F1 bitkileri elde edilmis ve her bir F1 bitkisi kendi tekrarlanan
anaciyla ii¢ kez geriye melezlenmis (Cizelge 3.2) ve markor destekli seleksiyon yontemi

yardimiyla bu iki gen bolgesi Tiirk makarnalik bugday cesitlerine aktarilmistir.

Cizelge 3.1: Arastirmada kullanilan tescilli makarnalik bugday g¢esitleri, tescil
edildikleri yillar, tohumun alindig1 kurulus ve y-gliadin tipi.

Sira No Cesit Ad1 | Tescil Y1l Tohumun v-gliadin
Alindig1 Kurulus Tipi

1 Saricanak-98 1998 GATAE 42

2 Salihli-92 1995 CUZF 42

3 Kiziltan-91 1991 TBMAE 42

4 Selguklu-97 1997 TBMAE 42
Kontrol | Kyle - SPARC 45
Kontrol | Marquis* - TBMAE -
Kontrol | Lira-1* 1985 ITUAB 42
Kontrol | Lira-2* 1985 ITUAB 45

* Marquis y-gliadin 45 bandinin yerinin belirlenmesinde, Lira-1 LMW-1 ve Lira-2 gesidi ise
LMW-2 bantlarinin belirlenmesinde kontrol amaciyla kullanilmastir.
(GATAE: Giineydogu Anadolu Tarmmsal Arastirma Enstitiisii; CUZF: Cukurova Universitesi
Ziraat Fakiiltesi; TBMAE: Tarla Bitkileri Merkez Arastirma Enstitiisii; SPARC: Semiarid
Prairie Agricultural Research Center Kanada; iITUAB: italya Tuscia Universitesi Agrobiyoloji
Boliimii)
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Cizelge 3.2: Geri melezleme 1slahinda kullanilan melez aileleri
ve kodlandirilmis isimleri.

Melez Ailesi Kodu | Geri Melez Kodu
Saricanak-98 // Kyle TMB1 | TMB1GMF
Salihli-92 // Kyle TMB2 | TMB2GMF
Kiziltan-91 // Kyle TMB3 | TMB3GMF
Selguklu-97 // Kyle TMB4 | TMB4GMF

(*TMB: Tiirk Makarnalik Bugdayi)

3.2. Yontem
3.2.1. DNA izolasyonu ve Markoér Taramalar

F1 ve geri melez popiilasyonlarinda (GMF) y-gliadin 45 ve LMW-2 glutenini tasiyan
QTL bolgeleri bakimindan tarama yapilarak, her iki bolgeyi de tasiyan bitkiler kendi
tekrarlanan anaglariyla geriye melezlenmistir. Bu amagla her bir ¢eside ait F1 ve GMF1
tohumlar1 ortadan yariya boliinerek endospermleri ve embriyolari ayrilmistir. Alinan
endospermler gliadin ve LMW glutenin analizlerinde kullanilmig, embriyolar ise
cimlendirilerek gen¢ yapraklarda DNA izolasyonu gergeklestirilmistir. Bazi
degisikliklerle standardize edilerek ¢alismada kullanilan DNA ekstraksiyonu metodu
asagidaki sekilde 6zetlenebilir (Doyle ve Doyle, 1990).

1) 1,5 cm boyunda bir yaprak dnce ependorf tiipte 50 pl buffer i¢inde 6giitiiliir ve daha
sonra lizerine 450 pl buffer ilave edilir.
* 100 ml buffer hazirlamak igin

e 65 ml saf su (dH,0),

e 10ml 1M Tris (pH: 7.5),

e 14ml 5M NaClve

e 10ml 0,5M EDTA (pH: 8,0) karistirilarak 65 °C’de 1sitilir ve

e 1grCTABIle

e 1ml 14 M Beta Merkapto Etanol (BME) eklenir.
2) Bir tinite Proteinase K eklendikten sonra (bir tinite 20 pl konsantrasyon) vorteksde

karistirilir.
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3) 40 pl % 20 SDS (veya 80 ul % 10 SDS) eklenerek 65 °C’deki su banyosunda 1 saat
tutulur ve ara sira alt st ederek karistirilir.

4) Su banyosundan ¢ikarilan tiiplere 2 / 3 hacim (400 ul) kloroform : isoamil alkol
(24:1) eklenir. 5-10 dakika alt {ist edilerek karistirilir.

5) 10.000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilir.

6) Stipernatant 2 / 3 hacim yani 300 pl 2-propanol i¢eren yeni bir tiipe alinir. Alt st
edilerek DNA gozle goriiliir hale getirilir.

7) 15 dakika 10.000 rpm’de santrifiij edilir.

8) Sivi dokiiliir. Pelet kuruduktan sonra 500 pl 1 x TE eklenir.

9) 10 mg / ml RNase ¢dzeltisinden 1 pl eklenir. DNA 60 °C’deki su banyosunda 2 saat
eritilir.

10) 400 ul kloroform: isoamil alkol (24:1) eklenir. Tiipler 5-10 dakika alt st edilerek
karigtirilir.

11) 15 dakika 10.000 rpm’de santrifiij edilir.

12) Siipernatant 80 pl 1.2 M NaCl (veya 20 pl 5 M NaCl ) igeren yeni bir tiipe alinir ve
hafifce karistirilir.

13) 800 ul % 96 soguk etil alkol ilave edilir. Alt iist edilip karistirilarak DNA ¢okeltilir.
14) 10.000 rpm’de 20 dakika santrifiij edilir ve s1v1 dokiiliir.

15) Pelet 900 pul % 70 soguk etil alkol ile dikkatlice yikanir. Ters ¢evrilmis halde 2 saat
kurutulur.

16) Kuruyan pelet 100 pl 1 x TE’ de ¢6ziiliir. Sonugta, toplam 20 pg civarinda DNA
elde edilebilir.

Kullanilacak yontem optimize edildikten sonra her bir bitkiden yaprak ornekleri
alinarak DNA izolasyonu yapilmigtir. Yaprak ornekleri sapa kalkma doneminde
bitkilerin en geng¢ yapraklarindan alinmistir. Elde edilen DNA’lar agaroz jelde kosulmus
ve goriintiilenmistir (Sekil 3.1). DNA miktar yetersiz olan gesitlerde izolasyon islemi

tekrarlanmistir.
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2 10

1N 1N

Sekil 3.1: Izole edilen DNA’larin % 1°lik agaroz jeldeki goriiniimii

Elde edilen tiim DNA’lar, 1B kromozomunun kisa kolunun u¢ kismina haritalanmis
birbiriyle siki sekilde baglantili olan Gli-B1 lokusundaki y-gliadin 45 ve Glu-B3 lokusu
tarafindan kodlanan LMW-2 glutenin allellerinin varlig1 agisindan taranmistir. Gli-B1
ve Glu-B3 lokuslarini igeren 1BS kromozomuna ait farkli haritalardan alinan ve bu
bolgelerle baglantili olan DNA markoérlerinin harita iizerindeki muhtemel pozisyonlari

Sekil 3.2°de verilmistir.

(0) Stm 553 actc
Xosr 13
(6) ——— Gli-B1 (v-45)

¥ Glu-B3 (LMW-2) — Xpsrill

(10) Xgwm 608

12) Xgwm 550

(14) Stm 542 acag

(16) Xgwm 33

(18) Xgwm 264

Xwmc 818

(19) (20) Xgwm 374, Xwmc 49, Xwmc 798, Xwmc 329
(21) (22) Xwmc 51, Stm 264 agac

23) Xwmc 619

Sekil 3.2: 1BS kromozomunda bulunan Gli-B1 ve Glu-B3 lokuslariyla baglantili olan
DNA markoérlerinin harita tizerindeki muhtemel pozisyonlari
(Koyu renkli rakamlarla gosterilen degerler cM cinsinden uzakliklar ifade etmektedir.)

Molekiiler taramalarda bir gok arastirici tarafindan haritalanan ve bu QTL ile baglantili
olan mikrosatelit (SSR) markorleri (Cizelge 3.3) kullanmilmistir (Gale, 1995; Gupta ve
ark., 2002; Somers ve ark., 2004; Hayden ve ark., 2006). Ayrica bu allellerin varlig
acisindan yapilacak taramalarda y-gliadin 45°e spesifik olan bir adet PZR primeri (GAG
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5-6) ile (von Biiren ve ark., 2000) bir adet STS (D’Ovidio, 1993) primeri de
kullanilmistir (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.3: Taramalarda kullanilan Gli-B1 ve Glu-B3 bdlgeleriyle baglantili SSR

markorleri
- Primer Dizisi Genetik Harita
SSR markorleri (5 3% Kaynag
Forward- gTT TTC CCAgTC ACg AC
Xpsril Reverse- Cg:Ag gAA ACA %CT ATg AC Gale, 1995
XWmcdo Forward- CTC ATg AgT ATATCACCgCACA | Gupta veark .,
Reverse- gAC gCg AAA CQJAATATTCAAQ T 2002
XWMe329 Forward- ACA AAg gTg CAT TCg Tag A Gupta ve ark .,
Reverse- AAC ACg CAT CAgTTTCAgT 2002
Xwmc51 Forward- TTATCT Tgg TgT CTC ATg TcA g Somers ve ark.,
Reverse- TCg CAA Gat CAT CAg AAC AgT A 2004
XWme550 Forward- gACCCTgTgCTgCTATggAT Somers ve ark.,
Reverse- gCCACCCCTggTgAATTTAC 2004
Xwmc798 Forward- gTg Tgg TAg TgT AgC TgC CAA AAg | Somers ve ark.,
Reverse- gTT AgC ATg gCA CAT AgA AgC Ag 2004
XWmc619 Forward- TTCCCT TTC CCC TCT TTC Cg Somers ve ark.,
Reverse- TAC AAT CgC CAC gAg CACCT 2004
Xgwm374 Forward- ATA gTg TgT TgC ATg CTg TgT g Somers ve ark.,
Reverse- TCT AAT TAg CgT Tgg CTg CC 2004
Xgwm550 Forward- CCC ACA AgA ACCTTT gAAgA Somers ve ark.,
Reverse- CAT TgT gTg TgC AAggCA C 2004
Xgwm608 Forward- ACA TTg TgT gTg Cgg CC Somers ve ark.,
Reverse- Gat CCC TCT CCg CTA gAA gC 2004
Stm553actc TTg ATAATgAAg ATgCTC TgACTC A Hayde;o(\)/g ark .,
Stmb42acag | CCC ACA AgA ACC TTT gAA gA Haydeznoc‘)/g ark .,
Stm264agac | CAg CAC CCA TCA ACC ACC A Haydegoc‘)’g ark .,

Cizelge 3.4: Taramalarda kullanilan y-gliadin 45 igin spesifik DNA markorleri

.o Primer Dizisi Genetik Harita
DNA markorleri (5" 37) Kaynag
- ATg AAg ACC TTACTCATCCT o
STS primeri ACA TAC ACg TTg CAC ATg g D’Ovidio, 1993
GAG 5 ACA ATg gCC ACA ACA ACA AC von Buzrggov e ark.,
GAG 6 TgC CCT gRC CCT ggR C von Bﬁzrggov e ark,,
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Yapilan On taramalarda ¢ok sayida primer denenmis (GAG 5-6, STS, Stm264agac,
Stmb542acag, Stm553actc, Xgwm 374, Xgwm 550, Xgwm 608, Xwmc 51, Xwmc 329,
Xwmc 49, Xwmc 619, Xwmc 798) ve her ¢esit i¢in en polimorfik olan primerler tespit
edilmistir (Cizelge 3.5). Bu primerler kullanilarak geri melezleme islahinda y-gliadin 45
ve LMW-2 glutenin allellerinin varlig1 saptanmis ve her bir generasyonda seleksiyon

islemi oldukga kisa bir siirede gergeklestirilmistir.

Cizelge 3.5: Calismada kullanilan ¢esitler i¢in polimorfik markdrler

Cesit Adn Polimorfik Markorler
S. No
1 Sariganak-98 Stmb542acag, Stm553actc, GAG5-6
2 Salihli-92 Stmb42acag, Stm553actc, Xgwm608, GAG5-6
3 Kiziltan-91 Stm553actc, Xgwm550, GAG5-6
4 Selguklu-97 Stmb553actc, STS

Polimeraz Zincir Reaksiyonlar1 (PZR) her bir primer i¢in kaynak makalelerinde
gosterilen sartlarda yapilmistir. PZR isleminin gergeklestirildigi Thermo marka (Px2)
thermal cycler Sekil 3.3’de verilmistir. Her bir reaksiyon karigimi; 250 nM primer,
deoksiniikleotidlerin her birinden 0.2 mM, 2.0 mM MgCl,, 1 inite Taq Polimeraz
enzimi ve 50-100 ng kalip DNA’dan olusmaktadir. Bir PZR islemi; 94 °C’ de bir
dakika denatiirasyon, primere bagli olarak 50 ile 60 °C arasinda bir dakika yapistirma,
72 °C’ de bir dakika uzatma ve 72 °C’ de bes dakika son uzatma sirkiilasyonundan

olusmaktadir.



34

Sekil 3.3: PZR’de kullanilan thermal cycler.

PZR iirlinleri kullanilan primere bagli olarak yiliksek c¢oziiniirliige sahip % 3’liik

metaphore agaroz ya da % 1’lik agaroz jelde kosulmustur (Sekil 3.4).

50 bp
ladder

WD ~ —— CEE— —— QRS SO CEED G ees=o cmm
——

Sekil 3.4: % 3’lik metaphor agaroz jel 6rnegi

3.2.2. Gliadin ve Glutenin Elektroforezi
3.2.2.1. y-Gliadin 42 ve y-Gliadin 45 Proteinleri

Bugday cesitlerinin makarna pisme kalitesinde gosterge olarak kabul edilen y-gliadin
(y-gliadin 42 veya 45) proteinleri bakimindan taranmasinda Bushuk ve Zillman (1978)
tarafindan gelistirilen ve Khan ve ark. (1985) tarafindan modifiye edilen (Koksel ve
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ark., 2000) Asidik Poliakrilamid Jel Elektroforez (A-PAGE) yontemi kullanilmistir.

