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TEZ BEYANI

Tez yazim kurallarina uygun olarak hazirlanan bu tezin yazilmasinda bilimsel ahlak
kurallarina uyuldugunu, baskalarinin eserlerinden yararlanilmas1 durumunda bilimsel
normlara uygun olarak atifta bulunuldugunu, tezin icerdigi yenilik ve sonuglarin bagka
bir yerden alinmadigim, kullanilan verilerde herhangi bir tahrifat yapilmadigini, tezin
herhangi bir kismmin bu {iiniversite veya baska bir iiniversitedeki baska bir tez

caligmasi olarak sunulmadigini beyan ederim.

Mehmet KOYUNCU



OZET

Yiiksek Lisans Tezi

YEREL DURUM BUGDAY CESITLERININ MAKARNALIK KALITELERIN{
ETKILEYEN ONEMLi PARAMETRELER BAKIMINDAN TARANMASI

Mehmet KOYUNCU

Gaziosmanpasa Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dal

Damisman: Yrd. Dog¢. Dr. Abdulvahit SAYASLAN

Bu calismada Tokat sartlarinda yetistirilen bazi yerel durum bugday1 cesitlerinin
makarnalik kaliteleriyle ilgili olarak gliadin ve glutenin elektroforezleri, protein miktar
ve Ozellikleri, pigment icerikleri, oksidatif enzim aktiviteleri ve bazi fiziksel ozellikleri
incelenmistir. Yerel c¢esitlerden cogunlugunun {iistiin makarna pisme kalitesini gosteren
v-gliadin 45 ve LMW-2 glutenin proteinlerine sahip oldugu belirlenmistir. Bugdaylarin
protein iceriklerinin %8,6-18,3 (ort. %14.4; kuru maddede), protein kalitesini yansitan
sedimentasyon hacimlerinin 20,5-50,5 mL (ort. 26,3 mL), spesifik sedimentasyon
hacimlerinin 1,46-3,33 mL (ort. 2,15 mL) ve gluten indekslerinin 17,9-96,1 (ort. 44,1)
arasinda degistigi saptanmistir. Yerel bugdaylar makarna pisme kalitesinde 6nemli olan
v-gliadin 45 ve LMW-2 glutenin proteinleri, protein icerikleri ve protein Kkalite
gostergeleri bakimindan birlikte degerlendirildiginde; Calibasan, Akcakale, Havrani ve
Sar1 Bugday cesitlerinin potansiyelleri yiiksek goriinmektedir. Bugdaylarin sar1 renkli
pigment iceriklerinin 3,64-6,63 mg/kg (ort. 5,41 mg/kg), lipoksijenaz (LOX)
aktivitelerinin 18,1-41,0 EU/g (ort. 27,2 EU/g ), polifenol oksidaz (PPO) aktivitelerinin
7,5-16,2 EU/g (ort. 9,7 EU/g) ve peroksidaz (POD) aktivitelerinin 64,6-145,6 EU/g (ort.
109,5 EU/g) arasinda degistigi belirlenmistir. Yerel bugdaylar makarna renginde
belirleyici etkiye sahip pigment igerikleri ve oksidatif enzim aktiviteleri bakimindan
birlikte degerlendirildiginde; Yerli Sar1, Hac1 Halil ve Havrani cesitlerinin potansiyelleri
yiiksek goriinmektedir. Bu arastirma kapsaminda elde edilen veriler bir biitiin olarak
degerlendirildiginde; yerel cesitlerden bazilarinin makarnalik potansiyellerinin oldukca
yiiksek oldugu, bazilarinin ise islah caligmalarinda gen kaynagi veya anac¢ olarak
kullanilabilecegi goriilmektedir. Bu baglamda, diger yerel cesitlere gore daha genis bir
ekim alanina sahip olan Yerli Sar1 cesidinin makarnalik kalitesinin iyilestirilmesi i¢in
Gaziosmanpasa Universitesi biinyesinde markor destekli melezleme g¢alismalari
yiiriitiilmektedir.

2009, 49 sayfa
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ABSTRACT

Masters Thesis

SCREENING OF DURUM WHEAT LANDRACES FOR SELECTED TRAITS
ASSOCIATED WITH PASTA QUALITY

Mehmet KOYUNCU

Gaziosmanpasa University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Food Engineering

Supervisor: Assist. Prof. Dr. Abdulvahit SAYASLAN

In this study, such pasta-quality associated characteristics as gliadin and glutenin
electrophoreses, protein contents and properties, pigment contents, oxidative enzymes
and certain physical properties of selected Turkish durum wheat landraces grown in
Tokat were investigated. The majority of the wheat landraces were determined to carry
v-gliadin 45 and LMW-2 glutenin proteins linked with superior pasta cooking quality.
Protein contents of the wheats ranged from 8,6 to 18,3% (mean 14,4%, dry basis),
sedimentation volumes from 20,5 to 50,5 mL (mean 26,3 mL), specific sedimentation
volumes from 1,46 to 3,33 mL (mean 2,15 mL) and gluten indices from 17,9 to 96,1
(mean 44,1). Among the wheat landraces; Calibasan, Akcakale, Havrani and Sari
Bugday were of promising pasta processing potential as judged by their y-gliadin 45 and
LMW-2 glutenin proteins, protein quantity and quality. Yellow pigment contents of
wheats varied from 3,64 to 6,63 mg/kg with a mean value of 5,41 mg/kg, lipoxygenase
(LOX) activities from 18,1 to 41,0 EU/g (mean 27,2 EU/g), polyphenol oxidase (PPO)
from 7,5 to 16,2 EU/g (mean 9,7 EU/g) and peroxidase (POD) from 64,6 to 145,6 EU/g
(mean 109,5 EU/g). Of the durum wheat landraces; Yerli Sari, Hac1 Halil and Havrani
were found promising for high-quality pasta processing when judged by their pigment
contents and activities of the oxidative enzymes. Overall assessment of the data
indicates that several durum landraces appear promising for high-quality pasta
production and that some landraces are rather suitable for breeding purposes. With this
in mind, marker-assisted breeding of Yerli Sar1 durum wheat landrace has been
continued at Gaziosmanpasa University in order to improve its pasta cooking quality.

2009, 49 pages
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1. GIRIS

Bugday, gerek diinyada gerekse Tiirkiye’de insanlarin beslenmesinde ¢ok onemli bir
yere sahiptir. Bugday, gluten proteinleri nedeniyle ekmek, makarna, eriste, bulgur,
kuskus, biskiivi, kraker, gofret, kek ve bazi kahvaltilik gevrek ve cerezlerin iiretiminde
vazgecilemez bir yere sahiptir (Hoseney, 1994). Triticum durum tiirii icinde yer alan
bugdaylar, bir irmik iiriinii olan makarna iiretimine en uygun olan bugdaylardir
(Hoseney, 1994; Bushuk, 1998; Durak, 1999; Sissons, 2004). Tane boyutu, sertligi,
camsilik orani, irmik verimi, protein miktar ve 6zellikleri (gluten kuvveti), sar1 renkli
pigment icerigi ve sar1 renk kaybi1 veya iirin kararmasina neden olan oksidatif
enzimlerin aktiviteleri durum bugdayinin kalitesinde belirleyici olan faktorlerdir
(Laignelet, 1983; Fares ve ark., 1997; Clarke ve ark., 1998; Borrelli ve ark., 1999, 2003;
Troccoli ve ark., 2000; Morris, 2004; Sissons, 2004).

Kaliteli kuru makarnanin homojen piiriizsiiz sekilli, parlak sar1 renkli ve kirilmalara
kars1 direngli olmasi; pisirildiginde dagilmamas1 ve yapismamasi; tiikketilirken ise agizda
hissedilebilir sertlikte (al dente) bir tekstiire sahip olmasi istenir (Hoseney, 1994).
Makarnada arzu edilen kehribar sarisi renk bugdaym pigment icerigi ve oksidatif
enzimlerinin aktiviteleriyle, al dente pisme 0zelligi ise gluten proteinlerinin miktar ve
ozellikleriyle yakindan iliskilidir (Clarke ve ark., 1998; Troccoli ve ark., 2000). Pisme
kalitesi yiiksek makarna tiretimi icin bugdayin protein miktar1 yiiksek (>%13) ve gluten
proteinlerinin vizkoelastik ve kohezif ozellikleri (gluten kuvveti) optimum diizeyde
olmalidir. Parlak sar1 renkli makarna iiretebilmek icin ise bugdayin pigment icerigi
yiiksek, oksidatif enzimlerinin aktiviteleri diisiik olmalidir (Ozkaya ve Ozkaya, 1993;
Hoseney, 1994; Boyacioglu ve Tiilbek, 2002; Morris, 2004).

Bugdayda protein miktar1 kalitsal bir 6zellik olmakla birlikte yetistirme sartlarinin etkisi
daha baskindir. Gluten proteinlerinin vizkoelastik ve kohezif 6zelliklerinde ise genetik
yap1 belirleyici olup cevresel sartlarin etkisi sinirhdir (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). Makarna pisme kalitesi ile makarna

tiretiminde kullanilan bugdayin icerdigi bazi gliadin ve glutenin proteinleri arasinda



kuvvetli bir iliski s6zkonusudur (Feillet ve ark., 1989; Kovacs ve ark., 1995; Troccoli ve
ark., 2000). Makarna pisme kalitesiyle ilgili olan gliadin proteinlerinden en dnemlileri
v-gliadin 42 ve y-gliadin 45 proteinleridir (Payne ve ark., 1982; Pogna ve ark., 1990;
Troccoli ve ark., 2000). y-Gliadin 45 proteini optimum gluten kuvveti ve yiiksek pigsme
kalitesinin, <y-gliadin 42 proteini ise zayif gluten ve diisiik pisme kalitesinin
gostergesidir. Son yillarda yapilan ¢alismalar, durum bugdaylarinin gluten kuvveti ve
makarna pisme kalitesinde asil belirleyici proteinlerin dogrudan y-gliadin 42 ve -
gliadin 45 proteinleri olmadigini, bu proteinlerle genetik olarak iliskili olan diisiik
molekiiler agirlikli (LMW) glutenin proteinleri (LMW-1 ve LMW-2) oldugunu
gostermistir. y-Gliadin 45 ve LMW-2 glutenin proteinleri iceren bugdaylarin makarna
pisme Kkalitesi y-gliadin 42 ve LMW-1 glutenin proteinleri iceren bugdaylardan
cogunlukla daha yiiksektir (Feillet ve ark., 1989; 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).