Calismada kullanilan yontem ve ¢ozeltiler asagida verilmistir:

3.2.2.1.1. Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanislar

a) Tampon Cozeltisi (5 litre 1 x ¢ozelti igin)
6,25 gr Aliiminyum laktat tartilarak yaklasik iki litre saf su icinde eritilir. pH laktik
asitle 3,1’e ayarlandiktan sonra son hacim saf su ile 5 litreye tamamlanur.
b) Ekstrakt Seyreltme Cozeltisi
4 gr sakkaroz tartilip tampon ¢ozeltisi ile 10 ml’ye tamamlanir ve 0,06 gr metil green
ilave edilerek iyice vortekslenir.
¢) Jel Cozeltisi

90 ml dH,0

7 gr akrilamid

0,3 gr bisakrilamid

0,05 gr askorbik asit

0,25 gr aliminyum-laktat
Yukarida verilen kimyasallarla hazirlanan jel c¢ozeltisi yaklasitk 10 dakika
karistirildiktan sonra laktik asitle pH’s1 3,1°e ayarlanir. Daha sonra son hacim 100
ml’ye tamamlanir. Her jel i¢in 50 ml jel ¢6zeltisi kullanilir.
d) Demir Siilfat (FeSO,4.7H,0) stok cozeltisi (~% 1,6)
10 mg FeS04.7H,0 tartilip tizerine 625 ul dH,O eklenerek vortekslenir. Hazirlanan
stok, oksitlenene kadar + 4 °C’de muhafaza edilebilir.
e) Hidrojen Peroksit (H,0,) stok ¢ozeltisi (% 3’liik)
1 ml % 35°1lik H,O {izerine 10 ml dH,O eklenip karistirilir.
f) % 12°lik TCA (Trikloroasetikasit) cozeltisi
240 gr TCA tartilip dHO ile 2 litreye tamamlanir.
g) Boyama Cozeltisi
0,4 gr coommassie brillant blue R-250 boyas1 40 ml % 95’lik etil alkolde ¢6zdiiriiliir.
Coziinmeden kalan partikiiller filtre kagidiyla siiziilerek iizerine 960 ml % 12’lik TCA
eklenir.
h) Boya giderme ¢ozeltisi

Boya giderme amaciyla dogrudan % 12’lik TCA ¢dzeltisi (f) kullanilir.
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3.2.2.1.2. Gliadin Proteinlerinin Ekstraksiyonu

Ayrilan endospermler havanda toz haline gelinceye kadar ezildikten sonra tartilir ve
ependorf tiiplere alinarak tlizerlerine agirliklarinin {i¢ kat1 kadar % 70’lik etil alkol ilave
edilip 30 sn vortekslenir. Daha sonra 30 dakika kadar ¢alkalayiciya konulur ve her 10
dakikada bir tekrar vortekslenir. Vorteksleme isleminin bitiminin ardindan 12000
rpm’de 10 dakika santrifiij yapilarak tstteki gliadin ¢ozeltisinden 30 pl alinir, boylece
gliadin ekstraksiyonu gerceklestirilir. Alinan siipernatanta 39 pl (alinan siipernatant

miktariin 1,3 kat1 kadar) ekstraksiyon seyreltme ¢ozeltisi eklenir.

3.2.2.1.3. Jel Dokme ve Yiikleme

Jel ¢ozeltisinden 50 ml aliarak igine 25 pl demir siilfat ve hizli bir sekilde 50 pl
hidrojen peroksit eklenir. Jel ¢ozeltisi beklenmeden siringa yardimiyla jel kalibina
dokiilir ve taraklar yerlestirilir. Yaklasik 20-30 dk sonra donan jelin taraklari
¢ikarilarak, hazirlanan orneklerden 10’ar pl yiiklenir. Jel tanki tampon c¢ozeltisiyle
doldurulur ve A-PAGE sisteminde (Bio-Rad, Protean 11Xi) 20 °C’de 500 volt sabit
akimda yaklagik {i¢ saat kosturulur (Sekil 3.5). Bu calismada y-gliadin 45 desenlerinin
belirlenmesinde Marquis bugday ¢esidi standart olarak kullanilmistir. Ayrica y-gliadin
42 igerdigi bilinen Lira-1 ve y-gliadin 45 igerdigi bilinen Lira-2 ve Kyle durum bugdayi
cesitleri de kontrol olarak ¢alismaya dahil edilmistir.

Y00 193 g2
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Sekil 3.5: A-PAGE ve SDS-PAGE jel sistemlerinde kullanilan dikey elektroforez
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3.2.2.1.4. Boyama ve Boya Giderme

Jel yaklagik 250 ml boyama ¢ozeltisi igine alinarak 3-4 saat boyamaya birakilir. Daha
sonra 20-30 dk saf suda bekletilir ve ardindan boya giderme ¢ozeltisine alinir. Bu
cozeltisi igerisinde bir gece bekletilir. Ertesi glin durulanan jelin fotografi ¢ekilir ve elde
edilen bantlar Bushuk ve Zillman (1978)’a gore tanimlanir. Sekil 3.6’da A-PAGE jel

fotograflarinin bir 6rnegi verilmistir.

45%12345'_'{1?-71

Sekil 3.6: Geri melez bitkilerinde A-PAGE yontemiyle vy-gliadin desenlerinin
belirlenmesi

(M: Marquis - standart; A: Avonlea - kontrol; K: Kyle - kontrol)

3.2.2.2. LMW-1 ve LMW-2 Glutenin Proteinleri

Bugday cesitlerinin makarna pisme kalitesinde belirleyici olan Diisilk Molekiiler
Agirlikli Glutenin Desenleri (LMW-1 / LMW-2) Masci ve ark. (2000) ile Gianibelli ve
ark. (2002) tarafindan tanimlanan Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforez
(SDS-PAGE) yontemi ve dikey elektroforez sistemi kullanilarak belirlenmistir. Bu
amagla Glutenin proteinleri, gliadin ekstraksiyonundan sonra arta kalan peletlerden
Singh ve ark. (1991) tarafindan tanimlanan yonteme gore ekstrakte edilerek analize

hazirlanmistir. Calismada kullanilan yontem ve ¢ozeltiler asagida verilmistir:
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3.2.2.2.1. Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanislar

a) A cozeltisi (% 50’lik 1-propanol)

250 ml 1-propanol 250 ml saf su ile karigtirilarak hazirlanir.

b) B ¢ozeltisi

50 ml 1-propanol, 8 ml 1 M Tris-HCI (pH 8,0) ve 42 ml saf su karistirilarak hazirlanir.
c) B x ¢ozeltisi (% 4’liik p-merkaptoetanol)

9,6 ml B ¢ozeltisi ve 0,4 ml B-merkaptoetanol karistirilarak hazirlanir.

d) C ¢ozeltisi

5 ml %10’luk SDS, 2 ml 1 M Tris-HCI (pH 8,0), 10 gr gliserol ve 5 mg bromfenol
mavisi karistirilir ve son hacim saf su ile 25 ml’ye tamamlanir.

e) Bisakrilamid ¢ozeltisi (% 2’lik)

2,4 gr bisakrilamid tartilip 100 ml saf su ile karistirildiktan sonra su banyosunda (65 °C)
10-15 dk sttilir. Tekrar karistirilip hacmi 120 ml’ye tamamlanir ve filtre kdgidindan
stiziiliir. Bu ¢ozelti 151k gegirmeyen kapali bir kapta 4 °C’de muhafaza edilmelidir.

f) Tampon ¢ozeltisi (1 litre 10 x Tris-Glisin-SDS)

30,3 gr Tris (Trizma-base), 144 gr glisin ve 10 gr SDS 900 ml saf i¢inde karistirilarak
¢Ozdiirtlir. Elde edilen ¢ozelti pH’s1 derisik HCI ile 8,3’¢ ayarlandiktan sonra hacim 1
litreye tamamlanur.

g) Alt jel hazirlama tampon cozeltisi / Seperating buffer (3 M Tris-HCI, pH 8,8)
7,27 gr Tris tartilip 10 ml saf su i¢inde ¢ozdiiriiliir. Cozelti pH’s1 derisik HCI ile 8,8’¢
ayarlandiktan sonra hacim 20 ml’ye tamamlanir.

h) Ust jel hazirlama tampon cozeltisi / Stacking buffer (0,5 M Tris-HCI, pH 6,8)
0,485 gr Tris tartilir, 6 ml saf su iginde ¢ozdiiriiliir. Cozelti pH’s1 derisik HCI ile 6,8’¢
ayarlanir ve hacim 8 ml’ye tamamlanir.

1) Boyama ¢ozeltisi (1 L)

0,4 gr coomassie brillant blue R-250 boyasi 40 ml % 95’lik etil alkolde ¢6zdiiriilerek

filtre kagidinda siiziiliir ve lizerine 960 ml % 12’lik TCA ¢ozeltisi eklenerek karistirilir.
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3.2.2.2.2. Glutenin Proteinlerinin Ekstraksiyonu

a) Bugday tanesinin ezilmesi ve gluteninler disindaki proteinlerin uzaklastirilmasi

Bugday tanelerinin ayrilan endospermleri toz haline gelinceye kadar havanda ezilerek
tartilir ve 2 ml hacimli ependorf tiiplere alinarak tizerlerine agirliklarinin {i¢ kat1 kadar
% 70’lik etil alkol ilave edildikten sonra iyice vortekslenir ve 30 dk oda sicakliginda
karigtirilarak estraksiyona birakilir (10 dk araliklarla vorteksleme islemi tekrarlanir).
Ekstraksiyonu takiben 12000 rpm hizda 10 dk santrifiijlendikten sonra siipernatant
dikkatlice uzaklastirilir. Pelete yaklasik 1 ml A ¢ozeltisi ilave edilerek pelet pipetin ucu
ile dagitilir, vortekslenir ve 65 °C’de 30 dk ekstraksiyona birakilir (10 dk araliklarla
vorteksleme islemi tekrarlanir). Ekstraksiyondan sonra 10000 rpm’de 1 dk santrifiijlenir
ve siipernatant atilir. BoOylece glutenin disindaki proteinler uzaklastirilir. Pelet
bozulmadan iizerine 0,5 ml A ¢dOzeltisi ilave edilerek pelet yiizeyi yikanir, 10000
rpm’de 5 dk santrifiijlenir ve siipernatant atilir. Tiip pegete lizerine ters gevrilerek kalan

stvt uzaklastirilir (10 dk).

b) Glutenin proteinlerinin ekstraksiyonu ve indirgenmesi (-S-S- baglarinin
kirilmasi)

Gluteninler disindaki proteinleri uzaklastirilan peletin iizerine baslangigta tartilan 6rnek
agirhiginin 7 kat1 kadar Bx ¢ozeltisi ilave edilir, pelet dagitilir, vortekslenir, 65 °C’de 30
dk ekstrakte edilir (10 dk araliklarla vorteksleme islemi tekrarlanir) ve 10000 rpm’de 5
dk santrifijjlenir. Siipernatanttan 100 ul aliarak 100 pl C ¢ozeltisi ile karistirilir.
Karistm 65 °C’de 15 dk ekstrakte edilir, vortekslenir, 10000 rpm’de 2 dk

santrifiijlenerek elektroforez sistemine yliklemeye hazir hale getirilir.

3.2.2.2.3. Jel Hazirlama ve Yiikleme

a) Alt jelin hazirlanmasy/ Seperating gel (% 10’luk akrilamid)

Uygun spacer (1,0 mm) kullanilarak elektroforez jel kaliplari usuliine uygun olarak
hazirlanir ve taragin alt ucundan 5 mm alti cam yazar kalem ile isaretlenir. 4,94 gr
akrilamid, 3,2 ml % 2’lik bisakrilamid ¢o6zeltisi ve 6,5 ml alt jel tampon ¢ozeltisi
karigiminin hacmi saf su ile 49,4 ml’ye tamamlanir. Bu ¢6zeltiden kiigiik bir behere 30

ml aktarilarak tizerine 335 pl % 10’luk SDS c¢ozeltisi, 80 pl % 10’luk amonyum
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persiilfat (APS) ¢ozeltisi ve 34 pul TEMED ilave edilerek kopilirtmeden karistirilir.
Siringa vasitasiyla jel kalibina dokiiliir. Yiizeyin diizglin olmasi ve hava ile temasin
kesilmesi icin birkag damla n-butanol damlatilir ve jellesmeye birakilir (~40 dk). Daha
sonra jelin iist ylizeyindeki n-butanol yavasga saf su ilave edilerek yikanir ve siiziilerek

akitilir. Kalan su kurutma kagidi ile jel bozulmadan uzaklastirilir.

b) Ust jelin hazirlanmasi / Stacking jel (% 3,7’lik akrilamid)

0,365 gr akrilamid, 0,5 ml % 2’lik bisakrilamid ve 2,5 ml iist jel tampon ¢ozeltisi
karisiminin hacmi saf su ile 9,9 ml’ye tamamlanir. Kii¢iik bir behere bu ¢6zeltiden 3 ml
aktarilarak tizerine 60 pl % 10’luk SDS ¢ozeltisi, 45 ul % 10’luk APS ¢ozeltisi ve 9 ul
TEMED ilave edilir ve yavasca karistirilir. Siringa vasitasiyla jel kalibina (iist sinira 2-3
mm kalana kadar) doldurulur ve tarak hava kabarcigi kalmayacak sekilde takilir.
Jellesme tamamlandiktan sonra (15-20 dk) tarak cikarilir ve kuyucuklar saf su ile
yikanir. Jel elektroforez sistemine yerlestirildikten sonra sisteminin alt ve iist tanklari
saf su ile 10 kat seyreltilmis tampon ¢ozeltisi ile doldurulur. Ornekler her bir kuyucuga
15 wl yiikleme yapildiktan sonra SDS-PAGE sisteminde (Bio-Rad, Protean 11Xi)
15 °C’de 40 mA/jel akimda 2 saat 40 dk siireyle kosturulur. Bu c¢aligmada LMW
glutenin desenlerinin belirlenmesinde kontrol amaciyla LMW-1 desenine sahip oldugu
bilinen Lira-1 ve LMW-2 desenine sahip oldugu bilinen Lira-2 veya Kyle durum
bugday cesitleri kullanilmistir.

3.2.2.2.4. Jelin Boyanmasi ve Goriintiilenmesi

Jel, yaklasik 250 ml boyama ¢ozeltisi i¢eren diiz bir kap (30 cm x 20 cm) igine aktarilir
ve 3-4 saat hafifce galkalanarak boyama gergeklestirilir. Jel, fazla boyanin giderilmesi
icin saf su iceren bir kapta 2-3 saat bekletilir. Boyas1 giderilen jel uygun bir zemine
aktarilarak dijital kamera ile fotograflanir, bilgisayar ortaminda islenir ve isimlendirilir.

Sekil 3.7°de SDS-PAGE jel fotograflarinin bir 6rnegi verilmistir.
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HMW
Gluteninler

LMW
Gluteninler

Sekil 3.7: Geri melez bitkilerinde SDS-PAGE yontemiyle LMW glutenin desenlerinin
belirlenmesi

3.2.3. Melezleme Calismalari

DNA markorler taramalar1 (SSR, STS ve GAG 5,6), A-PAGE ve gerektiginde SDS-
PAGE taramalan ile karsilastirilarak hedeflenen QTL bolgesi agisindan genotiplerin
karakterizasyonlar1 yapilmistir. Bu taramalar sonucunda her iki bolgeyi de tasidigi tespit
edilen GMF1 bitkileri tekrarlanan anaglariyla yeniden melezlenmis ve bu sekilde geriye

melezleme iglemi li¢ kez tekrarlanmistir (Sekil 3.8, 3.9).
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Sekil 3.8: Ik kez melezlenen bitkiler Sekil 3.9: Geri melezlemeleri yapilan bitkiler

Her bir geri melez generasyonunda tarama islemleri kombine bir sekilde tekrar
gerceklestirilmistir. Taramalar sonucunda geni tasiyan heterozigot geri melez hatlari
belirlenmis ve bu bitkilerde melezlemeler yapilarak GM3F1 tohumlar elde edilmistir.
Elde edilen heterozigot GM3F1 bitkileri kendilenerek GM3F2 tohumlar elde edilmistir
(Sekil 3.10). GM3F2 bitkilerinde molekiiler ve A-PAGE taramalar1 sonucunda genler
acgisindan  homozigot oldugu tespit edilenler kendilenerek GM3F3 tohumlari
cogaltilmigtir (Sekil 3.11). GM3F3 tohumlar tarlaya ekilmis ve kendilenerek (GM3F4)
tohumlari ¢ogaltilmistir. Elde edilen durulmus geri melez 1slah hatlar1 (GM3F4) ile anag
bitkilerin tohumlarinda kalite analizleri gerceklestirilerek aktarilan QTL bdlgelerinin

kalite tizerindeki etkileri saptanmustir.
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Sekil 3.10: Heterozigot GM3F1 bitkilerinin kendilenerek GM3F2 generasyonunun elde
edilmesi
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M O L

kendilenere

tohum ¢ogaltimi amaciyla yetistirilmesi
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3.2.4. Embriyo Kiiltiirii Calismalar

Melezlemeler sonrasinda geg¢is zamanini azaltmak i¢in embriyo kiiltiiri yapilmistir.
Embriyo kiiltiirleri Arzani ve Mirodjagh (1999)’a gore gerceklestirilmistir. 16-20
giinliikken alinan olgunlagsmamis embriyolar (Sekil 3.12) 1 dakika % 70 etanol ve

ardindan 10 dakika % 5 NaOCI ile muamele edilir ve {i¢ kez durulama yapilir.

Sekil 3.12: Embriyo kiiltiiriine alinan olgunlagmamis tohumlar

MS ortamina ilave olarak 1 mg 176-benzyladenine ve 30 gr 17 sucrose katilir. Tiim
ortam 2.8 gr 1™ agarose (Type 1A, Sigma) ile katilastirilir. Ortama konulan embriyolar
karanlikta 24 °C' de bir hafta veya embriyolar ¢imlenip 15-30 mm uzunluga gelinceye
kadar bekletilir (Sekil 3.13, 3.14, 3.15).
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Sekil 3.14: izole edilen embriyolarin besi
ortamina yerlestirilmesi

Sekil 3.15: Besi ortaminda ¢imlenen olgunlasmamis embriyolar

Embriyolarin ¢imlenmesi sonucu olusan bitkicikler saksilara alinarak, iizerleri seffaf
plastik ile kapatilmis ve sera sartlarina alistirtlmislardir (Sekil 3.16). Bitkiler iki yaprakli

doneme geldiklerinde bireysel olarak saksilara sasirtilmislardir.
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Sekil 3.16: Embriyo kiiltiiriinde ¢imlenen bitkilerin sera sartlarina alistirilmasi

Her bir melezlemeden sonra normalde tohumlarin olgunlagsmasi yaklasik 45 giin
siirmekte, hasat ve harman islemleri sonrasi tohumlarin yeniden ¢imlendirilmesi islemi
toplamda iki ay kadar bir siireyi almaktadir. Oysa melezlemeler sonras1 16-20 giinliik
olgunlagmamis embriyolarin kiiltiire alinmasi1 sonucu yaklasik 24. giinde yeni fideler
elde edilebilmektedir. BoOylece her bir generasyonda bir aydan fazla bir siire
kazanilmakta ve bu da yilda yaklagik {i¢ aya tekabiil etmektedir. Bu calismada
olgunlasmamis embriyo kiiltiiri yardimiyla yilda ikiden fazla generasyon alinmasi

saglanmistir.

3.2.5. Kalite Analizleri

Elde edilen yeni ¢esit adaylar1 anag bitkilerle kargilastirmali olarak kalite analizlerine
tabi tutulmustur. Bu genotiplerden iistiin kaliteye sahip olanlarda melezlemelere devam
edilecek ve tescile sunulacaktir. Anag bitkiler ve gelistirilen GM3F3 hatlarinda agagida

verilen kalite analizleri yapilmistir.
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3.2.5.1. Hektolitre (Test) Agirh@

Bugdaylarin hektolitre agirliklar1 Amerikan Tahil Kimyacilari Dernegi (AACC
International) tarafindan Onerilen standart metoda (AACC Method 55-10) gore
hektolitre test cihazi kullanilarak belirlenmis ve kg/hL olarak ifade edilmistir (Anonim,

2000).

3.2.5.2. Bin Tane Agirhgi

Dort adet yilizer tane bugday Ornegi hassas terazide tartilmig ve oranti kurularak bin
(1000) tane agirligi belirlenmistir. Elde edilen deger % 14 nem esasina gore diizeltilerek

gr/1000 tane olarak ifade edilmistir (Elgiin ve ark., 2002).

3.2.5.3. Camsi, Unsu ve Donmeli Tane Oram

Grobecker kesit aleti kullanilarak dort adet 25 gramlik bugday tanelerinin enine kesiti
elde edilmis ve camsi, unsu ve donmeli endosperm kesit yilizeyine sahip taneler

sayilarak sonuglar oransal (%) olarak verilmistir (Koksel ve ark., 2000).

3.2.5.4. Pigment Icerigi

Ogiitiillen 6rneklerin sar1 renkli pigment (karotenoidler ve flavonoidler) icerikleri,
ornekler su ile doyurulmus n-butanol ile ekstrakte edildikten sonra spektroskopik
(435.8 nm) yaklasimla Ol¢iilmiis ve standart yonteme (AACC Method 14-50) gore
hesaplanmistir (Anonim, 2000; Koksel ve ark., 2000).

3.2.5.5. Oksidatif Enzimlerin (LOX, POD, PPO) Aktiviteleri

Bugdaylarin irmige ogiitiilmesi ve makarnaya islenmesi sirasinda sar1 renk kaybina
ve/ya Uriliniin kararmasina neden olan lipoksijenaz (LOX), peroksidaz (POD) ve
polifenol oksidaz (PPO) enzim aktiviteleri Aalami ve ark. (2007) tarafindan tanimlanan
spektroskopik yontem kullamlarak belirlenmistir. Ogiitiilen bugday ornekleri &nce
uygun bir tampon c¢ozelti ile belirtilen sartlarda ekstrakte edilmis ve santrifiijlenerek

berraklastirilmistir. Ekstraklar LOX aktivitesi i¢in linoleik asit, POD aktivitesi igin
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o-dianisidin ve PPO aktivitesi icin katesol substratlar1 ile uygun sartlarda ayri ayri
muamele edilmis ve absorbans degisimleri spektroskopik olarak takip edilerek her bir

enzimin aktivitesi belirlenmistir (Aalami ve ark., 2007).

3.2.5.6. Nem I¢erigi

Ogiitiilmiis bugday 6rneklerinin nem igerikleri 135 °C’de 60 dakika siireyle etiivde
kurutma yontemi (AACC Method 44-15A) kullanilarak belirlenmistir (Anonim, 2000;
Koksel ve ark., 2000). Bu ¢alisma kapsaminda gerceklestirilen tiim analizlerin sonuglari

% 14 nem esasina gore diizeltilmistir.

3.2.5.7. Protein icerigi

Bugday oOrnekleri oOgiitiildiikten sonra toplam azot (N) igerikleri Dumas Yakma
yontemiyle 6l¢iilmiis ve elde edilen deger 5.7 faktorii ile ¢arpilarak % 14 nem esasina

gore hesaplanmistir (Anonim, 2000; Elgiin ve ark., 2002).

3.2.5.8. Kiil I¢erigi

Ogiitiilen bugday &rneklerinin kiil igerikleri, kiil firminda 570-590 °C’de sabit agirhiga
gelinceye kadar yakma prensibi (AACC Method 08-01) kullanilarak belirlenmis ve
% 14 nem esasina gore diizeltilerek ifade edilmistir (Anonim, 2000; Elgiin ve ark.,
2002).

3.2.5.9. Sedimentasyon Degeri

Ogiitiilen bugday 6rneklerinin sedimentasyon degerleri, Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)
sedimentasyon yontemine (AACC Method 56-70) gore sedimentasyon test cihazi
(Yiicebas Makine Analitik Cihazlar, Izmir) kullanilarak belirlenmistir (Anonim, 2000).
Spesifik sedimentasyon hacimleri ise, her bir bugdayin sedimentasyon hacminin protein
icerigine boliinmesi yoluyla hesaplanmistir (Yiiksel, 2009). Elde edilen sedimentasyon

degerleri 6rneklerin protein igeriklerine boliinerek protein kalitesi de bulunmustur.
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3.2.6. Istatistiksel Degerlendirme

Tesadif bloklar1 deneme desenine gore lic veya dort tekerriirlii olarak elde edilen
veriler, SPSS istatistik programi kullanilarak analiz edilmis ve ortalamalar arasi farklar

Duncan ¢oklu karsilastirma testi ile belirlenmistir (Diizgiines ve ark., 1987).



4. ARASTIRMA BULGULARI

Calismada y-gliadin  45’in  seleksiyonu i¢in A-PAGE, LMW-2 glutenin’in
seleksiyonunda SDS-PAGE ve her iki bolgenin seleksiyonunda dort adet SSR primeri,
bir adet GAG5-6 primeri ve bir adet STS primeri alternatifli veya kombinasyon halinde
hep birlikte kullanilmstir.

4.1. Molekiiler Taramalar

Calismada kullanilan tiim ¢esitlere ait DNA’lar, 1B kromozomunun kisa kolunun ug
kismina haritalanmis birbiriyle siki sekilde baglantili olan Gli-B1 lokusundaki y-gliadin
45 ve Glu-B3 lokusu tarafindan kodlanan LMW-2 glutenin allellerinin varlig1 agisindan
taranmistir. Bu bolgelerle baglantili olan ¢ok sayida primer denenerek her ¢esit icin en
polimorfik olan primerler tespit edilmistir. Yapilan 6n taramalarda Stm264agac, Xgwm
374, Xwmc 51, Xwmc 329, Xwmc 49, Xwmc 619 ve Xwmc 798 primerlerinin,
kullanilan ¢esitler ile Kyle arasinda herhangi bir molekiiler farkliligi gdstermedikleri

baska bir ifadeyle polimorfik olmadiklari tespit edilmistir (Sekil 4.1).

Xgwm 374 Xwmc 329

Stm264agac

Xwmc 51
Xwmc 798

Sekil 4.1: Yapilan taramalarda polimorfik ¢ikmayan primerler
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Yapilan molekiiler taramalar sonucunda Stm542acag, Stm553actc, Xgwm 550, Xgwm
608, GAG5-6 ve STS primerlerinin Kyle ile tescilli ¢esitler arasinda polimorfizm
gosterdigi saptanmistir. Bu primerlerden Stm542acag’ye gore Sariganak-98 ile Salihli-

92 makarnalik bugday cesitlerinin Kyle ¢esidinden farkli oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.2)

Sariganak  Salihli Kiziltan Selguklu
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s
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Sekil 4.2: Stm542acag (% 3’liikk metaphore agarose jel)

IBS kromozomunun kisa kolu iizerinde bulunan Gli-B1 ve Glu-B3 lokuslarina
muhtemel uzakligi 12 cM olan Xgwm 550 primerine gore Kiziltan-91 ¢esidi ile Kyle
arasinda farklilik gorilirken, Sariganak-98, Salihli-92 ve Selguklu-97 gesitleri ile
Kyle’nin benzer bant biiytikliikleri verdigi gozlenmistir (Sekil 4.3).

Saricanak Salihli Selcuklu Kiziltan (Y []

-.._—-.-——--

Sekil 4.3: Xgwm 550 (% 3’liik metaphore agarose jel)

Gli-B1 ve Glu-B3 lokuslarina muhtemel uzakligi 10 cM olan Xgwm 608 primerine gore
Salihli-92 ¢esidi ile Kyle arasinda farklilik goriiliirken, Kiziltan-91, Sariganak-98 ve
Selguklu-97 cesitleri ile Kyle’nin benzer bant biiyiikliikleri verdigi gézlenmistir (Sekil
4.4).

Xgwm 608
Salihli-92

Sekil 4.4: Xgwm 608 (% 3’liik metaphore agarose jel)
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1BS kromozomunun en ug¢ kismina haritalanmis olan ve Gli-B1 ve Glu-B3 lokuslarinin
5 cM fizerinde bulunan Stm553actc primerine gore ¢alismada kullanilan makarnalik
bugday ¢esitlerinin tiimiiniin geri melez 1slahinda donér anag¢ olarak kullanilan Kyle
durum bugday1 ¢esidinden farkli oldugu ve bu primerin tiim ¢esitler i¢in polimorfik

oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.5).

Sariganak Salihli Selguklu Kiziltan

Sekil 4.5: Stm553actc (% 3’liikk metaphore agarose jel)

v-gliadin 45°e spesifik olan GAG5-6 markdriiniin de Stm553acte ile benzer sekilde tiim
cesitler agisindan polimorfik oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.6). Ayrica bu primerden
elde edilen bantlarin ¢ok net olmasi ve gene spesifik bir markor olmasi nedeniyle geri
melez hatlarinin molekiiler taramalarinda ¢ogunlukla GAG5-6 markorii kullanilmistir.
Benzer bir ¢aligmada da y-gliadin ve LMW gluteninlere 6zgii PZR amplifikasyonu
tirtinlerinin analizine dayali olarak iyi veya kotii teknolojik 6zelliklere sahip makanalik

bugday ¢esitleri arasindaki farkliliklar tespit edilebilmistir (D’Ovidio ve ark., 1992).