Makarna renk kalitesi acisindan pigment igerigi ve renk stabilitesi onemlidir. Makarna
renginde en etkili pigmentler lutein, B-karoten ve trisin pigmentleridir (Fortmann ve
Joiner, 1978; Kruger ve Reed, 1988; Borrelli ve ark., 1999; Troccoli ve ark., 2000;
Coskun, 2001; Aalami ve ark., 2007). Makarnanin renk stabilitesi ise daha cok oksidatif
enzimlerin aktiviteleriyle ilgilidir. Makarna rengi ve stabilitesinde en etkili olan
oksidatif enzimler lipoksijenaz (LOX), polifenol oksidaz (PPO) ve peroksidaz (POD)

enzimleridir (Aalami ve ark., 2007).

Makarnalik bugday kalitesinde gluten proteinleri ve renkle ilgili 6zelliklerin yaninda
bugdayin bazi fiziksel 6zellikleri de onem tagimaktadir. Yiiksek verimli ve kaliteli irmik
iretimi i¢in makarnalik bugdayin iri ve dolgun taneli, oldukg¢a sert ve camsi endosperm
tekstiiriine sahip olmasi1 gerekmektedir (Hoseney, 1994; Bushuk, 1998; Troccoli ve ark.,
2000; Morris, 2004; Samson ve ark., 2005; Sissons ve ark., 2005).

Tiirkiye, konumu itibariyle durum bugday: yetistirmeye en elverisli ekolojilerden birine
sahiptir (Sehirali ve Ozgen, 1987). Ulkemizde yillik 2-3 milyon ton arasinda degisen

miktarda durum bugday1 iiretilmektedir. Bu iiretim miktar1 i¢ talebi rahatlikla



karsilayabilecek diizeyde olmasina ragmen, bugdaylarin makarnalik kalitelerinin
genellikle yetersiz olmast zaman zaman durum bugday1 ithalatin1 zorunlu kilmaktadir
(Anonim, 2004, 2006, 2007). Bu nedenle yiiksek verimli ve makarnalik kalitesi yiiksek

durum bugday cesitlerinin belirlenmesi ve/veya gelistirilmesi gerekmektedir.

Durum bugdaylarinin 1slah1 ve makarnalik kalitelerinin iyilestirilmesinde gen cesitliligi
bakimindan zengin olan yerel cesitler (kdy ¢esitleri) dnemli bir kaynaktir (Hart, 2001).
Yerel cesitler, homozigot genetik yapiya sahip olmalarina ragmen heterojen 6zelliklere
sahip olduklarindan kiiltiir ¢esitlerine gore adaptasyon yetenekleri daha yiiksektir. Yerel
cesitlerin kendi iclerinde bile genetik varyasyonlara sahip olmasi, bu genotiplerin
birbirlerinin eksikliklerini tamamlayarak kiiltiir cesitlerine gore baz1 Ozellikler
bakimindan daha iistiin olmalarina olanak tanimaktadir (Allard ve Bradshaw, 1964).
Yerel cesitlerin genetik varyasyonlar1 ve yeni Ozelliklerinin saptanarak bunlarin tescilli
cesitlere aktarilmasi, bugdayin genetik tabanindaki daralmay azaltarak verim ve kalitesi

yiiksek yeni cesitlerin gelistirilmesine olanak saglayacaktir (Feldman ve Sears, 1981).

Bu calismada 2007-2008 yetistirme doneminde Tokat sartlarinda iiretilen bazi yerel
durum bugdayr c¢esitlerinin gliadin ve glutenin elektroforezi, protein miktari,
sedimentasyon hacmi, yas/kuru gluten icerigi ve gluten indeksi, pigment igerigi,
oksidatif enzim aktiviteleri, tane boyutu ve camsiligi gibi makarnalik kalite

parametreleri incelenmistir.



2. KAYNAK OZETLERIi

2.1. Bugday ve Makarna Uretim ve Tiiketimi

Icerdigi vizkoelastik ve kohezif gluten proteinleri nedeniyle oldukga zel bir tahil olan
bugday, bir¢ok iilkede oldugu gibi Tiirkiye’de de insanlarin beslenmesinde ¢cok dnemli
bir yere sahiptir. Bugday, ekmek cesitleri basta olmak iizere makarna, bulgur, eriste,
kuskus, biskiivi, kraker, gofret, kek, simit, poaca, kahvaltilik gevrekler, cerez gidalar,
nisasta, vital gluten ve nisasta bazli sekerler gibi bir¢ok gidanin iiretiminde kullanim
alan1 bulmaktadir (Hoseney, 1994; Elgiin ve Ertugay, 1995; Bushuk, 1998; Oguz ve
ark., 2006). Diinyada ve Tiirkiye’de Triticum aestivum (ekmeklik), Triticum durum
(makarnalik) ve Triticum compactum (biskiivilik, topbas) bugdaylar yetistirilmektedir
(Hoseney, 1994; Bushuk, 1998). Ekmeklik bugdaylardan sert endosperme sahip olanlar
genellikle maya ile kabartilan unlu mamullerden ekmek, poaca ve simit gibi tiriinlerde,
yumusak endosperme sahip olanlar ise kimyasal kabarticilar kullanilarak {iretilen
biskiivi, kraker, gofret ve kek gibi unlu mamullerde kullanilmaktadir. Makarnalik
bugday olarak bilinen durum bugdaylari, makarna ve spagetti gibi irmik iriinleri ile
bulgur ve kuskus gibi graniiler iirlinlerde kullanim alam1 bulmaktadir. Cok az miktarda
tiretilen topbag bugdaylar1 ise biskiivi iiretimine uygun olan bugdaylardir. Ancak topbas
bugdaylarin liretimi cok az oldugu i¢in biskiivi iiretiminde yumusak endospermli, diisiik
protein miktar ve Kkalitesine sahip olan ekmeklik bugdaylar tercih edilmektedir

(Hoseney, 1994; Elgiin ve Ertugay, 1995; Bushuk, 1998; Morris, 2004, Sissons, 2004).

Diinyada son yillarda bugday iiretimi yillik 580-630 milyon ton, Tiirkiye’de ise 17-19
milyon ton arasinda degisim gostermistir (Anonim, 2006, 2007). Diinyada iiretilen
toplam bugdayin %90-95’ini ekmeklik bugdaylar, yaklasik %5’ini de makarnalik
bugdaylar olusturmaktadir. Tiirkiye’de ise iiretilen toplam bugdaym %85-90’1m
ekmeklik bugdaylar, %10-15’ini de makarnalik bugdaylar olusturmaktadir. Toplam
bugday iiretimi i¢cinde topbas bugdaylarin payr %1’den daha azdir (Hoseney, 1994;
Bushuk, 1998; Anonim, 2006, 2007).



Tetraploid (2n=4x=28, AABB) olan makarnalik bugdaylar, kalite o6zellikleri ve
kullanim alanlar1 bakimindan hekzaploid (2n=6x=42, AABBDD) olan ekmeklik ve
biskiivilik bugdaylardan oldukg¢a farklidir. Durum bugdaylar1 makarna iiretiminde diger
bugdaylardan daha iistiin 6zelliklere sahiptir (Liu ve ark., 1996). Durum bugdaylarinin
cok sert endosperm yapisina sahip olmas1 irmik verimlerini yiikseltirken, tane camsilik
oranlarinin yiiksek olmasi hem irmik verimlerini hem de irmik parlaklik degerlerini
artirmaktadir (Hoseney, 1994; Bushuk, 1998). Yine durum bugdaylarinin sari renkli
pigment konsantrasyonlarinin genellikle daha yiiksek olmasi, pigmentlerin tanede daha
homojen bir dagilim gostermesi ve renk agarmasina neden olan lipoksijenaz enzim
aktivitesinin daha diisiik olmas1 durum bugdaylarinin makarnalik kalitelerini yiikselten
onemli Ozelliklerdendir (Hoseney, 1994; Morris, 2004; Aalami ve ark., 2007). Ayrica
durum bugdaylarinin protein iceriklerinin genellikle daha yiiksek olmasi ve bazi gluten
proteinlerinin makarna pisme kalitesiyle onemli bir korelasyon gostermesi durum
bugdaylarin1 makarna iiretimi i¢in daha iistiin kilmaktadir (Borrelli ve ark., 1999;
Troccoli ve ark., 2000). Durum bugdaylar1 s6zii edilen iistiin 6zellikleri ve agronomik
nedenlerle az miktarda iiretilmesine bagl olarak piyasada diger bugdaylardan %10-20

daha yiiksek bir fiyatla islem gormektedir.