Kyle

S p— —— - E—

*
y- 45 y-45 & 42 y- 42

Sekil 4.6: GAG5-6 (% 1°lik agarose jel)

Calismada kullanilan STS markoriiniin ise Selguklu-97 ile Kyle arasinda farkli bant
profili verdigi, Sariganak-98, Salihli-92 ve Kiziltan-91 gesitleri ile Kyle arasinda ise
molekiiler diizeyde farkli ¢ikmadigi saptanmistir (Sekil 4.7). y-gliadin 45’e sahip olan
Kyle biri kalin ikisi ince ii¢ bant verirken, y-gliadin 45 tasimayan ¢esitlerin ise biri kalin

biri ince olmak tiizere iki bant verdigi gérilmiistiir.
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Sekil 4.7: STS resmi (% 1°lik agarose jel)

Molekiiler taramalar Gli-B1 ve Glu-B3 QTL lokusuyla baglantili olan mikrosatelit
markorlerinden ¢alismada kullanilan cesitler bakimindan polimorfik oldugu saptanan
Xgwmb550, Xgwm608, Stm553actc, Stm542acag ile y-45 gliadine spesifik olan GAG5-6
ve bir adet STS primeri kullanilarak gerceklestirilmistir. Oncelikle her bir ¢esidin Kyle
ile melezlenmesi ile elde edilen F1 bitkilerinin y-gliadin 45 ve LMW-2 glutenini tasiyan
QTL bolgeleri bakimindan molekiiler taramalar1 yapilarak, aktarilmasi istenen allellerin

varlig1 saptanmistir (Sekil 4.8).

F1 Bitkileri

Kyle F1 Bitkileri

v-45 H HHHH

F1 Bitkileri

selgukiu F1 F1 F1 F F1 F1

v-45 y-42

Sekil 4.8: F1 bitkilerinde GAG5-6 primeri kullanilarak yapilan molekiiler taramalar
(H harfi ile gosterilenler heterozigot olup, aktarilan gen bolgesini tasimaktadirlar.)
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Taramalar sonucunda y-gliadin 45 ve LMW-2 glutenin allellerini tasidig1 saptanan her
bir F1 bitkisi kendi tekrarlanan anaciyla geriye melezlenmistir. Her bir generasyonda
elde edilen geri melez (GM) populasyonlarinin molekiiler seleksiyonu yapilmistir. Sekil
4.9, 4.10, 4.11 ve 4.12°de geri melez bitkilerinde gergeklestirilen markor destekli
seleksiyon ornekleri verilmistir. Her generasyonda anag¢ ¢esitlerin her birine ait geri
melez tohumlarmin bir kismi olgunlagsmamis embriyo kiiltiiriine (MS ortami) alinarak
cimlendirilmis ve bu bitkilerde DNA izolasyonu yapilarak molekiiler taramalar
gerceklestirilmistir. Geri kalan GM tohumlar1 ise dogal yolla olgunlagsmaya birakilmis
ve hasat edildikten sonra taneler ortadan yariya boliinmiistiir. Sadece endospermi
tagtyan kisimlar A-PAGE ve SDS-PAGE taramalarinda kullanilirken embriyo igeren
kisim ¢imlendirilerek DNA’s1 ekstrakte edilmis ve elde edilen DNA’larda molekiiler

taramalar yapilmistir.
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Sekil 4.9: TMBI1 melez ailesine ait anaglar ve geri melez bitkilerinin QTL bolgesi ile
baglantili olan GAG 5-6 markdriiyle taranmasina ait drnek sonuglar

(H harfi ile gosterilen geri melez hatlar1 heterozigot olup, aktarilan gen bolgesini
tagimaktadirlar.)
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A Kyle Salihli
745 y-42

S

Y1 Es

Salihli BC2F1 GAG5-6

primeri ile taramalar

J4

(814108

(D141

Sekil 4.10: TMB2 melez ailesine ait anaglar ve geri melez bitkilerinin QTL bolgesi ile
baglantili olan GAG 5-6 markoriiyle taranmasina ait 6rnek sonuglar
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Sekil 4.11: TMB3 melez ailesine ait anaglar ve geri melez bitkilerinin QTL bolgesi ile
baglantili olan GAG 5-6 markdriiyle taranmasina ait drnek sonuglar

Stmb542acag
Kyle Sariganak BC1F1
y-45 y-42 H H H A H A A H A A H A

Kyle Kiziltan BC1F1
y-45 y-42 A H A H A H H A H H A

Sekil 4.12: TMB1 ve TMB3 melez ailelerine ait anaglar ve geri melez bitkilerinin
Stm542acag primeriyle taranmasina ait 6rnek sonuglar
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Taramalar sonucunda heterozigot oldugu belirlenen GM3F1 hatlar1 kendilenerek
GM3F2 tohumlan elde edilmistir. GM3F2 bitkilerinde molekiiler taramalar yapilarak
genler agisindan homozigot olan bitkiler secilmis kendilenerek tohumlar1 ¢ogaltilmis
(Sekil 4.13, 4.14 ve 4.15) ve elde edilen GM3F3 tohumlar kalite analizlerine yetecek

miktarda tohum tiiretimi amaciyla tarlada gogaltilmistir.

Stm542acag
BC3F2
Salinli Kyle H

Stm542acag
BC3F2
Kyle Saricanak H

Sekil 4.13: TMB1 ve TMB2 melez ailelerine ait anaglar ve GM3F2 bitkilerinin
Stm542acag primeriyle taranmasina ait 6rnek sonuglar

(A: Transfer edilen gen bolgesini tasimayan anag tip geri melez bitkilerini, B: Transfer edilen
gen bolgesini tastyan homozigot geri melez bitkilerini, H: Transfer edilen gen bolgesini tasiyan
heterozigot geri melez bitkilerini gostermektedir.)

Kyle  Saricanak H

Kyle Saricanak

Y -45 Y -42

Sekil 4.14: TMBI1 melez ailesine ait anaglar ve GM3F2 bitkilerinin GAG5-6 primeriyle
taranmasina ait ornek sonuglar
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H H H Kyle Selcuklu H o I

Kyle Selguklu A

Sekil 4.15: TMB4 melez ailesine ait anaglar ve GM3F2 bitkilerinin GAG5-6 primeriyle
taranmasina ait 6rnek sonuglar

Markor destekli geri melez 1slahinda geni 10-20 ¢cM yakininda g¢evreleyen markdrlerin
kullanim1 daha sonraki geri melez generasyonlarinda allel frekansinin azalmayacagini
garanti etmektedir (Visscher ve ark., 1996). Bu calismada da ilgili lokusu 5-14 cM
yakiinda c¢evreleyen molekiiler markorler kullanilarak seleksiyon islemi hizli bir
sekilde gergeklestirilmistir. Hua ve ark. (2009) geri melezleme araciligiyla bir
kiillemeye dayaniklilik genini (pm42) Triticum turgidum var. dicoccoides
aksesyonlarindan ekmeklik bugdaya aktardiklari ¢aliyma sonucunda, markor destekli
bugday 1slah1 ¢aligmasinda gene yakin baglantili molekiiler markdrlerin kullaniminin
genin hizli aktarimini sagladigimi tespit etmislerdir. Luo ve ark. (2009), geni yakindan
cevreleyen markdrlerin  (flanking marker) bugday geri melezleme 1slahinda
kullantminin genin markor destekli aktarimini kolaylastirdigint bildirmiglerdir. Cao ve
ark. (2009) da markor destekli seleksiyona dayali bir bugday islahi programinda
molekiiler markorlerin kullaniminin tekrarlamali seleksiyonu kolaylastirdigini ifade

etmislerdir.

Dong ve ark. (2007), bugday nisastasinin agronomik o6zelliklerini gelistirmek amaciyla
PZR’ye dayali DNA markorii ile geri melezlemeyi kombine bir sekilde kullanmislardir.
F1 bitkileri tekrarlanan anaclartyla bes kez geriye melezlenmis ve elde edilen GM5F1
bitkileri kendilenmistir. Her generasyonda melez bitkiler Wx-D1 lokusu agisindan DNA
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markorii ile taranmistir. Calisma sonuglari, bu g¢alismadan elde edilen bulgularla
paralellik gostermis ve bugday islahinda molekiiler markorler ile geri melezleme
1slahinin birlikte kullaniminin sonuca kisa siirede ve giivenilir bir bi¢imde ulagsmada
yararlt oldugu saptanmistir. Shu ve Wang (2006) da, benzer bir ¢alismada markdr

destekli seleksiyona dayali geri melezleme 1slahi ile bugday nisastasini gelistirmislerdir.

4.2. A-PAGE ve SDS-PAGE Taramalari

Tiim cesitlerde geri melez bitkileri lizerindeki tohumlarin bir kismi embriyo kiiltiiriine
alinmayarak olgunlagsmaya birakilmistir. Olgunlastiktan sonra hasat edilen tohumlarin
bir kism1 A-PAGE taramasina alinmistir. Her bir geri melez generasyonunda molekiiler
markor taramalari, A-PAGE ve SDS-PAGE taramalariyla alternatifli olarak veya
beraberce kullanilarak istenilen lokuslarin aktarimi gilivenilir bir bicimde
gerceklestirilmistir. Her bir melez ailesine ait geri melez 1 bitkilerinin A-PAGE gliadin
elektroforez 6rnekleri Sekil 4.16,4.17, 4.18 ve 4.19°da verilmistir. Sekillerde yer alan A
harfi transfer edilen gen bolgesini tagimayan anag¢ tip geri melez bitkilerini, B harfi
transfer edilen gen bdlgesini tasiyan homozigot geri melez bitkilerini, H harfi ise

transfer edilen gen bolgesini tasiyan heterozigot geri melez bitkilerini gostermektedir.
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Sekil 4.16: TMB1 melez ailesine ait GM1F1 bitkilerinin A-PAGE taramalari
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Sekil 4.17: TMB2 melez ailesine ait GM1F1 bitkilerinin A-PAGE taramalari

Sekil 4.18: TMB3 melez ailesine ait GM1F1 bitkilerinin A-PAGE taramalari
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Sekil 4.19: TMB4 melez ailesine ait GM1F1 bitkilerinin A-PAGE taramalari

Yapilan taramalar sonucunda heterozigot oldugu saptanan GMI1F1 bitkileri kendi
tekrarlanan anaglariyla geriye melezlenerek GM2F1 bitkileri elde edilmistir. GM2F1
generasyonunda da A-PAGE taramalarina devam edilmistir (Sekil 4.20, 4.21) Boylece
A-PAGE taramasiyla geni tasiyan heterozigot geri melez hatlar1 tanimlanmis ve bu
hatlarda da daha sonra DNA taramalar1 gerceklestirilerek heterozigotluk durumu
dogrulanmistir. Calismada embriyo kiiltiiriinden gelen ancak A-PAGE taramalari
yapilamayan hatlar, bir sonraki generasyon tohumlar1 olgunlasmaya birakilarak
A-PAGE taramalarina alinmistir. Boylece her generasyonda alternatifli olarak duble

kontrolle seleksiyon islemi giivenilir bir bigimde gerceklestirilmistir.



| |

Sekil 4.20: TMB1 melez ailesine ait GM2F1 bitkilerinin A-PAGE taraalan

13/11/2009

Sekil 4.21: TMB4 melez ailesine ait GM2F1 bitkilerinin A-PAGE taramalari
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Bu taramalar sonucunda her iki bolgeyi de tasidigi tespit edilen GM2F1 bitkileri
tekrarlanan anaglariyla yeniden melezlenmis ve bu sekilde geriye melezleme islemi {i¢
kez tekrarlanmigtir. Geri melez 3 generasyonuna ait bitkilerde yapilan A-PAGE

taramalarina ait 6rnek sonuglar Sekil 4.22, 4.23, 4.24 ve 4.25’de verilmistir.

Sekil 4.22: TMBL1 melez ailesine ait GM3F1 bitkilerinin A-PAGE taramalari



65

TMB2 BC3F1
Kyle salihli 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 M

|

-
-“%4 |

Hi

-.-u i

«r—:’!uﬂ
—— -

- ‘--_"‘.’
-

A A A A A A A ﬂ -
e —ww®w -
- | b
' L
!l‘

Sekil 4.23: TMB2 melez ailesine ait GM3F1 bitkilerinin A-PAGE taramalari
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Sekil 4.24: TMB2 ve TMB3 melez ailelerine ait GM3F1 bitkilerinin A-PAGE
taramalar1
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118/09/2009

éekil 4.25: TMB4 melez ailesine ait GM3F1 bitkilerinin A-PAGE taramalari

Taramalar sonucunda geni tasiyan heterozigot GM3F1 hatlar belirlenmis ve bu bitkiler
kendilenerek GM3F2 tohumlar1 elde edilmistir. GM3F2 bitkilerinde molekiiler ve
A-PAGE taramalar1 sonucunda genler agisindan homozigot oldugu tespit edilenlerin
(Sekil 4.26, 4.27 ve 4.28) tohumlar1 (GM3F3) serada ¢ogaltilmigtir. GM3F3 tohumlari
kalite analizi i¢in tarlaya ekilip kendilenerek tohumlar1 ¢ogaltilmistir (GM3F4). y-42
gliadin y-45 gliadin alleline kismi dominant oldugundan (Du Cros ve Hare, 1983);
45 bantinin 42 bant1 ile esit seviyede ortaya ¢ikabilmesi i¢in endospermde iki bantin da

bulunmasi veya homozigot olmas1 gerekmektedir.



04 /111200
Sekil 4.26: TMB1 melez ailesine ait GM3F2 bitkilerinin A-PAGE taramalari 4

04/1M/2009

Sekil 4.27: TMB2 melez ailesine ait GM3F2 bitkilerinin A-PAGE taramalari
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A v-42 y-T45

Sekil 4.28: TMB3 melez ailesine ait GM3F2 bitkilerinin A-PAGE taramalar1

Durum bugdaylarinin makarna yapma kalitesinin belirlenmesine yonelik yapilan ¢ok
sayida arastirmada bu calismada oldugu gibi gerek molekiiler gerekse protein
markorlerine dayanan farkli elektroforez teknikleri kullanilmigtir (Du Cros ve ark.,
1982; Starovicova ve ark., 2003; Carrillo ve ark., 2006; Mohd ve ark., 2007; De Angelis
ve ark., 2008; Naghavi ve ark., 2009; Muccilli ve ark., 2010).

Durum bugday1 cesitlerinde y-gliadin 45 ile gluten saglamligi arasindaki iliskinin
genetik baglantisini arastirmaya yonelik yapilan bir ¢alismada farkli orijinli durum
bugday1 c¢esitlerinin gliadin proteinleri, elektroforez teknikleri kullanilarak analiz
edilmistir (Payne ve ark., 1984). Calisma sonucunda arastirmada incelenen ¢esitlerden
makarna yapma kalitesinin ¢ok iyi oldugu bilinen ¢esitlerin tiimiiniin y-gliadin 45 ve
LMW-2 olarak adlandirilan protein bantlarina sahip olduklar1 ve makarna yapma
kalitesinin zayif veya diisiik oldugu bilinen ¢esitlerin ise y-gliadin 42 ve LMW-1

glutenin alt tinitesini igerdikleri saptanmustir. Ayrica, arastirmada y-gliadin 45’1
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kodlayan genlerin LMW-2’yi kodlayan genlerle siki derecede bagli oldugu da

gosterilmistir.