Diinyada yillik yaklasik 10,5 milyon ton, Tiirkiye’de ise 0,5 milyon ton civarinda
makarna iiretilmektedir. Diinyada makarna tiiketimi ortalama 2 kg/kisi/y1l civarinda
iken, bu rakam Tirkiye’de 5,4 kg/kisi/y1l diizeyindedir. Tiirkiye makarna tiiketimi
bakimindan diinya ortalamasinin iizerinde yer almakla birlikte bircok Avrupa iilkesi ve
ABD’den oldukca geri durumdadir (Anonim, 2004). Makarna; uzun siire ve kolay
muhafaza edilebilmesi, cesit zenginligi, kolay hazirlanmasi, ekonomik olmasi, ¢ok
diisiik diizeyde yag ve tuz igermesi ve diisiik glisemik indekse sahip olmasi gibi

nedenlerle tercih edilmektedir (Hoseney, 1994; Sayaslan, 2005; Anonim, 2008).

Gerek duyusal gerekse besleyici a¢idan kaliteli makarna {iretimi ancak uygun
hammadde ve isleme teknolojisi se¢imi ile miimkiindiir. Durum bugdaylarimin
makarnalik kaliteleri, genetik ve ¢evresel faktorlerden farkli derecelerde etkilenen tane
fiziksel 6zellikleri ile kimyasal bilesimleri tarafindan kontrol edilmektedir (Troccoli ve

ark., 2000). Durum bugdaylariin makarnalik kalitelerinde tane sertlik ve camsilik



oranlari, 6giitme kalitesi (irmik verimi), protein miktar ve kalitesi (gluten kuvveti), sar1
pigment konsantrasyonu ve sar1 renk kaybi1 veya iiriin kararmasina neden olan LOX,
PPO ve POD gibi oksidatif enzimlerin aktiviteleri olduk¢a belirleyicidir (Fares ve ark.,
1997; Clarke ve ark., 1998; Borrelli ve ark., 1999; Morris, 2004; Sissons, 2004 ).

2.2. Makarnahk Bugday Kalitesinde Tane Fiziksel Ozellikleri

Tane boyutu, sertligi ve camsiligi bugdayin uygun oldugu kullanim alaninin tespitinde
onemli olan fiziksel 6zelliklerdir. Bu 6zelliklerden tane boyutu biiylik oranda genotip
kismen de cevresel sartlara bagh olarak degismektedir (Dziki ve Laskowski, 2005).
Bugday tane boyutunun belirlenmesinde tane uzunluk ve genislik dl¢iimleri, tek tane
veya bin tane agirlik Olciimleri ya da spesifik elek sistemleri kullanilmaktadir.
Bugdaylarin saglikli, iri, dolgun ve homojen boyut dagilimina sahip olmasi gerek
tavlama ve ogilitme islemlerinin etkinligi gerekse un ve irmik verimleri agisindan
onemlidir. Bugdaylarda tane boyutuna paralel olarak endosperm-kabuk oram artti81 i¢in
un ve irmik verimleri de yiikselmektedir (Hoseney, 1994; Elgiin ve Ertugay, 1995;
Dziki ve Laskowski, 2005).

Bugdayin 6nemli fiziksel 6zelliklerinden biri de tane sertligidir. Tane sertligi, bugdayin
tavlanmas1 ve dgiitiilmesinde uygulanacak islem kosullarim1 ve uygun oldugu son iiriinii
tayin eden en dnemli Ozelliktir. Bugdayda sertlik tanenin ezme, kirma, asindirma veya
deformasyona diren¢ derecesi olarak tanimlanmakta ve kabuk soyma sayis1 (pearling
index, PI), un veya irmik partikiil boyut dagilimi (particle size index, PSI), tek tane
karakterizasyon sistemi (single kernel characterization system, SKCS), Stenvert 6giitme
testi (Stenvert time-to-grind test) ve yakin-kizilotesi (NIR) spektroskopisi gibi analitik
yontemlerle belirlenebilmektedir (Hoseney, 1994; Bushuk, 1998; Williams, 1998).
Bugdayin sertliginde endospermdeki nisasta-gluten interaksiyonu ve H-baglari
belirleyicidir (Turnbull ve Rahman, 2002). Tane sertligi genetik kontrol altinda olup,
bugdaylarin D genomu iizerinde (5DS) bulunan Ha gen bolgesi tarafindan kontrol
edilmektedir. Yumusak ekmeklik bugday nisastalarinin yiizeyinde 15 kDa agirliginda
hidrofobik bir protein olan yumusaklik proteini (friabilin) oldukca yiiksek oranda, sert
ekmeklik bugdaylarda ise daha diisiik oranda bulunmaktadir. Diger taraftan D genomu



olmayan, dolayisiyla tanenin yumusamasinda etkili olan Ha gen bdlgesini tagimayan
durum bugdaylarinda friabilin sentezlenmedigi i¢in ekstra sertlikte tane tekstiirii
olusmaktadir (Turnbull ve Rahman, 2002). Friabilin proteini; puroindolin a (Pin-a) ve
puroindolin b (Pin-b) gibi farkli polipeptitlerden olugmaktadir. Bugday cesitlerinin
s0zkonusu friabilin polipeptitlerini icerip igermemeleri ve bunlarin oransal dagilimlari
sertlik derecelerini etkilemektedir (Morris, 2002; Hogg ve ark., 2004; Mikulikova,
2007). Bugdaylarin protein icerikleri ile sertlik ve camsilik degerleri arasinda pozitif bir
iliskinin oldugu yaygin kabul gérmekle birlikte her zaman gecerli degildir. Zira yiiksek
protein icerikli fakat yumusak veya unsu ya da diisiik protein icerikli fakat sert veya
cams1 yapida bugdaylar mevcuttur (Hoseney, 1994). Tane sertlik derecesine paralel
olarak genellikle bugdaylarin tavlama nemi ve siiresi, 0glitmede enerji kullanimu,
zedelenmis nisasta orani, un ve irmik partikiillerinin boyutu, unun su kaldirma ve
fermentasyonda gaz liretme potansiyeli artmaktadir. Dolayisiyla tanenin sertlik derecesi
ekmeklik bugdaylarin uygun olacagi son iriinleri tayin etmektedir (Hoseney, 1994;
Bushuk, 1998; Turnbull ve Rahman, 2002). Sert endosperme sahip olan ekmeklik
bugdaylar ¢cogunlukla maya ile kabartilarak hazirlanan unlu mamullerden ekmek,
pogaca ve simit gibi {iriinlerde, yumusak endosperme sahip olanlar ise genellikle
kimyasal kabarticilar kullanilarak iretilen biskiivi, kraker, gofret ve kek gibi unlu
mamullerde iyi sonu¢ vermektedir. Durum bugdaylar1 en sert bugdaylar oldugu igin
irmik verimleri ve buna bagli olarak da makarnalik degerleri yiiksektir (Hoseney, 1994;

Elgiin ve Ertugay, 1995; Bushuk, 1998; Morris, 2004).

Bugdayin 6nemli fiziksel 6zelliklerinden bir digeri de tanenin camsilik orani olup,
genellikle tane sertligi ile paralellik gostermektedir. Ancak tanenin camsi, unsu veya
donmeli bir goriintii vermesinin nedeni tane sertliginin nedeninden kismen farklidir.
Bugday sertliginde genotip belirleyici bir role sahipken, camsilikta cevresel faktorler
daha baskindir (Bushuk, 1998). Tanenin camsi, unsu veya donmeli bir goriintii
vermesinde 15181n Ozellikle bugday endospermi ile olan iliskisi (yansima ve kirilma gibi)
etkilidir. Bugday endospermi hava bosluklar1 ve kiriklar icermez, dolayistyla cok siki
bir mikroyapiya sahip olursa camsi, tersi durumlarda ise unsu veya donmeli (camsi-
unsu karigimi) bir goriintii vermektedir (Hoseney, 1994). Durum bugdaylarinin camsilik

oranlar1 genellikle diger bugdaylardan daha yiiksektir; ancak bugdaylarin olum



devrelerinde (siit, sar1 ve fizyolojik olum devreleri) abiyotik stres faktorlerine veya
hasat sirasinda asir1 yagisa maruz kalmalar1 donmeye neden olmaktadir. Ekmeklik
bugdaylarda camsilik, unsuluk veya donme kalite acisindan fazla 6nem tagitmamaktadir.
Ancak, durum bugdaylarinin camsilik oranlari ile irmik verimleri ve parlaklik dereceleri
arasinda pozitif bir iligski oldugundan camsilik makarnalik bugdaylarda 6nemli bir kalite
kriteridir (Ath ve ark., 1993; Hoseney, 1994; Elgiin ve Ertugay, 1995; Bushuk, 1998;
Coskun, 2001; Morris, 2004; Dziki ve Laskowski, 2005).

2.3. Makarnalhk Bugday Kalitesinde Protein Miktar ve Ozellikleri

Makarna kalitesinde makarnanin pisme Ozellikleri onemli bir kriterdir. Makarna;
pisirilirken dagilmamali ve yapigmamali, suya gecen kuru madde miktar1 diisiik ancak
agirlik ve hacim artis1 yiiksek olmali, 1sirildiginda ise hissedilebilir sertlikte al dente
tabir edilen bir tekstiire sahip olmalidir (Hoseney, 1994). Makarna pisme kalitesi biiyiik
oranda bugdayin protein miktar ve ozelliklerine bagh olarak degismektedir (Feillet ve

ark., 1989; Bushuk, 1998; Troccoli ve ark., 2000).

Pisme kalitesi yiiksek makarna iiretimi i¢in bugdayin protein igerigi yiiksek (>%13),
ayni zamanda gluten proteinlerinin vizkoelastik ve kohezif 6zellikleri (gluten kuvveti)
optimum diizeyde olmalidir. Durum bugdaylarinin makarnalik kaliteleri gerek yiiksek
protein igerikleri gerekse uygun kuvvete sahip gluten proteinleri nedeniyle ekmeklik
bugdaylardan daha yiiksektir (Hoseney, 1994). Bugdaylarin protein igerikleri genotip
ve ozellikle de yetistirilme sartlarindan etkilenirken, gluten proteinlerinin vizkoelastik
ve kohezif 6zellikleri biiyiik oranda genotipe bagl olarak degismektedir (Payne ve ark.,
1982; Ozkaya ve Ozkaya, 1993; Kovacs ve ark., 1994, 1995; Bushuk, 1998; Clarke ve
ark., 1998; Porceddu ve ark., 1998; Troccoli ve ark., 2000; Veraverbeke ve Delcour,
2002).

Durum bugdaylarinin makarnalik kalitelerinin yiiksek olmasinda, icerdikleri bazi
gliadin ve glutenin proteinleri etkilidir. Sozkonusu gliadin ve glutenin proteinleriyle
optimum gluten kuvveti, dolayisiyla da makarna pisme kalitesi arasinda kuvvetli

korelasyonlar tespit edilmistir (Feillet ve ark., 1989; Kovacs ve ark., 1995; Troccoli ve



ark., 2000). Polimerik yapida ve zayif asit veya baz cozeltilerinde ¢oziinen glutenin
proteinleri, sodyum dodesil siilfat - poliakrilamid jel elektroforez (SDS-PAGE)
sisteminde molekiiler agirliklarma gore; yliksek molekiiler agirhikli (HMW, 80-130
kDa) ve diisik molekiiler agirliklh (LMW, 35-80 kDa) gluteninler olarak
gruplandirilmaktadir. Monomerik yapida ve seyreltik alkolde c¢oziinen gliadin
proteinleri (30-75 kDa) ise, asit - poliakrilamid jel elektroforez (A-PAGE) sisteminde
®-, V-, B- ve o-gliadinler olarak dort alt gruba ayrilmaktadir. Gluteninler daha ¢ok
hamurun elastik karakterinden, gliadinler ise hamurun vizkoz ve kohezif 6zelliklerinden
sorumludur (Payne ve ark., 1982; Lafiandra ve ark., 1984; Feillet ve ark., 1989;
Porceddu ve ark., 1998; Gianibelli ve ark., 2001; Veraverbeke ve Delcour, 2002;
D’Ovidio ve Masci, 2004; Edwards ve ark., 2003, 2007).

Durum bugdayr irmiginden iiretilen makarnanin pisme kalitesinde etkili olan onemli
gliadin proteinleri y-gliadin 42 ve 7y-gliadin 45 proteinleridir (Payne ve ark., 1982;
Pogna ve ark., 1990; Troccoli ve ark., 2000). y-Gliadin 45 proteini makarnada optimum
gluten kuvveti ve yiiksek pisme kalitesinin, y-gliadin 42 proteini ise zayif gluten ve
diisiik pisme kalitesinin bir gostergesi olarak kabul edilmektedir. Son yillarda yapilan
caligmalar, durum bugdaylarimin gluten kuvveti ve makarna pisme kalitesinde esas
belirleyici proteinlerin y-gliadin 42 ve y-gliadin 45 proteinleriyle genetik olarak iliskili
olan LMW-1 ve LMW-2 glutenin proteinleri oldugunu gostermistir (Feillet ve ark.,
1989; 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).

Gliadin ve glutenin proteinlerinin elekroforetik olarak taranmasi ve tanimlanmasinin
yaninda SDS-sedimentasyonu ve gluten indeksi (GI) gibi analitik yaklasimlar da
bugday gluten kuvveti ve makarna pisme kalitesi hakkinda bilgi vermektedir (Porceddu
ve ark., 1998; Ammar ve ark., 2000; Pena, 2000; Marchylo ve ark., 2001; Sissons ve
ark., 2005; Cubadda ve ark., 2007; Yiiksel, 2009).

Pigme kalitesi yiiksek makarna tiretebilmek icin yiiksek protein icerikli ve 6zellikle y-

gliadin 45 ve LMW-2 glutenin proteinlerini iceren durum bugday cesitleri se¢ilmeli
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ve/veya 1slah edilmelidir. Tiirkiye’de yetistirilen makarnalik bugday cesitlerinin spesifik
gliadin ve glutenin proteinleri konusundaki calismalar olduk¢a smirli sayr ve
kapsamdadir (Geng ve ark., 1993; Eser, 1996; Go¢men, 2001; Yidirim ve ark., 2008a,
2008b; Yiiksel, 2009).

2.4. Makarnalik Bugday Kalitesinde Pigmentler ve Oksidatif Enzimler

Renk, makarna ve makarnalik bugdaylarda 6nemli bir kalite kriteridir. Parlak sar1
olmas1 istenen makarna rengi; irmik pigment konsantrasyonu, oksidatif enzimlerin
aktiviteleri ve makarna iiretim kosullar1 tarafindan etkilenmektedir. Makarna iiretiminde
kullanilan irmigin sar1 renkli pigment icerigi makarna renginde en belirleyici faktordiir.
Makarnalik bugdaylarin pigment igerikleri genotip ve yetistirilme sartlarina baglh olarak
genellikle 4-8 mg/kg arasinda degismektedir. Bugdaym irmige Ogiitiilmesi ve
makarnaya islenmesi sirasinda %15-25 arasinda pigment (renk) kayb1 meydana
gelmektedir (Hoseney, 1994; Troccoli ve ark., 2000; Coskun, 2001; Borrelli ve ark.,
2003; Yiiksel, 2009). Makarnada sar1 renk kaybina neden olan veya iiriinde koyu renk
gelisimine sebep olan oksidatif enzimlerin aktiviteleri de makarna renginde etkilidir.
Bugdaylarda bulunan oksidatif enzimlerden makarna rengi {lizerine 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). 1rmigin
pigment icerigi ve oksidatif enzimlerinin yaninda, makarna tiretimi sirasinda meydana
gelen enzimatik ve enzimatik olmayan esmerlesme reaksiyonlar1 da makarna rengine
etki etmektedir. Bu baglamda Maillard reaksiyonu sonucu olusan kahverengi-siyah
melaninler ile otoksidasyon ve enzimatik oksidasyon sonucu olusan renk kayiplari
onemlidir (Borrelli ve ark., 1999, 2003; Troccoli ve ark., 2000; Aalami ve ark., 2007).
Makarna iiretimi sirasinda makarna renginin olumsuz ydnde etkilenmesini engellemek
amaciyla vakum altinda yogurma ve kontrollii kurutma teknikleri uygulandigi icin
(Hoseney, 1994) makarnanin rengi kullanilan irmigin pigment icerigi ve oksidatif

enzimlerin aktivitelerine bagh olarak degismektedir.
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2.4.1. Pigmentler

Bugday farkli pigmentler icermekle birlikte makarna renginde en belirleyici olan
pigmentler karotenoid ve flavonoidlerdir (Fortmann ve Joiner, 1978; Laignelet, 1983;

Kruger ve Reed, 1988; Feng ve McDonald, 1989).

Karotenoidler bitkilere sari-kirmizi renk veren pigmentlerdir. Bitkilerde bugiine kadar
yaklagik 600 karotenoid tanmmlanmistir. Karotenoidler, yapilarinda oksijen icerip
icermemelerine gore iki grupta incelenmektedir. Bunlar; yapilarinda oksijen icermeyen
B-karoten ve likopen gibi karotenler ve yapilarinda oksijen iceren lutein ve zeaksantin
gibi ksantofillerdir (Laignelet, 1983; Kruger ve Reed, 1998). Karotenoidler lipit
karakterli hidrokarbonlar olup, konjuge cift baglar icermektedir. Bu nedenle
karotenoidler kolay okside olmakta ve sari-kirmizi renklerini kaybederek bulunduklari
tiriinlerin agarmasina sebep olmaktadir. Diger taraftan karotenoidler yiiksek antioksidan
kapasiteleri nedeniyle saglikli beslenme agisindan olduk¢a onemlidir (Laignelet, 1983;
Borrelli ve ark., 1999). Makarnalik bugdaylarda karotenoidlerin oksidatif yolla sar1
renklerini kaybetmeleri istenmezken, ekmeklik bugdaylarda oksidatif yolla agarma
beyaz un eldesi ve hamurun kuvvetlendirilmesi agisindan istenen bir durumdur.
Bugdaylarda bulunan en 6nemli karotenoidler, ksantofilerden lutein ve lutein-yag asidi
esterleri ile karotenlerden B-karotendir (Fortmann ve Joiner, 1978). Durum
bugdaylarinin toplam karotenoid icerikleri genellikle diger bugdaylardan daha
yitksektir. Bu farklilik biiyiik oranda genetik kaynakli olup, ¢evrenin etkisi sinirhdir
(Fortmann ve Joiner, 1978; Laignelet, 1983; Kruger ve Reed, 1988; Borrelli ve ark.,
1999). Karotenoidler bugday tanesinde homojen olarak dagilmamistir. Tanede biiyiik
oranda embriyo tabakasinda yogunlasan karotenoidler, endosperm ve kepek
kisimlarinda ise daha diisiik oranlarda bulunmaktadir (Fortmann ve Joiner, 1978;

Laignelet, 1983; Kruger ve Reed, 1988; Borrelli ve ark., 1999).