Gliadin ve glutenin proteinleri yiiksek derecede genetik cesitlilige ve yiiksek kalitim
derecesine sahip olduklarindan elektroforez bant profilleri yetistirme kosullarina bagh
degildir (Gregova ve ark., 1995; Galova ve ark., 2002). Bu nedenle bu proteinler
cesitlerin  teshisi, tamimlanmasi1 ve 1slah1 calismalarinda kullanilabilmektedirler
(Naghavi ve ark., 2009). Kanada’da on farkli lokasyonda gergeklestirilen bir ¢aligmada
da bugday c¢esitlerine ait gliadin ve glutenin proteinlerinin yetistirme yerinden ve
kiiltiirel uygulamalardan etkilenmedikleri bu nedenle de gliadin ve glutenin
proteinlerinin elektroforezine dayali seleksiyon tekniklerinin 1slah caligsmalarinda ve
farkli genotipleri belirlemede kullanilabilecegi saptanmistir (Zillman ve Bushuk, 1979).
Naghavi ve ark. (2009), protein markorleri kullanarak 96 yerel ve 18 tescilli makarnalik
bugday c¢esidinin genetik benzerlik ve farkliligini inceledikleri ¢alisma sonucunda
tohum depo proteinlerinin ¢evre faktorlerinden etkilenmemeleri nedeniyle 1slah
caligmalarinda faydali bir ara¢ olarak kullanilabileceklerini bildirmislerdir. Yerel
makarnalik bugday cesitlerinde kalite ile baglantili gliadin ve glutenin proteinlerinin
genetik varyasyonunun incelendigi baska bir c¢alismada ise makarna kalitesini
gelistirmek amaciyla yapilan islah calismalarinda y-gliadin 45 ve 42’nin varliginin
markor olarak kullaniminin ¢aligmay1 kolaylastiracagi ve hizlandiracag ifade edilmistir

(Aguiriano ve ark., 2008).

v-gliadin 42 ve 45 ile yakindan baglantili diisiik molekiiler agirlikli (LMW) glutenin alt
tinitelerinin durum bugdayinda gluten viskoelastikligindeki farkliliklardan sorumlu
oldugu ve bu iki y-gliadinin genetik markor oldugu ilk kez Payne ve ark. (1984)
tarafindan ortaya konulmustur. Daha sonraki yillarda Pogna ve ark. (1990), LMW
gluteninlerinin kalitedeki kantitatif farkliliklara neden oldugunu tespit etmislerdir. Bu
aragtirmada da gliadin proteinlerinin yani1 sira LMW glutenin alt {initeleri de yapilan

seleksiyonlarda kullanilmistir.

Bu caligmada SDS-PAGE yontemi kullanilarak yapilan LMW-2 glutenin’in
seleksiyonuna ait ornekler Sekil 4.29, 4.30 ve 4.31°de verilmistir. Sekillerde tipik
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LMW-1 ve LMW-2 glutenin desenlerine sahip ¢esitlerin SDS-PAGE
elektroforogramlart goriilmektedir. Genel olarak SDS-PAGE taramalar1 A-PAGE
taramalariyla yani LMW glutenin desenleri ve y-gliadin protein tipleriyle paralellik
gostermektedir. Diger bir ifadeyle, y-gliadin 42 proteinini tasiyan bugdaylar LMW-1
glutenin desenine, y-gliadin 45 tasiyan bugdaylar ise LMW-2 glutenin desenine
sahiptirler. Bu nedenle ¢alismada daha ¢ok molekiiler ve A-PAGE taramalar1 yapilmus,
SDS-PAGE taramalar1 gerekli goriildiigii durumlarda gergeklestirilmistir. Farkli bir
aragtirmada da yapilan SDS-PAGE ve A-PAGE analizleri sonucunda y-gliadin 45’e
sahip cesitlerin LMW-2 glutenin alt {nitesini de tasidiklari, y-gliadin 42’ye sahip
cesitlerin ise diisiik molekiiler agirlikli glutenin alt tinitelerinden LMW-1"1 igerdikleri

saptanmistir (Impiglia ve ark., 1995).

Sekil 4.29: Melez anaglarina ait SDS-PAGE glutenin elektroforezleri
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Sekil 4.30: Geri melez hatlarinin SDS-PAGE yontemiyle LMW glutenin desenlerinin
belirlenmesi
(Kontrol gesitler: L1: Lira-1-LMW-1; L2: Lira-2-LMW-2)
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Sekil 4.31: Geri melez hatlarina ait tohumlarda yapilan SDS-PAGE taramalari
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Kalite analizinde kullanilmak iizere tarlada yetistirilen y-gliadin 45’e sahip homozigot
GM3F4 bitkilerinden rastgele alinan oOrneklerde SDS-PAGE (Sekil 4.32, 4.33)
taramalar1 gergeklestirilmis ve gelistirilen 1slah hatlarinin tamaminin y-gliadin 45’in

yant sira LMW-2 glutenin alt {initesini de tasidiklar1 belirlenmistir.

TMB1 GM3F4

3 Sariganak Kyle L1 L2 4 5 6

LMW-2 | Mw-1  LMW-2

Sekil 4.32: TMB1 melez ailesine ait durulmus geri melez hatlarinin SDS-PAGE
yontemiyle LMW glutenin desenlerinin belirlenmesi
(Kontrol gesitler: L1: Lira-1-LMW-1; L2: Lira-2-LMW-2)
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LMW-1 LMW-2

Sekil 4.33: TMB3 melez ailesine ait durulmus geri melez hatlarinin SDS-PAGE
yontemiyle LMW glutenin desenlerinin belirlenmesi
(Kontrol gesitler: L1: Lira-1-LMW-1; L2: Lira-2-LMW-2)

Tescilli ve yerel durum bugday cesitlerinin makarna yapma Kkalitesi farkli ¢alismalarda
LMW-2 gluteninlerinin varligi géz éniinde bulundurularak aragtirilmistir (Doust ve ark.,
1996; Troccoli ve ark., 2000; Raciti ve ark., 2003; Lerner ve ark., 2004; Sissons ve ark.,
2005; Muccilli ve ark., 2010). Kalite ile baglantili diisiik ve yiiksek molekiiler agirlikli
glutenin alt tiniteleri kullanilarak durum bugdayinin karakterizasyonunun yapildig: bir
diger arastirma (Raciti ve ark., 2003) sonucunda, makarna yapma kalitesini gelistirmek
icin 1slah programlarinda glutenin alt initelerinin gerek seleksiyonda gerekse gen
kaynaklarinin karakterizasyonunda olduk¢a faydali oldugu tespit edilmistir. Benzer
sekilde Kovacs ve ark. (1994), Sissons ve ark. (2005) ile Mohd ve ark. (2007) da diisiik
molekiiler agirlikli glutenin alt Ginitelerinin makarna yapma kalitesinin belirlenmesinde
kullanilabilecegini ve ayrica bu 6zellikleri incelemek igin kiigiik 6rnek miktarlar yeterli

oldugundan 1slah programlarinda da kullaniminin uygun oldugunu belirtmislerdir.
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4.3. Kalite Analizi Sonuclari

4.3.1. Fiziksel Ozellikler

Bugdayin uygun oldugu son iiriinii ve kalitesini tayin eden fiziksel 6zelliklerin basinda

bin tane agirhigi, hektolite agirligi ve camsiligr gelmektedir.

4.3.1.1. Bin Tane Agirhgi

Melez ailelerine iligkin bin tane agirliklar1 Cizelge 4.1°de sunulmustur. Geri melez 1slah
hatlarinin bin tane agirliklar1 34,5-42,6 gr (ortalama 36,9 gr) arasinda degisim
gosterirken, anaglarin bin tane agirhiklart 31,1-37,6 gr (ortalama 35,9 gr) olarak
belirlenmistir. Bu veriler gelistirilen makarnalik bugday hatlarmin tane boyutlar
bakimindan irmik/makarna {iretimi i¢in yeterli diizeyde (Hoseney, 1994; Elgiin ve

Ertugay, 1995; Bushuk, 1998) olduklarini gostermektedir.

Cizelge 4.1: Melez ailelerine ait durulmus geri melez 1slah hatlarinin (GM3F4) ve
anaclarinin 6nemli fiziksel 6zellikleri

Anaclar/ Bin Tane Hektolite Camsihik Nem Oram

Melez Ailesi Agirhg (gr) agirhg (kg) Oram (%) (%)
Kyle 36,7b 79,2 ¢ 99,75 ab 10,43 ab
Saricanak-98 36,8b 82,3a 99,10d 9,80 bcd
TMB-1 GM3F4 35,5 cd 80,6 b 99,45c¢c 10,33 abc
Kyle 36,7b 79,2 ¢ 99,75 ab 10,43 ab
Salihli-92 37,1b 82,3a 98,99d 9,40 de
TMB-2 GM3F4 42,6 a 79,0c 99,88 a 10,97 a
Kyle 36,7b 79,2 ¢ 99,75 ab 10,43 ab
Kiziltan-91 376 b 78,2d 99,80 ab 10,27 bc
TMB-3 GM3F4 34,8d 75,8 f 99,80 a 9,97 bcd
Kyle 36,7b 79,2 ¢ 99,75 ab 10,43 ab
Sel¢uklu-97 3l,1le 76,8 e 99,80 a 9,67 cd
TMB-4 GM3F4 34,5d 745¢g 99,77 ab 8,97 e
Degisim Aralhigi 31,1-42,6 74,5-82,3 98,99-99,88 8,97-10,97
Genel Ortalama 36,3 78,8 99,59 9,98
Hatlarin Ortalamasi 36,9 77,5 99,73 10,06
Anaclarin Ortalamasi 35,9 79,8 99,48 9,91

Degerler %14 nem esasina gore olup, ayni siitunda degisik harflere sahip ortalamalarin farki istatistiksel
olarak 6nemlidir (P<0,01).
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TMB2 melez ailesine iligkin hattin (42,6 gr) yiiksek makarnalik kalitesine sahip Kyle
(36,7 gr) cesidinden daha yiiksek, TMB2 (42,6 gr) ve TMB4 (34.5 gr) melez ailelerine
iliskin 1slah hatlarinin da anaglar1 Salihli-92 (37,1 gr) ve Sel¢uklu-97 (31,1 gr)
cesitlerinden daha yiiksek bin tane agirliklarina sahip olduklar1 belirlenmistir

(Sekil 4.34).
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Sekil 4.34: Melez ailelerine ait durulmus geri melez islah hatlarinin (GM3F4) ve
anaglarinin bin tane agirliklari

Ev (2006), makarnalik bugdayda bin tane agirligi ile bitki boyu, basaktaki tane sayisi ve
tane verimi arasinda olumlu ve onemli, gluten indeks, azot dozu, protein ve zeleny
sedimentasyon arasinda ise olumsuz ve onemsiz iliskiler saptamistir. Yiirlir ve ark.
(1987) ile Giizel ve ark. (1988) da benzer iliskiler tespit etmislerdir. Bu ¢alismada da
bin tane agirlig1 fazla olan 1slah hatlarinin protein oranlarimin daha diisiik oldugu

saptanmistir (Cizelge 4.2).

Bununla birlikte, bin tane agirhig1 arttikga endosperm/kabuk orani artmakta ve boylece
irmik verimi de yiikselmektedir. Bu nedenle bin tane agirligi 6giitme kalitesinin
belirlenmesinde Onemli bir faktordiir. Bin tane agirligi ile irmik verimi arasindaki

iliskinin incelenmesi amaciyla farkli ¢evrelerden toplanan 174 adet makarnalik bugday
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hattinin kullanildigi bir ¢alismada her iki 6zellik arasinda 6nemli bir iliski oldugu ortaya

konulmustur (Matsuo ve Dexter, 1980).

4.3.1.2. Hektolitre (Test) Agirhgi

Melez ailelerine ait durulmus geri melez 1slah hatlarinin (GM3F4) ve anaglarinin
hektolitre agirliklarina iligkin analiz sonuglart Cizelge 4.1’de verilmistir. Geri melez
1slah hatlarinin hektolitre agirliklar1 74,5-80,6 kg (ortalama 77,5 kg) arasinda degisim
gostermistir. TMB1 melez ailesine ait hattin (80,6 kg) yiiksek makarnalik kalitesine
sahip Kyle ¢esidinden (79,2 kg) daha yiiksek, TMB2 melez ailesine ait hattin (79 kg) ise
Kyle ¢esidine (79,2 kg) benzer hektolitre agirligina sahip oldugu tespit edilmistir
(Sekil 4.35).
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Sekil 4.35: Melez ailelerine ait durulmus geri melez islah hatlarinin (GM3F4) ve
anaglarinin hektolitre agirliklar

Hektolitre agirligt makarnalik bugday standartlarinda tanenin saglamliginin, 6gilitme
kalitesinin ve irmik veriminin bir gostergesi olarak yaygin bir sekilde kullanilan temel
fiziksel kalite unsurlarindan biridir (Célkesen, 1990; Soylu, 1998; Unal, 2009).

Makarnalik bugdaylarda hektolitre agirligi ile irmik verimi arasinda pozitif bir iliski
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vardir (Dalgam, 1993). Bu nedenle durum bugdaylarinda hektolitre agirliginin ytiksek
olmasi istenir. Hektolitre agirhigi 1. simif makarnalik bugdaylar i¢in 80 kg ve lizeri, 2.
sinif makarnalik bugdaylarda 78 kg ve iizeri, 3. smiflar i¢in ise 76 kg ve tizeri olarak
belirlenmistir (Yiirtir, 1994). Bu ¢alismada gelistirilen TMB1 ve TMB2 melez ailelerine
ait hatlarin 1. sinif makarnalik bugdaylar i¢in belirlenen hektolitre agirligini gosterdigi

tespit edilmistir.

Konya kosullarinda bazi ekmeklik ve makarnalik bugday c¢esitlerinde azotlu
giibrelemenin verim ve kalite lizerine etkisinin arastirildigi bir ¢alismada, hektolitre
agirhigr ile yas gluten, azot dozu, gluten indeks, zeleny sedimentasyon, sertlik ve protein
arasinda olumsuz ve 6nemsiz iliskiler oldugu belirlenmistir (Ev, 2006). Demir ve ark.
(1987) ile Kanbertay (1994) ve Ozseven (1995) de benzer sonuglar elde etmislerdir.
Kogak ve ark. (1992), cogunlukla sert tane yapili ¢esitlerin hektolitre agirliklarinin daha
yiiksek oldugunu tespit etmislerdir.