Bugdaylarda bulunan flavanoidler, karotenoidlerden sonra makarna renginde ikinci
derecede etkili olan pigmetlerdir. Flavonoidler, bitkilere sarimtirak renk veren, kuvvetli
antioksidan ve antikanserojen Ozelliklere sahip polifenolik maddelerdir. Bugdaylarda

bulunan en onemli flavonoid, bir flavon olan trisindir. Trisin, bugday tanesinde
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karotenoidlere benzer sekilde heterojen olarak dagilmistir. Trisinin tane icinde en yogun
bulundugu yer embriyo olup, bunu kepek kismi takip etmektedir. Endosperm ise en
diisiik oranda trisin iceren bugday tabakasidir. Bugdaylarin flavonoid icerikleri tiir ve
ceside gore degismektedir. Durum bugdaylarmin flavonoid igerikleri aestivum
bugdaylarindan genellikle daha yiiksektir (Fortmann ve Joiner, 1978; Kruger ve Reed,
1988; Feng ve McDonald, 1989).

2.4.2. Oksidatif Enzimler

Bugdaylarin icerdigi enzimlerden 6zellikle oksido-rediiktaz grubu icinde yer alan birkag
enzim, bugday ve bugday {iriinlerinin rengi {izerinde olduk¢a etkilidir. Bugday
tirtinlerinin renginde en etkili oksidatif enzimler LOX, PPO, POD enzimleridir (Taha ve
Sagi, 1987; Hoseney, 1994; Clarke ve ark., 1998; Borrelli ve ark., 1999; Troccoli ve
ark., 2000; Morris, 2004).

LOX enzimleri, demir iceren dioksijenazlar olup cis,cis-1,4-pentadiene yapisina sahip
coklu doymamis yag asitlerini (linoleik asit gibi) konjuge cis,trans-dienoik
hidroperoksitlere kataliz etmektedir. LOX katalizli oksidasyon sirasinda olusan yag
asidi radikalleri ise P-karoten ve ksantofillerin oksidatif olarak par¢alanmalarma ve
renklerini kaybetmelerine neden olmaktadir (Siedow, 1991). Linoleik aside karsi
afiniteleri olduk¢a yiiksek olan durum bugdayr LOX enzimlerinin molekiiler
agirliklarinin yaklagik 95 kDa ve optimum aktivitelerinin hamur pH degerlerine (pH 4-
6) yakin oldugu belirlenmistir (Barone ve ark., 1999). LOX enzimlerinin substrati olan
linoleik asit, bugdayda en fazla bulanan (>%350) yag asididir. Bugdaylarin LOX katalizli
oksidasyonu sonucu olusan renk agarmasi makarnalik bugdaylarda istenmeyen bir
durumdur. Ancak bu durum ekmeklik bugdaylarda kontrollii olarak istenmektedir. Zira
LOX oksidasyonu ekmeklik bugday unlarinin agarmasina ve gluten proteinlerini dolayl
yoldan okside ederek hamurun kuvvetlenmesine neden olmaktadir (Hoseney, 1994;
Elgiin ve Ertugay, 1995). LOX enzimleri tanede heterojen bir dagilima sahiptirler (Rani
ve ark., 2001). LOX enzimleri embriyo, kabuk ve endospermde bulunur. Embriyo
endospermden 17 kat, kabuk ise endospermden dort kat daha fazla LOX enzimi

icermektedir (Nicolas ve ark., 1982). Bugdaylarin LOX enzim aktiviteleri; tiir, cesit ve
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yetistirme sartlarindan etkilenmektedir. Durum bugdaylarinin LOX enzim aktiviteleri

genellikle diger tiirlerden daha diisiiktiir (Hoseney, 1994; Coskun, 2001).

PPO enzimleri, substratlar1 fenolik maddeler olan ve bakir iceren oksido-rediiktaz grubu
enzimlerdir. PPO enzimleri un veya irmikte bulunan fenolik maddelerin kinonlara
oksidasyonunu kataliz etmektedir. Stabil olmayan kinon bilesikleri birbirleriyle
polimerleserek veya amin ya da tiyol igeren bilesiklerle reaksiyona girerek kahverengi-
siyah renkli kompleksler olustururlar (Whitaker ve Lee, 1995). Bugdaylarda PPO enzim
aktivitesini kontrol etmeye yonelik 1slah ¢alismalari sonucunda ABD’de diisiik PPO
enzim aktivitesine sahip Lakin isimli bir bugday cesidi gelistirilmistir (Martin ve ark.,
2001; Sayaslan ve ark., 2005). PPO enzimleri, LOX enzimleri gibi tanede heterojen
olark dagilmis ve daha ¢ok tanenin kabuk kisminda yogunlagmistir. Tanenin endosperm
ve embriyo kisimlar1 ise benzer PPO aktivitelerine sahiptir (Rani ve ark., 2001). PPO
enzim aktiviteleri ¢esit ve yetisme sartlarindan etkilenmektedir. Hindistan’da ayni
cevrede yetistirilen durum bugday1 cesitleri arasinda PPO aktiviteleri bakimindan
onemli farkliliklar belirlenmistir (Aalami ve ark., 2007). Makarnada renk kararmasini
engellemek icin diisiik PPO aktiviteli durum bugday1 cesitleri belirlenmeli ve makarna

sanayinde kullanilmalidir.

Oksido-rediiktaz grubu enzimlerden olan POD enzimleri de, PPO enzimleri gibi
makarnanin kararmasina neden olmakta, ancak reaksiyon mekanizmasi tam olarak
bilinmemektedir. POD enzimleri i¢in Onerilen etki mekanizmalar1 arasinda LOX
enzimlerinde oldugu gibi karotenoidlerin ko-oksidasyonu yoluyla renk agarmasi veya
PPO enzimlerinde oldugu gibi fenolik bilesiklerin dolayli oksidasyonu ve renk
esmerlesmesi sayilabilir (Kobrehel ve ark., 1974; Taha ve Sagi, 1987; lori ve ark., 1995;
Fraignier ve ark., 2000). POD enzimleri tanenin anatomik kisimlarinda heterojen olarak
dagilmis olup; en cok kepek ve embriyo kisimlarinda, en az da endospermde
bulunmaktadir (Rani ve ark., 2001). Bugdaylarin POD aktiviteleri ¢esit ve cevresel
faktorlere bagli olarak degismektedir. Hindistan’da aymi c¢evrede yetistirilen durum
bugdaylarinin POD aktiviteleri arasinda 6nemli farkliliklar tespit edilmistir (Aalami ve

ark., 2007).
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Renk kalitesi yiiksek makarna iiretebilmek igin yiiksek pigment icerikli ve aym
zamanda diisiik oksidatif enzim aktivitelerine sahip durum bugday cesitleri se¢ilmeli
ve/veya 1slah edilmelidir. Tiirkiye’de yetistirilen durum bugday: ¢esitlerinin pigment
icerikleri ve oksidatif enzim aktiviteleri konusunda yapilmis caligma sayis1 oldukca
sinirhidir (Pekin ve Cakmakli, 1987; Tuncer ve Ercan, 1999; Coskun, 2001; Coskun ve
Ercan, 2003; Yiiksel, 2009).

2.5. Genetik Zenginlik ve Gen Kaynag: Olarak Yerel Bugday Cesitleri

Bugday 1slahi ve kalitesinin iyilestirilmesinde gen cesitliligi bakimindan zengin olan
yerel cesitler (kdy cesitleri) biiylik onem tagimaktadir (Hart, 2001). Yerel cesitler,
homozigot genetik yapiya sahip olmalarina ragmen heterojen 6zelliklere sahip
olduklarindan kiiltiir cesitlerine gore adaptasyon yetenekleri daha yiiksektir. Yerel
cesitlerin kendi iclerinde bile genetik varyasyonlara sahip olmasi, bu genotiplerin
birbirlerinin eksikliklerini tamamlayarak kiiltiir cesitlerine gore baz1 Ozellikler

bakimindan daha iistiin olmalarina olanak tanimaktadir (Allard ve Bradshaw, 1964).

Yerel cesitlerin genetik varyasyonlar1 ve yeni Ozelliklerinin saptanarak bunlarin tescilli
cesitlere aktarilmasi, bugdayin genetik tabanindaki daralmay azaltarak verim ve kalitesi
yitkksek yeni ¢esitlerin gelistirilmesine olanak saglayacaktir (Feldman ve Sears, 1981).
Cesit gelistirme ¢aligmalarinin daha iyi sonug¢ verebilmesi i¢in degisik gen havuzlari
taranarak yeni genitorler bulunmali ve bunlar kullanilmahdir (Vavilov, 1951; Sehirali
ve Ozgen 1987; Zencirci, 1995). Yeni genitorlerin aranacagi ilk yer ise yerel veya lokal
materyaldir. Yerel materyal, belli bir bolgede uzun yillar seleksiyona ugramis olmasi ve
populasyon 6zelligi tasimasi nedeniyle cevreye iyi uyum gostermekte; elverissiz cevre

kosullarinda bile basaril1 olabilmektedir (Allard ve Bradshaw, 1964).

Makarnalik bugdaylar Anadolu’da genis bir varyasyon zenginligi gosterirler. Cin,
Hindistan, Orta Asya, Yakindogu, Akdeniz, Etiyopya, Giiney Meksika ve Orta ve
Giiney Amerika’nin yeryiiziindeki sekiz ana gen merkezi oldugu, Tirkiye’'nin Akdeniz

ve Yakindogu gen merkezlerinin kesistigi ve Cin, Hindistan, Orta Asya ve Etiyopya gen
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merkezlerinin tarihsel go¢ ve ulasim noktalarinda yer aldigi, bu nedenle de bir¢ok bitki

tiiriinde zengin genetik cesitlilik gosterdigi bilinmektedir (Vavilov, 1951).