4.3.1.3. Camsi, Unsu ve Donmeli Tane Oram

Melez ailelerine iliskin camsilik oranlar1 Cizelge 4.1’de verilmistir. Bu g¢alismada
gelistirilen makarnalik bugday 1slah hatlarinin camsilik oranlarmin % 99,45-99,88
arasinda degistigi (ortalama % 99,73) tespit edilmistir. TMB2 (% 99,88),
TMB3 (% 99,80) ve TMB4 (% 99,77) melez ailelerine ait hatlarin yliksek makarnalik
kalitesine sahip Kyle (% 99,75) ¢esidine benzer ya da daha yiiksek camsilik oranlarina
sahip olduklar1 belirlenmistir (Sekil 4.36). Gelistirilen hatlarda unsu taneye
rastlanmamistir. Bu veriler makarnalik bugday hatlarinin camsilik oranlar1 bakimindan

irmik/makarna lretimi i¢in yeterli diizeyde (Hoseney, 1994; Elgiin ve Ertugay, 1995;
Bushuk, 1998) olduklarin1 géstermektedir.

Tanenin camsilig1 bagka bir ifadeyle sertligi ve yumusakligr tanenin 6giitiilmesi, irmik
verimi ve parlakligi agisindan 6nem tagimaktadir. Camsi olmayan tanelerin irmik verimi
tizerine olumsuz etkisi vardir (Troccoli ve ark., 2000). Genellikle sert tanelerin gluten

miktar1 fazla, makarnalik kalitesi daha iyidir. Bu nedenlerle kaliteli makarnalik bugday
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tanesinin oldukga sert yapili ve camsit goriiniimlii olmasi istenmektedir (Coskun, 2001,

Morris, 2004; Dziki ve Laskowski, 2005).
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Sekil 4.36: Melez ailelerine ait durulmus geri melez islah hatlarinin (GM3F4) ve
anaclarinin camsilik oranlari

Cams: tanelerin orani artikga irmik verimi ve dolayisiyla makarna kalitesi de
artmaktadir (Aktan ve Atli, 1993). Makarnalik bugdaylarda donmeli tane oranindaki
% 10’luk artig protein oraninda % 1’lik bir diisiise neden olurken (Dhaliwal ve ark.,
1981), unsu tane oranindaki % 10’luk artis ise irmik veriminde % 1-1,6 arasinda

degisen bir kayba neden olmaktadir (Eser, 1996).

Makarnalik bugdaylarda camsi tane oraninin ¢esitlere gore degistigi bilinmektedir (Ath
ve ark. 1993; Yazar ve Karadogan, 2008). Tanenin sert veya yumusak olmasi, ¢eside
bagli bir 6zellik oldugu halde iklim sartlarinin etkisi ile de biiyiikk degismeler gosterir.
Camsilik, makarnalik bugdaylarda cevreden en fazla etkilenen kalite kriterlerinden
biridir.

Yapilan c¢alismalarda makarnalik bugdaylarda sertlik ile hektolitre agirligi, gluten
indeks, bitki boyu, sapli agirlik, bagaktaki tane agirlig1 ve tane verimi arasinda olumsuz

ve Onemsiz, basak uzunlugu, basaktaki tane sayisi, hasat indeksi, zeleny sedimentasyon,
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bin tane agirhigi, yas gluten ve protein orani arasinda ise olumlu ve dnemsiz iligkiler
saptanmistir (Durutan ve Karaca, 1987; Mizrak ve Atli, 1987; Ev, 2006). Yiiksek camsi
tane oranina sahip olan genotipler daha yliksek ham protein oranina sahip olmaktadir
(Porceddu ve ark., 1973; Aydin ve ark., 1999). Bu ¢alisma da da camsilik orani yiiksek
hatlarin protein oranlarinin da yiiksek oldugu saptanmistir (Cizelge 4.2).

Makarnalik bugdaylarda donmeye hassas ve dayanikli olduklar1 belirlenen hatlarla
yapilan melezleme calismalari sonucunda, F4 ve daha sonraki generasyonlarda
donmeye dayaniklilik bakimindan seleksiyon yapilabilecegi ve donme ile protein, bin
tane ve hektolitre agirliklar1 arasinda olumsuz bir iliski oldugu tespit edilmigtir
(Gricnac, 1970). Italya’da yapilan bir arastirmada da benzer sekilde dénmeli tane orani

ile protein oran1 arasinda negatif bir iliskinin bulundugu saptanmistir (Porceddu ve ark.,

1973).

4.3.1.4. Nem Icerigi

Bu calismada elde edilen 1slah hatlarinin % 8,97-10,97 arasinda degisim gosteren nem
oranlarmin ortalamasinin % 10,06 oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.1). Bugdayin nem
orani ticareti ve depolanabilmesi agisindan ¢ok dnemlidir. Tirkiye bugdaylarinda nem
miktar1 ideal degerlere yakin olmakla birlikte % 8-14 arasinda degisir, ortalama % 9-
11'dir (Unal, 2009). Bu calismada elde edilen hatlara ait nem degerlerinin de ideal
sinirlar icerisinde oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.37).

Avrupa bugdaylarinda su miktar1 % 14'den fazla oldugundan (Hollanda, Almanya,
Ingiltere) depolamadan énce bugday taneleri kurutulur. Ciinkii bugdaylarda nem orani
icin Ust smir % 14.6'dir. Cok kuru bugdaylar tasimada kolaylikla kirildigindan ve kirik
tanelerin de yabancit maddeden sayilmasindan dolay1 bugdaylarda nem miktarinin ¢ok

diisiik olmas1 da istenmez (Unal, 2009).
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Sekil 4.37: Melez ailelerine ait durulmus geri melez islah hatlarinin (GM3F4) ve
anaclarinin nem oranlari

4.3.2. Protein Miktar ve Ozellikleri

Makarnalik bugdaym protein icerigi ve Ozellikleri makarna kalitesini belirleyen

ozelliklerin baginda gelmektedir (Bushuk, 1998; Troccoli ve ark., 2000).

4.3.2.1. Protein Miktar

Melez ailelerine iligskin bugdaylarin % 14 nem esasina gore protein igerigi % 14,8-16,3
(ortalama % 15,4) arasinda degisim gosterirken anaglarin protein miktar1 % 13,8-15,4
(ortalama % 14,4) arasinda degismistir (Cizelge 4.2). Gelistirilen geri melez 1slah
hatlarinin tamaminin kendi anaglarindan daha yiiksek protein oranina sahip olduklar
tespit edilmistir (Sekil 4.38). Bununla birlikte TMB3 (% 15,8) ve TMB4 (% 16,3) melez
ailelerine ait geri melez 1slah hatlarinin protein miktarlarinin Kyle (% 14,8) ¢esidinden
yiksek, TMB1 (% 14,8) ve TMB2 (% 14,9) melez ailelerine ait geri melez 1slah
hatlarinin protein miktarlarinin ise Kyle (% 14,8) ¢esidiyle benzer degerlerde oldugu

saptanmistir.
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Cizelge 4.2: Melez ailelerine ait durulmus geri melez 1slah hatlarinin (GM3F4) ve
anaglarinin protein igerikleri, sedimentasyon hacimleri ve kiil miktarlar

Anaclar/ Protein Sedimentasyon Spesifik Kiil
MelechiIesi Icerigi Hacmi Sedimentasyon Miktari
(%) (mL) Hacmi (mL) (%)
Kyle 14.8d 22,1d 1,49c 1,54 de
Saricanak-98 13,89 179e 1,30d 1,48 ef
TMB-1 GM3F4 14.8d 22,5d 152c 165c
Kyle 14.8d 22,1d 1,49c 1,54 de
Salihli-92 14,0f 18,2 ¢ 1,31d 1,62 cd
TMB-2 GM3F4 149d 32,7a 2,19a 1,65¢
Kyle 14.8d 22,1d 1,49c 1,54 de
Kiziltan-91 14,2 ¢ 259¢c 1,82b 1,45 f
TMB-3 GM3F4 158 b 28,2Db 1,78 b 1,73b
Kyle 148 d 22,1d 1,49 ¢ 1,54 de
Sel¢uklu-97 15,4 c 26,5 bc 1,73b 1,59 cd
TMB-4 GM3F4 16,3 a 27,5 bc 1,60c 1,87a
Degisim Arahig 13,8-16,3 17,9-32,7 1,30-2,19 1,45-1,87
Genel Ortalama 14,9 24,6 1,64 1,62
Hatlarin Ortalamasi 154 27,7 1,77 1,73
Anaclarin Ortalamasi 14,4 22,1 1,53 1,54

Degerler %14 nem esasina gore olup, ayni siitunda degisik harflere sahip ortalamalarin farki istatistiksel
olarak énemlidir (P<0,05).

Protein orant makarnalik bugdaylarda iiriin kalitesini dogrudan etkiledigi i¢in
kullanilacak bugdaylarin protein oraninin % 13’den fazla olmas: istenmektedir (Unal,
2009). Bu ¢alismada gelistirilen 1slah hatlarinin protein igeriklerinin makarna tiretimi

i¢in yeterli diizeyde oldugu tespit edilmistir.

Makarnalik bugdayda istenen kalite Kriterlerinin baginda protein orani gelmektedir
(Colkesen, 1990; Soylu, 1998). Bugdayin kullanim amacinin saptanmasinda
kullanilabilecek en etkili kimyasal veri protein miktaridir. Protein orani hizli ve kolay

bir sekilde belirlenebilmektedir (Eser ve ark., 1993).

Makarna iiretiminde kullanilacak bugdayin protein oraninin % 13 veya daha fazla,
serbest ekmek Ttretiminde % 13-14, tava ekmegi tretiminde % 12-13, biskiivi
tiretiminde % 8,5-10,5 ve pasta iiretiminde % 9-9,5 olmas1 gerekmektedir (Unal, 2009).
Protein orani en az % 13 olan makarnalik bugdaylarin miikemmel bir iiriin verdikleri,

protein oran1 % 11’in altinda olan bugdaylardan ise daha diisiik kalitede iiriin elde
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edilebildigi bildirilmistir (Porceddu, 1995). Bu calismada elde edilen 1slah hatlarinin

protein igeriklerinin (ortalama % 15,4) kaliteli makarna {iretimi i¢in istenen degerlerde

oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.38: Melez ailelerine ait durulmus geri melez islah hatlarinin (GM3F4) ve
anaglarinin protein miktarlari

Makarnalik bugdayda 6nemli bir kalite kriteri olan protein miktarinin camsilik tizerinde
olumlu bir etkisi bulunmaktadir (Porceddu ve ark., 1973). Bu ¢alismada da donmeli tane

oraninin (ortalama % 0,41) oldukea diisiik oldugu saptanmistir (Cizelge 4.1).

Calismadaki melez ailelerine ait hatlar ve anaglar ayn1 cevrede ve aym kiiltiirel
uygulamalarla yetistirildigi icin protein igerigindeki farkliliklarin daha ¢ok genetik
kaynakli oldugu sdylenebilir. Tanede protein miktarinin ¢eside bagl olarak % 9,2-16,8
arasinda degistigi (Ath ve ark., 1993; Akman ve ark., 1999) ve protein oraninin gevre
sartlar1 ve uygulanan kiiltiirel islemlere gore farklilik gosterdigi farkli arastirmacilar
tarafindan ifade edilmistir (Atli ve ark., 1993; Yazar ve Karadogan, 2008). ElI-Haramein
ve ark. (1998) da protein oraninin ¢esitlere bagli olmakla birlikte cevreye gore de

degistigini, protein oraninin &zellikle tane dolum donemindeki yagis ve sicaklik ile

giibreleme, yetistirme teknikleri, biotik stresler, sulama zamani ve miktarina bagh
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olarak degistigini belirtmislerdir. Genel olarak kurak yerlerde ve azotu bol topraklarda

yazlik olarak ekilen sert bugdaylarin protein miktar1 daha fazla olmaktadir.

Kanbertay (1984), 1slah g¢aligmalarinda protein oram1 ve donme agisindan
seleksiyonlarin durulmus hatlarda yapilmasinin uygun olacagimi bildirmistir. Bu

calismada da kalite analizleri durulmus 1slah hatlarinda (BC3F4) yapilmistir.

4.3.2.2. Sedimentasyon Degeri

Melez ailelerine ait sedimentasyon ve spesifik sedimentasyon hacimleri Cizelge 4.2°de
verilmigtir. Makarnalik bugday islah hatlarinin sedimentasyon hacimleri 22,5-32,7 mL,
anaglarin  sedimentasyon hacimleri ise 17,9-26,5 mL arasinda degismistir.
Sedimentasyon hacmi bakimindan hatlarin  ortalamasinin 27,7 mL anaglarin
ortalamasimin ise 22,1 mL oldugu belirlenmistir. Anac¢ olarak secilen c¢esitlerden
Sariganak-98 ve Salihli-92’nin sedimentasyon degerlerinin (17,9 ve 18,2 mL) yiiksek
makarnalik kalitesiyle bilinen Kyle ¢esidinden (22,1 mL) diisiik oldugu goriilmektedir
(Sekil 4.39). Ayrica gelistirilen geri melez 1slah hatlarinin  tamamimin kendi

anaglarindan daha yiiksek sedimentasyon hacmine sahip olduklari da tespit edilmistir.

TMB2 (32,7 mL), TMB3 (28,2 mL) ve TMB4 (27,5 mL) melez ailelerine iligkin
hatlarin yiiksek makarnalik kalitesine sahip Kyle ¢esidinden daha yiiksek, TMB1 melez
ailesine iligskin 1slah hattinin (22,5 mL) ise Kyle (22,1 mL) ile benzer sedimentasyon

degerlerine sahip oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.2).
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Sekil 4.39: Melez ailelerine ait durulmus geri melez islah hatlarmin (GM3F4) ve
anaclarmin sedimentasyon hacimleri

Bu ¢alismada, saptanan sedimentasyon hacimleri protein igeriklerine boliinerek protein
kalitesini daha iyi yansitan spesifik sedimentasyon hacimleri de hesaplanmistir (Cizelge
4.2). Islah hatlarmin spesifik sedimentasyon hacimleri 1,52-2,19 mL (ortalama
1,77 mL) arasinda, anaglarinki ise 1,30-1,82 mL (ortalama 1,53 mL) arasinda
degismistir. Gelistirilen geri melez 1slah hatlarinin tamaminin kendi anaglarindan daha

yiiksek sedimentasyon hacmine sahip olduklari belirlenmistir (Cizelge 4.2).