Bu calismanin amaci, Tokat sartlarinda yetistirilen bazi yerel makarnalik bugday
cesitlerinin ~ makarnalik  kalite  parametreleri ~ bakimindan  taranmast  ve
karsilagtirilmasidir. Bu amacla bugdaylarin gliadin/glutenin elektroforezi, protein
icerigi, sedimentasyon hacmi, yas/kuru gluten icerigi, gluten indeksi, pigment icerigi,
oksidatif enzimlerin aktiviteleri, tane boyutu ve camsiligi gibi makarnalik kalite

gostergeleri incelenmistir.



3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Aragtirmada 29’u yerel biri de tescilli gesit (Kyle) olmak iizere toplam 30 durum
bugdayr genotipi yer almistir (Cizelge 3.1). Bugdaylar 2007-2008 vejetasyon
doneminde Tokat Toprak ve Su Kaynaklar1 Arastirma Enstitiisii deneme arazisinde
yetistirilmigtir. Elektroforez calismalarinda standart olarak Marquis bugdayr (Dr. E.
Doénmez; Tarla Bitkileri Merkez Ars. Enst., Ankara), kontrol olarak ise Lira-1 ve Lira-2
(Dr. D. Lafiandra; Dept. Agrobiology & Agrochemistry, University of Tuscia, Italya)
ile Kyle ve Avonlea bugdaylar1 (Dr. J.M. Clarke; Semiarid Prairie Agricultural

Research Center, Kanada) kullanilmastir.

Cizelge 3.1. Arastirmada yer alan durum bugdaylari

No | Cesit Ad1 Kaynagi No | Cesit Ad1 Kaynag:”
1 Sofu CUZF 16 Sar1 Basak ETAEM
2 | Akbasak ETAEM 17 | Uveyik CUZF
3 Saricam GTAEM 18 | Sar1 Bugday | ETAEM
4 Bagacak GTAEM 19 | Vatan CUZF
5 | Beyaziye GTAEM 20 | Meram CUZF
6 | Iskenderiye GTAEM 21 | Altn CUZF
7 Menceki GTAEM 22 | Durnadili CUZF
8 | Sorgil GTAEM 23 | AgBugdayi | COZF
9 | Karakilgik CUZF 24 | Bintepe CUZF
10 | Hevidi CUZF 25 | Havrani CUZF
11 | Misiri CUZF 26 | Devedisi CUZF
12 | Mersiniye CUZF 27 | Calibasan CUZF
13 | Beyaz Bugday | ETAEM 28 | Haci Halil CUZF
14 | Yerli San ETAEM 29 | Akcakale | COZF
15 Kara Bagsak ETAEM 30 Kyleb SPARC

*CUZF = Cukurova Univ. Ziraat Fakiiltesi; ~ETAEM = Ege Tar. Ars. Enst. Miid.; GTAEM = Giineydogu Tar.
Ars. Enst. Miid.; SPARC = Semiarid Prairie Agricultural Research Center (Kanada);  °Tescilli gesit.
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3.2. Yontem

3.2.1. Gliadin ve Glutenin Elektroforezi

3.2.1.1. 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
ark., 2000) A-PAGE yontemi kullanilmistir (EK-1). Ozetle, her bir genotipten rastgele
secilen beser tane havanda ayr1 ayr1 ezildikten sonra %70 etanol ile gliadinler ekstrakte
edilmis ve A-PAGE sisteminde (Bio-Rad, ABD) kosturulmustur. Genotiplerin y-gliadin
42 veya 45 bantlariin tespitinde standart olarak Marquis bugday cesidi kullanilmistir.
Calismaya y-gliadin 42 icerdigi bilinen Lira-1 ve y-gliadin 45 igerdigi bilinen Lira-2,

Kyle veya Avonlea durum bugday cesitleri kontrol amaciyla dahil edilmistir.

3.2.1.2. LMW-1 Glutenin ve LMW-2 Glutenin Proteinleri

Bugday cesitlerinin makarna pisme kalitesinde belirleyici olan LMW glutenin desenleri
(LMW-1 veya LMW-2) bakimindan taranmasinda Masci ve ark. (2000) ve Gianibelli ve
ark. (2002) tarafindan tanimlanan SDS-PAGE yontemi kismen modifiye edilerek
kullanilmistir (EK-2). Kisaca, her bir genotipten rastgele secilen ve havanda ezilen
beser bugday tanesi 6nce sirasiyla %70 etanol ve %50 1-propanol ile muamele edilerek
glutenin digindaki proteinler uzaklastirilmig, sonra Singh ve ark. (1991) tarafindan
Onerilen yontemle gluteninler ekstrakte edilerek indirgenmis ve SDS-PAGE sisteminde
(Bio-Rad, ABD) kosturulmustur. Genotiplerin LMW-1 veya LMW-2 glutenin
desenlerinin tespitinde LMW-1 desenine sahip oldugu bilinen Lira-1 ve LMW-2
desenine sahip oldugu bilinen Lira-2, Kyle veya Avonlea durum bugday cesitleri

kullanilmastir.
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3.2.2. Bugdaylarm Ogiitiilmesi

Bugdaylar Polymix PX-MFC cekicli degirmen (Kinematica AG, Isvicre) kullanilarak
1,0 mm’lik elekten gececek sekilde ogiitiilmiistiir (Yiiksel, 2009).

3.2.3. Nem Icerigi

Ogiitiilmiis bugdaylarin nem icerikleri Uluslararast Amerikan Tahil Kimyacilari
Dernegi’nin (AACC International) 44-15A numarali metodu takip edilerek 130°C’de 1
saat siireyle etiivde (Memmert 100-800, Almanya) kurutma yoluyla belirlenmistir
(Anonim, 2000). Bu caligma kapsaminda gergeklestirilen tiim analizlerin sonuglart %14

nem esasina gore diizeltilmistir.

3.2.4. Protein Icerigi

Ogiitiilmiis bugday drneklerinin toplam azot (N) icerikleri Kjeldahl yontemiyle (AACC
metot 46-10) belirlenmis ve 5,7 faktorii kullanilarak proteine doniistiiriilmiistiir

(Anonim, 2000).

3.2.5. Yas ve Kuru Gluten icerigi ve Gluten indeksi

Ogiitiilmiis bugdaylarin yas ve kuru gluten icerikleri ile gluten indeks degerleri; gluten
yikama, santrifiijleme ve kurutma test cihazlar1 (Yiicebas Makine Analitik Cihazlar,
Izmir) kullanilarak ve AACC metot 38-12A takip edilerek belirlenmistir (Anonim,
2000; Koksel ve ark., 2000).
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3.2.6. Sedimentasyon ve Spesifik Sedimentasyon Hacmi

Ogiitiilmiis bugdaylarin sodyum dodesil siilfat (SDS) sedimentasyon hacimleri, AACC
metot 56-70’e gore sedimentasyon test cihazi (Yiicebas Makine Analitik Cihazlar,
Izmir) kullanilarak belirlenmistir (Anonim, 2000). Spesifik sedimentasyon hacimleri
ise, her bir bugdayin sedimentasyon hacminin protein icerigine bdliinmesi yoluyla

hesaplanmistir (Yiiksel, 2009).

3.2.7. Pigment icerigi

Ogiitiilmiis bugdaylarin sar1 renkli pigment (karotenoid) icerikleri AACC metot 14-50
modifiye edilerek (drnek/solvent oram1 8g/40mL’den 1g/5mL’ye diisiiriilerek)
belirlenmistir. Ornekler (1 g) 15 mL hacimli tiiplere aktarildiktan sonra iizerlerine 5 mL
su ile doyurulmus n-butanol ilave edilip manuel olarak iyice calkalanmis, 16 saat
siireyle oda sicakliginda karanlik bir ortamda tutulmus, daha sonra 5000 dev/dk hizda
10 dk santrifiijlenerek (Hettich EBA-20, Almanya) berraklastirilmis ve 435,8 nm dalga
boyunda absorbanslar1 Olciilerek (Perkin Elmer Lambda EZ2001, ABD) pigment
icerikleri hesaplanmistir (Pigment igerigi (mg/kg) = Absorbanssssg x 30,1) (Anonim,
2000; Koksel ve ark., 2000).

3.2.8. Oksidatif Enzim Aktivitesi

3.2.8.1. Enzim Ekstraksiyonu

Ogiitiilen bugday 6rneklerinden oksidatif enzimlerin ekstraksiyonu Rani ve ark. (2001)
ve Aalami ve ark. (2007) tarafindan tamimmlanan yontemler modifiye edilerek
gerceklestirilmistir (Yiiksel, 2009). Ogiitiilmiis bugday drnegine (1,0 g) 10 mL sodyum
fosfat tampon cozeltisi (50 mM, pH 7,5) ilave edilmis ve 4°C’de 1 sa siireyle
calkalandiktan (~80 dev/dk) sonra santrifiij edilmistir (5000 x g, 15 dk). Elde edilen siv1
ekstrakt (supernatant) enzim aktivitesi analizlerinde kullanilmistir. Enzim ekstraktlari

kullanilincaya kadar buzlu su igerisinde saklanmistir.
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3.2.8.2. Lipoksijenaz (LLOX) Aktivitesi

Orneklerin LOX aktivitelerinin Olctimiinde kullanilan linoleik asit substrat1 (7,5 x 107
M) Shiiba ve ark. (1991) tarafindan tanimlanan yonteme gore hazirlanmis ve enzim
aktiviteleri Aalami ve ark. (2007)’min Sl¢iim prensibi takip edilerek belirlenmistir.
Enzim aktivitelerinin Ol¢iimiinde kullanilan spektrometrenin bulundugu ortamin
sicakliglt onceden 22+2°C’ye ayarlanmistir. Spektrometre kiivetine sodyum asetat
tampon ¢ozeltisi (2,9 mL, 0,2 M, pH 5.5), linoleik asit substrat1 (50 uL) ve enzim
ekstrakti (50 pL) ilave edildikten sonra hizlica manuel olarak karistirilmig ve
absorbanstaki (234 nm) degisim 2 dk siireyle takip edilmistir. Absorbanstaki 1 birim/dk
degisim 1 enzim {initesi (EU) kabul edilerek 6rneklerin LOX enzim aktiviteleri

hesaplanmustir.