TMB2 (2,19 mL) ve TMB3 (1,78 mL) melez ailelerine iliskin hatlarin yiiksek
makarnalik kalitesine sahip Kyle ¢esidinden (1,49 mL) daha yiiksek, TMB1 (1,52 mL)
ve TMB4 (1,60 mL) melez ailelerine iliskin 1slah hatlarinin ise Kyle (1,49 mL) ile

benzer spesifik sedimentasyon degerlerine sahip oldugu belirlenmistir (Sekil 4.40).
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Sekil 4.40: Melez ailelerine ait durulmus geri melez islah hatlarinin (GM3F4) ve
anaglarinin spesifik sedimentasyon hacimleri

Yiiksel (2009), bazi makarnalik bugday ileri 1slah hatlarmin kalite 6zelliklerini
inceledigi calismada y-gliadin 45 ve y-gliadin 42 proteinlerine sahip olan genotiplerin
protein igeriklerinin birbirine yakin oldugunu, ancak y-gliadin 45 proteinine sahip
olanlarin protein kalite gostergeleri (sedimentasyon hacmi ve spesifik sedimentasyon
hacmi) yoniinden daha yiiksek degerlere sahip olduklarini tespit etmistir. y-gliadin 45’e
sahip olan hatlarin protein kalitelerinin, dolayisiyla makarna pigsme kalitelerinin daha iyi
oldugu farkli arastirmacilar tarafindan da bildirilmistir (Nachit ve ark., 1995;
Pena, 2000; Edwards ve ark., 2007). Bu c¢alismada da gelistirilen 1slah hatlarinin
hepsine y-gliadin 45 geni aktarilmig ve boylece hatlarin protein kaliteleri yiikseltilmistir
(Cizelge 4.2).

Calismada y-gliadin 45 ve LMW-2’ye sahip 1slah hatlarmin SDS sedimentasyon
hacminin ortalama 27,7 mL oldugu, y-gliadin 42 ve LMW-1’e sahip anag ¢esitlerin ise
ortalama SDS sedimentasyon hacminin 22,1 mL oldugu tespit edilmistir. Boylece
calismada Gli-B1 lokusundaki gliadin ile {istiin SDS sedimentasyon hacmi arasinda
pozitif bir iliski oldugu bir kez daha ortaya konulmustur (Damidaux ve ark., 1978; Kaan
ve ark., 1995).
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Kaan ve ark. (1995) yaptiklar1 ¢calismada yerel cesit, 1slah hatt1 ve tescilli makarnalik
bugday cesitlerinde makarna yapma kalitesinin belirlenmesi amaciyla gliadin ve
glutenin proteinlerinin varliginin yanisira sedimentasyon hacmini ve protein igerigini de
incelemislerdir. Yapilan arastirmalarda Kuzey Afrika, italya ve Tiirkiye’deki yerel
cesitlerin ve diger genetik kaynaklarin SDS hacminin ¢ogunlukla yiiksek oldugu tespit
edilmistir (Chihab, 1990; Kaan ve ark., 1995). Ayrica Tirkiye’deki yerel makarnalik
bugday cesitlerinin protein igeriginin yiiksek, Suriye ve Urdiin’dekilerin ise protein

igeriginin diinya ortalamasindan diisiik oldugu belirlenmistir (Kaan ve ark., 1995).

Sedimentasyon degeri protein kalitesini belirleyen ve daha ¢ok kalitimin etkisi altinda
olan bir kriterdir (Zeleny, 1971; Atli, 1987). Sedimentasyon, glutenin kalitesi hakkinda
bilgi veren, cesitlere ait genetik bir 6zellik olup diger kalite kriterlerine gore ¢evreden
daha az etkilenmektedir. Kogak ve ark. (1992) da sedimentasyon degerinin g¢evreye
nazaran genotiplerin genetik yapilarindan daha fazla etkilendigini ifade etmislerdir.
Marchylo ve Schlichting (2008), gluten saglamliginin SDS sedimentasyon araciligiyla

Olciilebilecegini bildirmislerdir.

Kogak ve ark. (1992), yaptiklart calismada inceledikleri 24 bugday ¢esidinin
sedimentasyon degerlerinin 18,8 mL ile 43,8 mL arasinda degistigini ve sedimentasyon

degerinin ¢evreye gore genotipten daha fazla etkilendigini bildirmislerdir.

Yapilan galismalarda makarnalik bugdayda sedimentasyon hacmi ile basaktaki tane
sayist arasinda olumsuz ve 6nemli, sapli agirlik, hasat indeksi, basaktaki tane agirligi,
bin tane agirligi, basak uzunlugu, hektolitre agirligi, bitki boyu ve tane verimi arasinda
ise olumsuz ve Onemsiz iliskiler saptanmistir (Carter ve ark., 1999; Ev, 2006). Bu
calismada da 1slah hatlar1 arasinda en diisiik sedimentasyon hacmine sahip TMB1 melez
ailesine ait hattin hektolitre agirligimin diger hatlardan daha yiiksek oldugu
belirlenmistir (Cizelge 4.1).

Italya’da yapilan bir melezleme c¢alismasinda elde edilen F2’lerin tanelerine iliskin
gliadin ve glutenin alt {initelerinin bant yapilar1 ve kalitimlari incelenmistir (Pogna ve

ark., 1990). Arastirmada, Glu-B3 lokusunda bulunan LMW alt iinitelerini kodlayan
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genlerin SDS sedimentasyon degerindeki ve gluten saglamligindaki farkliligi ortaya
cikarttigi tespit edilmistir. Ayni ¢calismada gliadin bantlarinin ise bu iki 6zellik agisindan
bir markor olarak kullanilabilecegi de bildirilmistir. Bu calismada da gelistirilen 1slah
hatlarinin tiimiine LMW-2 glutenin alt iinitesi aktarilmis ve bdylece anaglarindan daha

yiiksek sedimentasyon degerlerine sahip olduklari saptanmistir.

Impiglia ve ark. (1995), gliadin ve glutenin komponentlerinin makarnalik bugdayin
kalitesine etkisini arastirdiklar1 calismada tohum depo proteinlerinin elektroforez
teknikleriyle analizlerine ilave olarak protein igerigi, bin dane agirligi, camsilik,
pigment miktart ve SDS sedimentasyon testi gibi kalite ozellikleri de arastirilmistir.
LMW-2 ve LMW-1 glutenin alt {initelerine sahip c¢esitler arasinda bin dane agirligi,
protein miktari, camsilik ve pigment miktar1 bakimindan istatistiki a¢idan Onemli
diizeyde farkliliklar saptanmazken, SDS sedimentasyon hacmi bakimindan Onemli
farkliliklar saptanmistir. Ortalama SDS hacminin LMW-2’ye sahip olan c¢esitlerde
34,2 mL, LMW-1’e sahip olanlarda ise 22,3 mL oldugu saptanmistir. Akdeniz
cevresinde yetistirilen 171 adet yerel makarnalik bugday cesidinin kalite 6zelliklerinin
belirlendigi bir diger arastirmada da benzer sonuglar elde edilmistir (Nachit ve ark.,
1995). Incelenen makarnalik bugday cesitlerinden y-gliadin 45 ve 42’ye sahip olanlar
arasinda protein miktar1 (%), camsilik (%), pigment miktarlar1 ve bin dane agirliklari
arasinda istatistiki agidan 6nemli farkliliklar saptanmazken, SDS sedimentasyon hacmi
ve indeksi acisindan 6nemli farkliliklar saptanmistir. Gliadin 45°e sahip ¢esitlerin SDS
sedimentasyon hacminin ortalama 25,7 mL oldugu, gliadin 42’ye sahip ¢esitlerin ise
ortalama SDS sedimentasyon hacminin 18,5 mL oldugu tespit edilmistir.
Arastirmacilar, yiiksek sedimentasyon hacmi degerlerinin y-gliadin 45’in varhig ile,
diisik sedimentasyon hacminin ise y-gliadin 42’nin varligi ile baglantili oldugu
sonucuna varmiglardir. Yapilan farkli bir ¢alismada da SDS sedimentasyon hacmi
kullanilarak, LMW-1 glutenin kompozisyonunun kotii gluten kalitesi gosterirken,
LMW-2 glutenin kompozisyonunun ise en 1iyi gluten kalitesini verdigi ortaya
cikarilmistir (Raciti ve ark., 2003). Ayrica ¢aligmada LMW-2 glutenin alt {initesinin
varhigimin yiiksek sedimentasyon hacmi ile baglantili oldugu da ifade edilmistir.
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Bu c¢alismada belirlenen protein igerikleri ve sedimentasyon hacimleri birlikte
degerlendirildiginde (Cizelge 4.2) gelistirilen 1slah hatlarinin makarna iretim

potansiyellerinin anaglarindan ¢ok daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.

4.3.2.3. Kiil i¢erigi

Calismada elde edilen geri melez 1slah hatlarmin % 1,65-1,87 (ortalama % 1,73)
arasinda degisim gosteren kiil iceriklerinin kaliteli makarna iiretimi icin ideal sinirlar
arasinda oldugu saptanmistir (Cizelge 4.2, Sekil 4.41). Bitkisel bir maddenin yakilmasi
sonucu, anorganik madde oksitlerinin olusturdugu kalinti kiilii olusturmaktadir. Kiil
orani ortalama % 1,3-2,5 arasinda degismektedir. Sert bugdaylarin kiil miktarlari
cogunlukla yiiksektir. Istenilen kalitede makarna {iretimi icin kismen diisiik miktarda

kiil icerigi istenir (Boyacioglu ve Tiilbek, 2002; Yeyinli ve Kose, 2006).
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Sekil 4.41: Melez ailelerine ait durulmus geri melez 1slah hatlarinin (GM3F4) ve
anaglarmin kiil igerikleri
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4.3.3. Pigment Icerikleri ve Oksidatif Enzim Aktiviteleri

Makarnalik bugdayin sar1 renkli pigment icerigi ve oksidatif enzimlerin (LOX, PPO ve
POD) aktiviteleri makarna kalitesinde 6nemli bir kalite kriteri olan parlak sar1 renk

olusumunda etkilidir (Coskun, 2001; Aalami ve ark., 2007).

4.3.3.1. Pigment Icerigi

Melez ailelerine ait pigment igerikleri ve oksidatif enzim aktiviteleri Cizelge 4.3’de
verilmistir. Geri melez 1slah hatlarma ait bugday tanelerinin sari renkli pigment
igerikleri 5,31-7,55 mg/kg arasinda degismis ve ortalama 6,80 mg/kg olarak
bulunmugtur. Calismada kullanilan Kyle (7,58 mg/kg) haricindeki anag g¢esitlerin
pigment igerikleri 5,94-6,80 mg/kg arasinda degismistir (Cizelge 4.3). Makarnalik
bugdaylarin sar1 renkli pigment konsantrasyonlarmnin yiiksek olmasi istenmekte ve
pigment iceriklerinin genellikle 4-8 mg/kg arasinda degistigi farkli arastirmacilar
tarafindan da bildirilmektedir (Kaan ve ark., 1995; Koksel ve ark., 2000; Troccoli ve
ark., 2000). Bu ¢alismada elde edilen 1slah hatlarnin pigment igeriklerinin kaliteli

makarna yapimi i¢in istenen sinirlar icerisinde oldugu saptanmustir.
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Cizelge 4.3: Melez ailelerine ait durulmus geri melez 1slah hatlarinin (GM3F4) ve
anaglariin pigment igerikleri ve oksidatif enzim aktiviteleri

Anaclar/ Pigment LOX POD PPO
Mele;A”esi icerigi Aktivitesi Aktivitesi Aktivitesi
(mg/kg) (EU/g) (EU/g) (EU/g)
Kyle 7,58 a 449 f 29,3 b 6,8 de
Saricanak-98 6,41 d 48,1 cde 62,7 ab 6,9 de
TMB-1 GM3F4 7,55a 485 cd 78,9 a 11,7 be
Kyle 7,58 a 449 f 29,3 b 6,8 de
Salihli-92 6,67 cd 469¢e 100,6 a 40e
TMB-2 GM3F4 531f 49,0c 76,9 a 159 a
Kyle 7,58 a 449 f 29,3b 6,8 de
Kiziltan-91 6,80 c 48,8 cd 65,6 ab 13,9 ab
TMB-3 GM3F4 7,14 Db 50,6 b 60,1 ab 43e
Kyle 7,58 a 449 f 29,3 b 6,8 de
Selcuklu-97 5,94 e 46,8 e 78,0 a 9,1 cd
TMB-4 GM3F4 7,220 53,6 a 69,3 ab 6,6 de
Degisim Arahig 5,31-7,58 44,9-53,6 29,3-100,6 4,0-15,9
Genel Ortalama 6,73 48,6 69,0 8,7
Hatlarin Ortalamasi 6,80 50,4 71,3 9,5
Anaclarin Ortalamasi 6,68 47,1 67,2 8,1

Degerler %14 nem esasina gore olup, ayn siitunda degisik harflere sahip ortalamalarin farki istatistiksel
olarak 6nemlidir (P<0,05).

Tane rengi ile protein miktar1 arasinda bir iliski vardir. Cogunlukla tanenin koyu renkli
ve sert olmasi protein miktarinin yiiksek oldugunu gosterir. Bu nedenle tanesi sert ve
koyu renkli olan makarnalik bugdaylar yumusak ve agik renkli olanlardan {istiin kabul
edilir (Unal, 1991; 2009). Ayrica sar1 renkli ve sert seffaf bir endosperme sahip olan
makarnalik bugday tanesinin iri taneli irmik iiretimine ¢ok uygun oldugu da
bildirilmistir (Banasik, 1981). Bu ¢alismada da anaglarindan daha yiiksek pigment
miktarina sahip hatlarin (TMB1, TMB3 ve TMB4) protein oranlarinin da anaglarindan
cok daha ytiksek oldugu (Cizelge 4.2) tespit edilmistir (Sekil 4.42).
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Sekil 4.42: Melez ailelerine ait durulmus geri melez 1slah hatlarinin (GM3F4) ve
anaglariin pigment igerikleri

Makarnalik bugday 1slahinda sanayicinin istekleri dogrultusunda renk Kkriterlerinin
kullanilmasina devam edilmektedir. Renk spektrofotometreleri ile olgiilebilen renk
degerleri 1slah calismalarinda genotipleri degerlendirmede kolaylik saglamaktadir
(Sahin ve ark., 2006). Clarke (2008), glinlimiizde Amerika’da yiiriitilen durum bugday1
1slah caligmalarinin daha ¢ok sar1 renk ve gluten yapisi gibi kalite 6zellikleri ile bazi
hastaliklara dayaniklilik konularinda yiiriitildiigiini bildirmistir. Kaan ve ark. (1995)
arastirmalarinda inceledikleri 1slah hatlarinda sar1 makarna rengi ile baglantili
endospermin  karotenoid miktar1 i¢in yararli bir varyasyon saptamislardir.
Arastirmacilar, gelistirdikleri modern 1slah hatlarinin ¢esit gelistirmede oldukga yararh

olacagini bildirmislerdir.

4.3.3.2. Oksidatif Enzimlerin (LOX, POD, PPO) Aktiviteleri

Makarnada istenen sar1 renk iizerine en etkili olan oksidatif enzimler Lipoksijenaz
(LOX), Peroksidaz (POD) ve Polifenol Oksidaz (PPO) enzimleridir. Makarna iiretimi
sirasinda sar1 renkli pigmentlerin agarmalarina ve oksidatif olarak parcalanmalarina

neden olan LOX enzimlerinin (Troccoli ve ark., 2000; Aalami ve ark., 2007) aktiviteleri
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durulmus geri melez 1slah hatlarinda 48,5-53,6 EU/g arasinda degismis ve ortalama 50,4
EU/g olarak bulunmustur (Cizelge 4.3, Sekil 4.43).
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Sekil 4.43: Melez ailelerine ait durulmus geri melez islah hatlarinin (GM3F4) ve
anaglarimin LOX enzimi aktiviteleri

Makarna iiretimi sirasinda fenolik maddelerin oksidasyonu yoluyla tiriiniin kararmasina
ve dolayl olarak kahverengi-siyah renkli komplekslerin olusumuna neden olan POD ve
PPO enzimlerinin (lori ve ark., 1995; Fraignier ve ark., 2000; Rani ve ark., 2001,
Aalami ve ark., 2007) geri melez 1slah hatlarindaki aktiviteleri ise sirasiyla 60,1-78,9
EU/g (ort. 71,3 EU/Q) ve 4,3-15,9 EU/g (ort. 9,5 EU/g) arasinda degisim gostermistir
(Cizelge 4.3).

Makarnalik bugdaylarin LOX aktivitelerinin diigiik olmasi istenmektedir. Cizelge 4.3’de
goriildiigii gibi hatlarin LOX aktiviteleri ortalamasi (50,4 EU/g) Kyle ¢esidininkine
(44,9 EU/g) yakin bulunmustur. LOX enzim aktivitesi bakimindan istatistiki agidan
farkliliklar bulunsa da, bu degerler gida teknolojisi bakimindan 6nemli bir farklilik

teskil etmemektedir.
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Islah hatlar1 POD aktiviteleri bakimindan farklilik gostermis (ort. 71,3 EU/g) ve
anacglarin 62,7-100,6 EU/g arasinda degisim gosteren POD aktiviteleri Kyle ¢esidinin
POD aktivitesinden (29,3 EU/g) yiiksek bulunmustur (Cizelge 4.3, Sekil 4.44).
Mekanizmasi heniiz tam olarak bilinmemekle birlikte, POD enzimlerinin makarna ve

eriste gibi Urlinlerde kararmaya neden olarak kalitelerini diistirdiigii bilinmektedir.
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Sekil 4.44: Melez ailelerine ait durulmus geri melez islah hatlarmin (GM3F4) ve
anaglarmin POD enzimi aktiviteleri

Makarna ve eriste iretiminde diisiik PPO aktivitelerine sahip bugdaylar tercih
edilmektedir. Islah hatlarinin PPO aktiviteleri 4,3-15,9 EU/g arasinda degismis; TMB3
ve TMB4 melez ailesine ait hatlarin PPO aktiviteleri (4,3 ve 6,6 EU/g) Kyle ¢esidinden
diisiik bulunmustur (Cizelge 4.3, Sekil 4.45).
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Sekil 4.45: Melez ailelerine ait durulmus geri melez islah hatlarinin (GM3F4) ve
anaglarmin PPO enzimi aktiviteleri

Makarna rengi sar1 ve kahverengi renk veren komponentlerin kombinasyonuyla
belirlenmektedir. Sar1 rengi veren komponentler karotenoid igerigi ve lipoksijenaz
aktivitesidir. Ancak hamura saflagtirllmis bugday lipoksijenazinin eklenmesinin
makarna rengini etkilemedigi saptanmistir. Bunun substratlarin varliginin makarna
renginin olusumunda lipoksijenaz aktivitesinden daha dnemli olmasindan kaynaklandig:
bildirilmistir (Matsuo ve ark., 1970). Bu nedenle hamura disaridan enzim eklemek

yerine lipoksijenaz aktivitesi yiiksek cesitlerin se¢ilmesi ve gelistirilmesi gerekmektedir.

Islenmis iiriinde istenmeyen kahverengi renk olusumuna ise tanede bulunan peroksidaz
ve polifenol oksidaz (Laignelet ve ark., 1972) enzimleri neden olmaktadir. Makarnalik
bugdaylar diger bugdaylara nazaran daha az polifenol oksidaz aktivitesine sahiptirler.
Porceddu (1995), makarnanin kahverengilesmesinin dnlenmesi i¢in diisiik peroksidaz

aktivitesine yonelik seleksiyon yapilmasinin yararli olacagini ifade etmistir.

Bu caligmada belirlenen pigment igerikleri ve oksidatif enzim aktiviteleri birlikte
degerlendirildiginde (Cizelge 4.3) gelistirilen 1slah hatlarinin sar1 renkli makarna tiretim

potansiyelinin anag¢larindan daha ytiksek oldugu tespit edilmistir.



5. SONUC

Bu calismada markor destekli geri melezleme 1slahi ile Tiirkiye’de farkli yorelerde
yaygin olarak yetistirilen tescilli makarnalik bugday cesitlerine ytiksek kaliteli Kanada
durum bugday1 Kyle’den 6nemli kalite genlerinin aktarimi saglanmis ve durulmus geri
melez 1slah hatlarinda kalite analizleri yapilarak elde edilen yeni g¢esit adaylarinin
makarnalik potansiyelleri tespit edilmistir. Makarna pisme kalitesinin en Onemli
gostergelerinden olan y-gliadin 45 ve LMW-2 glutenin proteinlerini tasiyan yeni gesit
adaylarinin tane fiziksel 6zellikleri, protein miktar ve ozellikleri, pigment igerikleri ile

oksidatif enzim aktiviteleri incelenmistir.

Fiziksel kalite kriterlerinin basinda gelen bin tane agirligi geri melez 1slah hatlarinda
34,5-42,6 gr arasinda degisim gostermistir. Bu veriler gelistirilen makarnalik bugday
hatlarinin bin tane agirliklar1 bakimindan irmik/makarna iiretimi i¢in yeterli diizeyde

olduklarini gostermektedir.

Islah hatlarinin hektolitre agirliklar1 74,5-80,6 kg (ortalama 77,5 kg) arasinda degisim
gostermistir. TMB1 ve TMB2 melez hatlarinin 1. sinif makarnalik bugdaylar icin

belirlenen hektolitre agirligini gosterdigi tespit edilmistir.

Gelistirilen hatlarin ortalama camsilik oran1 % 99,73 oldugu saptanmistir. Dénmeli tane
orant olduk¢a diisiik olan hatlarda unsu taneye rastlanmamistir. Bu veriler makarnalik
bugday hatlarinin camsilik oranlar1 bakimindan irmik/makarna iiretimi ig¢in yeterli

diizeyde olduklarini gostermektedir.

Gelistirilen geri melez 1slah hatlarinin protein igerikleri % 14,8-16,3 (ortalama % 15,4)
arasinda degisim gosterirken anaglarin protein miktarlar1 % 13,8-15,4 (ortalama % 14,4)
arasinda degismistir. Islah hatlarinin kendi anaglarindan daha yiiksek protein oranina

sahip olduklar tespit edilmistir.

Islah hatlarinin protein miktar ve kalitelerini yansitan sedimentasyon ve spesifik

sedimentasyon hacimleri 22,5-32,7 mL ve 1,52-2,19 mL arasinda degisim gostermistir.
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Gelistirilen 1slah hatlarinin sedimentasyon degerlerinin, iyi derecede makarna pigsme
kalitesine sahip olan Kanada orijinli Kyle ¢esidinin sedimentasyon degerinden daha

yiiksek veya benzer olduklar1 belirlenmistir.

Bu calismada belirlenen protein igerikleri ve sedimentasyon hacimleri birlikte
degerlendirildiginde, 1slah hatlarinin makarna iiretim potansiyellerinin anag¢larindan ¢ok

daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Islah hatlarinin, makarna renginde etkili olan pigment igerikleri 5,31-7,55 ppm arasinda
degisim gostermis ve ortalama 6,80 ppm bulunmustur. Bu veriler gelistirilen 1slah
hatlarinin pigment iceriklerinin kaliteli makarna yapimi i¢in istenen sinirlar icerisinde

oldugunu gostermektedir.

Bugdaylarin sar1 renkli pigmentlerini oksidatif yolla parcalayarak makarnada renk
agarmasina neden olan LOX enzim aktiviteleri 1slah hatlarinda 48,5-53,6 EU/g arasinda
degismis ve ortalama 50,4 EU/g olarak bulunmustur. Fenolik maddelerin oksidasyonu
yoluyla makarnanin kararmasina ve dolayli olarak kahverengi-siyah renkli
komplekslerin olusumuna neden olan POD ve PPO enzimlerinin geri melez 1slah
hatlarindaki aktiviteleri ise sirasiyla 60,1-78,9 EU/g ve 4,3-15,9 EU/g arasinda degisim

gostermistir.

Bu calismada belirlenen pigment icerikleri ve oksidatif enzim aktiviteleri birlikte
degerlendirildiginde gelistirilen 1slah hatlarinin  sar1  renkli makarna {iretim

potansiyellerinin anaglarindan ¢ok daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Bu arastirmadan elde edilen veriler birlikte degerlendirildiginde; gelistirilen geri melez
1slah hatlarinin makarna tiretim potansiyellerinin oldukga iyi ve kaliteli irmik/makarna
tiretimi i¢in yeterli diizeyde olduklar1 goriilmektedir. Gelistirilen 1slah hatlar1 makarna
sanayisinin kalite taleplerinin basinda gelen yiliksek protein igerigi ve SDS
sedimentasyon hacmine sahiptirler. Ayrica bazi fabrikalarin 6n planda tutttuklart irmik

rengi bakimindan istenen pigment icerigine de sahiptirler.
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Bugday basta olmak iizere tahillar giiniimiizde oldugu gibi gelecekte de insan
beslenmesinde temel gida maddesi olarak kullanilacagi ve bugdaymn diinyanin en
stratejik iiriinii olmay1 siirdiirecegi asikardir. Ulkemizin diinya tahil pazarinda var
olabilmesi ve diger iilkelerle rekabet edebilmesi igin Ozellikle kalite agisindan dig
pazarlara doniik hedeflerin gercgeklestirilmesi gerekmektedir. Ancak o6zellikle AB
iilkeleri ile ¢ogu tahil liriinlerinde rekabet etme sansimiz oldukga diistiktiir. Bu rekabette
en avantajli oldugumuz {iriin, belli iklim ve toprak ozellikleri gerektiren makarnalik
bugdaydir. Makarnalik bugday iiretiminde kalite standartlarindan ayrilmadan, siirekli

artan kalite arayis1 ile verimliligin artirilmasi ve maliyetin diisiirilmesi hedeflenmelidir.

Son yillarda bugday ticaretinde kaliteli ve kalitesiz kavramlar1 yerine son tiikketim
sekline uygunluguna gore degerlendirme yapilmaktadir. Son {irlin kalitesi esas alinarak
yapilan seleksiyonlarda sanayicilerin ve uluslararasi ticaret sektdrlerinin kalite 6lgiitleri
ve istekleri dikkate alinmalidir. Son yillarda en ¢ok tiiketilen gida maddelerinden biri
olan makarna konusunda {iriin ¢esitlendirilmesine gidilerek i¢ tiiketim artirilmali ve yeni
pazarlar bulunarak ihracat orani yiikseltilmelidir. Kaliteli ve standart iiriiniin ancak
kaliteli bir ham maddeden {iretilebilecegi gerceginden hareketle oncelikle lilkemizin
protein ve camsilik orani yiiksek, sar1 renkli ve istenen ozelliklere sahip kaliteli ham
madde iretimine odaklanmasi gerekmektedir. Kaliteli makarnalik bugday iretimimizin
artirlmas1 i¢in Oncelikle bolgeler icin uygun cesitlerin gelistirilmesi veya mevcut
cesitlerin kalite ve verim agisindan gelistirilmesi konusunda 1slah ¢alismalarina agirlik

verilmelidir.

Son yillarda yiiriitiilen 1slah ¢alismalarinda verimin yaninda kalitenin artirtlmasinin da
gerekliliginin farkina varilmistir. Cesit adaylarinin tescile sunulmadan 6nce makarna
sanayisinin istedigi kalite kriterleri goz 6niinde bulundurularak belli bir kalite diizeyinde

olmasi artik bir zorunluluk haline gelmistir.

Mevcut makarnalik bugday ¢esitlerimizin makarna kalitesini dogrudan etkileyen gen
bolgeleri bakimindan 1slah edildigi bu c¢alisma tilkemizde ilk defa yapilmistir. Bu
calismanin ve sonuclarinin bundan sonraki 1slah ¢alismalarina onciiliikk etmesi ve ileriki

yillarda da kalitenin artirtlmasi1 konusunda arastirmalara devam edilmesi gerekmektedir.
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Bu calismada diinya makarna ihracatinin biiyiikk cogunlugunu elinde bulunduran
tilkelerin makarnalik bugday 1slahi ¢alismalarinda kalite agisindan seleksiyon Kriteri
olarak kullandiklar1 gen boélgeleri geri melezleme islahi araciligi ve markor destekli
seleksiyon yardimiyla mevcut Tiirk makarnalik bugday cesitlerine aktarilmigtir. Bdylece
bu cesitlerin kalite ozellikleri iyilestirilmis ve bu ¢esitlerden makarna yapimina daha
uygun ham maddeler temin edilebilmistir. Bu ¢alismadan elde edilen gesit adaylar1 ve
bulgular kaliteli makarnalik bugday tiretimi agisindan islahgilara ve gift¢ilerimize,

kaliteli hammadde temini konusunda ise makarna sanayisine yardimci olacaktir.

Bu 1slah galismasi sonucu elde edilen g¢esit adaylarinin sanayinin istedigi kriterlere
uygunlugu, 1slah kademesinin her asamasinda giivenilir sonu¢ veren ve son iiriin
kalitesinin dogru ve kesin olarak belirlenmesine imkan veren teknikler kullanilarak

saptanmistir. Boylece yiiriitiilen 1slah ¢calismasinin giivenirlililigi de artmistir.
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