3.2.8.3. Polifenol Oksidaz (PPO) Aktivitesi

Orneklerin PPO aktivitelerinin 6l¢iimiinde Coseteng ve Lee (1987) tarafindan
gelistirilen ve Aalami ve ark. (2007) tarafindan kismen modifiye edilen dlciim prensibi
takip edilmistir. Sodyum fosfat tampon ¢ozeltisi (2,4 mL, 50 mM, pH 7,5), katesol (300
pL, 0,5 M) ve enzim ekstrakti (300 pL) karigiminin 420 nm’deki absorbansi oda
sicakliginda (224+2°C) 2 dk siireyle takip edilmistir. Absorbanstaki 0,1 birim/dak

degisim 1 EU kabul edilerek 6rneklerin PPO enzim aktiviteleri hesaplanmistir.

3.2.8.4. Peroksidaz (POD) Aktivitesi

Orneklerin POD aktivitelerinin 6lciimiinde Aparicio-Cuesta ve ark. (1992) tarafindan
gelistirilen ve Aalami ve ark. (2007) tarafindan modifiye edilen yaklasim takip
edilmistir. Sodyum asetat tampon ¢ozeltisi (2,70 mL, 50 mM, pH 5,0), hidrojen peroksit
(100 upL, %1), o-dianisidin (100 pL, %0,25) ve enzim ekstrakt1 (100 pL, 10 kat
seyreltilmis) karisiminin absorbansi (460 nm) oda sicakliginda (22+2°C) 2 dk siireyle
takip edilmistir. Absorbanstaki 1 birim/dak degisim 1 EU kabul edilerek rneklerin

POD enzim aktiviteleri hesaplanmistir.
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3.3. Istatistiksel Degerlendirme

Tesadiif bloklar1 deneme desenine gore iki veya li¢ tekerriirlii olarak elde edilen veriler,
SPSS istatistik programi kullanilarak analiz edilmis ve ortalamalar aras1 farklar Duncan

coklu karsilagtirma testi ile belirlenmistir (Diizgiines ve ark., 1987).



4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Bugdaylarin Gliadin ve Glutenin Elektroforezleri

Calismada yer alan 29 yerel durum bugday1 genotipi, makarna pisme kalitesiyle iliskili
olan y-gliadin (y-gliadin 42 / 45) ve LMW glutenin (LMW-1 / LMW-2) proteinleri
bakimindan sirasiyla A-PAGE ve SDS-PAGE yontemleri kullanilarak taranmistir. Bu
amagla her bir genotipten rastgele se¢ilen beser tane kullamilmigtir. Bugday
genotiplerine ait A-PAGE gliadin elektroforez ornekleri Sekiller 4.1 ve 4.2°de, SDS-
PAGE glutenin elektroforez drnekleri ise Sekiller 4.3 ve 4.4’de goriilmektedir.

Sekil 4.1. Akbasak ve Saricam yerel durum bugday cesitlerinin A-PAGE gliadin

elektroforezleri
(M = Marquis -- standart; A = Avonlea -- kontrol; K = Kyle -- kontrol)
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Sekil 4.2. Iskenderiye, Menceki, Hevidi ve Misiri yerel durum bugday cesitlerinin

A-PAGE gliadin elektroforezleri
(M = Marquis -- standart; A = Avonlea -- kontrol; K = Kyle -- kontrol)
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HMW
Gluteninler

LMW
Gluteninler

Sekil 4.3. Bugdaylarda SDS-PAGE yontemiyle LMW glutenin

desenlerinin belirlenmesi
(Kontrol ¢esitler: L1 = Lira-1 -- LMW-1; L2 =Lira-2 -- LMW-2)

AKBASAK SARICAM BAGACAK

Sekil 4.4. Sofu, Akbasak, Saricam ve Bagacak yerel durum bugday cesitlerinin SDS-

PAGE glutenin elektroforezleri
(Kontrol ¢esitler: K = Kyle -- LMW-2; L1 =Lira-1 -- LMW-1; L2 = Lira-2 -- LMW-2)
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Yerel makarnalik bugdaylarin y-gliadin proteinlerine ait tarama sonuclar1 Cizelge 4.1°de
sunulmustur. Calismada yer alan 29 yerel cesitten ¢ogunlugunun makarna pisme
kalitesiyle pozitif korelasyon gosteren y-gliadin 45 proteini, az bir kisminin makarna
pisme kalitesiyle negatif korelasyon gosteren y-gliadin 42 proteini, bazilarinin da karisik
veya farkli y-gliadin proteinleri tagidiklar1 goriilmektedir. Tiirkiye’de ekim alam yiiksek
olan yerel ¢esitlerden Sofu hem y-gliadin 42 hem de y-gliadin 45 proteinleri icerirken,
Yerli Sar1 cesidi y-gliadin 42 ve y-gliadin 45 proteinleri igermemektedir (Cizelge 4.1).
Yerel cesitler y-gliadin 45 proteini i¢in gelistirilen spesifik DNA markorleri (STS,
GAGS ve GAG6) kullanilarak da taranmis (Eserkaya ve ark., yayimlanmamis data) ve
bu calismadaki A-PAGE taramalariyla benzer sonugclar elde edilmistir.

Makarna pisme kalitesinde asil belirleyici olan ve y-gliadin 42 ve y-gliadin 45
proteinleriyle sirasiyla ayni gen bdlgesi tarafindan kodlananan LMW-1 ve LMW-2
glutenin proteinlerine ait tarama sonuglar1 Cizelge 4.2°de verilmistir. Yerel ¢esitlerin
LMW glutenin desenleri genellikle y-gliadin protein tipleriyle (Cizelge 4.1) paralellik
gostermektedir. Diger bir ifadeyle, y-gliadin 42 proteini tasityan bugdaylar LMW-1
glutenin desenine, y-gliadin 45 tasiyan bugdaylar ise LMW-2 desenine sahiptirler.

Bugday gluten proteinlerinin vizkoelastik ve kohezif ozellikleri (gluten kuvveti),
bugdayin genetik yapisina bagl olarak degismektedir (Payne ve ark., 1982; Bushuk,
1998; Clarke ve ark., 1998; Porceddu ve ark., 1998; Troccoli ve ark., 2000;
Veraverbeke ve Delcour, 2002). Kaliteli iiriin elde edebilmek i¢in gluten proteinlerinin
vizkoelastik ve kohezif Ozellikleri optimum diizeyde olmalhidir. Optimum gluten
ozellikleri ise ekmek, makarna ve biskiivi gibi farkli bugday iirlinlerine gore
degismektedir (Hoseney, 1994). Makarnalik bugdaylarin icerdikleri y-gliadin 45 ve
LMW-2 glutenin proteinleri ile optimum gluten kuvveti ve yiiksek makarna pigme
kalitesi arasindaki pozitif iligkiler bilinmektedir (Feillet ve ark., 1989; Kovacs ve ark.,
1995; Troccoli ve ark., 2000). Bu nedenle makarnalik bugday 1slahinda y-gliadin 45 ve
LMW-2 glutenin proteinleri tasiyan cesitler secilmektedir. Yerel cesitlerimizden
cogunlugunun bu proteinlere sahip olmasi, makarna hammaddesi ve 1slah materyali

olarak potansiyellerine isaret etmektedir.
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Cizelge 4.1. Yerel durum bugdayi ¢esitlerinin y-gliadin proteinleri

Cesit Ad1

v-Gliadin Tipi

2. Tane

3. Tane

4. Tane

Sofu

+

Akbasak

Saricam

Bagacak

<}

+

Beyaziye

Iskenderiye

Menceki

Sorgiil

Karakil¢ik

Hevidi

+ |+

+ 4+ [+ |+

SO [ [ I [P

O [ (RS I [P

Misiri

Mersiniye

Beyaz Bugday

Yerli Sar

Kara Basak

Sar1 Basak

Uveyik

|+ |+ ||+ |

Sar1 Bugday

Vatan

Meram

Altin

+ |+ |+ |+

+ 4+ |+ [+ O+ |+ ||+ |

+ 4+ [+ O+ |+ ||+ |

+ 4+ [+ O+ |+ ||+ |

|+ [+ |+ |+ |+ |+

Durnadili

Ag Bugdayi

Bintepe

Havrani

Devedisi

Calibasan

+ |+ [+ |+

Haci Halil

Akcakale

o o o I

+

Kyle*

+

+

+ [+ |+ |+ |+ |+

“y-Gliadin 42 ve y-Gliadin 45; °y-Gliadin 42; “y-Gliadin 45; ‘Farkli; °Tescilli cesit.
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Cizelge 4.2. Yerel durum bugdayi cesitlerinin LMW glutenin desenleri

Cesit Ad1

LMW Glutenin Deseni

2. Tane

3. Tane

4. Tane

Sofu

+

+

Akbasak

Saricam

Bagacak

Beyaziye

Iskenderiye

Menceki

Sorgiil

Karakil¢ik

Hevidi

SO [ [ I [P

+ 4+ |+ |+

A+ |+

+ 4+ |+ |+

+

Misiri

Mersiniye

o]
o

Beyaz Bugday

Yerli Sar

Kara Basak

Sar1 Basak

Uveyik

|+ |+ [T+

Sar1 Bugday

Vatan

Meram

Altin

+ |+ |+ |+

+ 4+ [+ O+ |+ ||+ |

+ 4+ [+ O+ |+ ||+ |

+ 4+ [+ O+ |+ ||+ |

+ 4+ [+ O+ |+ ||+ |

Durnadili

Ag Bugdayi

Bintepe

Havrani

Devedisi

Calibasan

Haci Halil

Akcakale

o o o I

Kyle*

+

+

+ [+ |+ |+ |+ |+

LMW-1 ve LMW-2; "LMW-1; ‘LMW-2; “Farkli; °Tescilli cesit.
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4.2. Bugdaylarin Protein Miktar ve Ozellikleri

Bugdayin protein icerigi ve Ozellikleri makarna pigsme kalitesinde belirleyici bir role
sahiptir (Feillet ve ark., 1989; Bushuk, 1998; Troccoli ve ark., 2000). Kaliteli makarna
iretimi i¢in bugdayin kuru maddede en az %13 (%14 nem esasina gore %11 civarinda)
protein icermesi gerekmektedir (Ozkaya ve Ozkaya, 1993; Hoseney, 1994; Elgiin ve
Ertugay, 1995; Boyacioglu ve Tiilbek, 2002). Bu c¢aligmada yer alan durum
bugdaylarinin %14 nem esasina gore %7,4-15,7 arasinda degisen oranlarda protein
icerdigi ve genotip ortalamasinin %124 oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.3). Sari
Bugday, Menceki ve Beyaz Bugday cesitleri hari¢ diger cesitlerin protein icerikleri
makarna iiretimi i¢in yeterli diizeydedir. Tiirkiye’de yetistirilen makarnalik bugday cesit
ve hatlarinin protein icerikleri kuru madde bazinda %12,8-13,8 (Geng ve ark., 1993),
%10,9-12,3 (Sozen ve Yagdi, 2005) ve %12,5-13,8 (Yiiksel, 2009) araliklarinda
bulunmustur. Bugdaylarin protein icerikleri hem genetik hem de yetistirme sartlarindan
etkilenmekle birlikte yetistirme sartlarinin etkisi daha baskindir (Ath ve ark., 1993;
Nachit ve ark., 1995; Bushuk, 1998; Troccoli ve ark., 2000; Kili¢ ve Yagbasanlar, 2003;
Sozen ve Yagdi, 2005; Yiiksel, 2009). Bu calismadaki yerel bugday cesitleri ayni
cevrede yetistirildigi icin protein iceriklerindeki farkliliklarin daha cok genetik kaynakli
oldugu soylenebilir. Calibasan, Havrani, Uveyik, Ag Bugdayi ve Beyaziye yerel

cesitleri yiiksek protein icerikleriyle 6ne c¢ikan cesitlerdir.

Makarnalik bugdaylarin protein 6zellikleri ve makarna pisme kalitelerinin tahmininde
gliadin ve glutenin elektroforezlerinin yaninda sedimentasyon ve gluten indeksi testleri
de yaygin olarak kullanilmaktadir (Porceddu ve ark., 1998; Ammar ve ark., 2000; Pena,
2000; Marchylo ve ark., 2001; Sissons ve ark., 2005; Cubadda ve ark., 2007; Edwards
ve ark., 2007; Yiiksel, 2009). Yerel cesitlerin sedimentasyon ve gluten indeksleri
sirastyla Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.4’de sunulmustur. Bugdaylarin sedimentasyon
hacimleri 20,5-50,5 mL arasinda degismis ve ortalama 26,3 mL bulunmustur.
Sedimentasyon hacmi, hem protein miktar1 hem de protein kalitesine bagli olarak
degistigi icin bugdaylarin sedimetasyon hacimleri protein iceriklerine boliinerek protein
kalitelerini daha iyi yansitan spesifik sedimentasyon hacimleri hesaplanmaktadir
(Cubadda ve ark., 2007; Yiiksel, 2009). Cesitlerin spesifik sedimentasyon hacimleri
1,46-3,33 mL arasinda degismis ve ortalama 2,15 mL olarak hesaplanmistir. Yiiksel
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(2009), farkli bolgelerde iki yil siireyle yetistirilen 25 durum bugdayr genotipinin
sedimentasyon hacimlerini 17,3-28,7 mL (ort. 22,5 mL), spesifik sedimentasyon
hacimlerini ise 1,60-2,52 mL (ort. 1,99 mL) araliginda bulmustur. Impiglia ve ark.
(1995), baz1 makarnalik bugday genotiplerinin sedimentasyon hacimlerinin 18,2-38,5
mL, spesifik sedimentasyon hacimlerinin ise 1,39-2,98 mL arasinda degistigini tespit
etmistir. Bursa kosullarinda yetistirilen bazi makarnalik bugday i1slah hatlarimin
sedimentasyon hacimleri ise 19,5-31,3 mL arasinda degisim gostermistir (Sozen ve

Yagdi, 2005).

Bu ¢ahsmada yer alan yerel bugdaylardan Uveyik, Akcakale, Calibasan, Havrani ve
Vatan cesitlerinin sedimentasyon hacimleri; Uveyik, Sar1 Bugday, Akgakale, Beyaz
Bugday ve Menceki cesitlerinin ise spesifik sedimentasyon hacimleri oldukga yiiksektir.
Ozellikle Uveyik cesidi yiiksek sedimetasyon hacmi ile 6ne ¢ikmaktadir. Uveyik cesidi
diger cesitlerden farkli olarak ogiitiildiiglinde irmik yerine biiyiik oranda una
doniigmiistiir. Ogiitiilmiis Uveyik bugdaymin partikiil boyutundaki farklilik nedeniyle
s6zkonusu ekstrem degerler elde edilmis olabilir. Bu nedenle Uveyik cesidinin tane
sertlik durumu ve Ogiitme davramig1 daha detayli arastirlmalidir. Yerel gesitlerden
bazilarinmn (Uveyik, Akgakale, Beyaz Bugday, Vatan ve Havrani) yiiksek makarnalik
kalitesiyle bilinen Kanada orijinli Kyle ¢esidinden (Dexter, 2008) daha yiiksek veya

benzer sedimentasyon degerlerine sahip olmasi oldukca dnemlidir (Cizelge 4.3).

Spesifik sedimentasyon testi gibi gluten indeksi testi de bugdaylarin protein kaliteleri
hakkinda bilgi vermektedir (Cubadda ve ark., 2007; Edwards ve ark., 2007; Yiiksel,
2009). Yerel ¢esitlerin gluten indekslerinin 17,9-96,1 arasinda degistigi ve ortalama
44,1 oldugu Cizelge 4.4’de goriilmektedir. Akcakale, Sar1 Bugday, Bagacak, Karakil¢ik
ve Menceki gesitleri gluten indeksleri bakimindan Kyle cesidi ile mukayese edilebilir
niteliktedir. Cizelge 4.4’de ayrica cesitlerin yas ve kuru gluten igerikleri de verilmistir.
Bu degerler makarnalik bugdaylarin protein kalitelerinin tahmininde yetersiz
kaldigindan fazla kullanilmamaktadir. Zira bugdaylarin yas ve kuru gluten igerikleri
bugdaylarin protein miktar ve 6zelliklerinin yaninda hemiseliiloz igerikleri ve nisastanin
glutomatik sisteminde gluten matriksinden yikanabilme derecesine gore de varyasyonlar

gostermektedir (Yiiksel, 2009).
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hacimleri®
Cesit Ad1 Protein Igerigi Sedimentasyon Spesifik
(%) Hacmi Sedimentasyon
(mL) Hacmi
(mL)
Sofu 12,7 c-g 25,5 a-d 2,01 cof
Bagacak 11,8 cde 20,5 a 1,74 abc
Beyaziye 149 21,8 ab 1,46 ab
Iskenderiye 11,0 bc 20,5 a 1,86 a-d
Menceki 96 b 22,5 abc 2,36 ¢f
Sorgiil 11,3 bed 21,3 ab 1,88 a-d
Karakil¢ck 13,7 e-h 21,5 ab 1,58 abc
Beyaz Bugday 10,7 bc 26,0 bcd 243 f
Yerli Sart 11,0 bc Lo - -
Uveyik 152 h 50,5 333 g
Sar1 Bugday 74 a 24,0 abc 324 ¢
Vatan 14,0 fgh 30,0 def 2,14 def
Altin 12,3 ¢- - - - -
Ag Bugdayi 150 gh 272 c- 1,85 a-d
Bintepe 11,4  bed 21,3 ab 1,87 a-d
Havrani 15,7 1 31,8 ¢f 2,02 bf
Calibasan 16,8 1 328 f 1,95 b-e
Haci Halil 14,1 e-h 21,3 ab 1,51 ab
Akcakale 12,5 d-h 380 g 3,04 ¢
Kyle® 12,6 cf 27,3 cde 2,17 def
Degisim Araligt 7.4 -157 20,5 - 50,5 1,46 - 3,33
Ortalama 12,4 26,3 2,15

“Degerler %14 nem esasina gore olup, ayn: siitunda degisik harflere sahip ortalamalarin farki istatistiksel

olarak dnemlidir (P<0,01); °Ormek yetersizligi nedeniyle dl¢iim yapilamamustir; “Tescilli esit.
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Cizelge 4.4. Yerel durum bugday cesitlerinin yas ve kuru gluten icerikleri ve gluten
indeksleri®
Cesit Ad1 Ya§ Gluten Kum Gluten Yas/Kuru Qluten
Icerigi Icerigi Gluten Orani Indeksi
(%) (%)
Sofu Lo - - - - - -
Bagacak 33,5 ab 11,6 ab 287 bc 61,3 bcd
Beyaziye 34,6 ab 12,1 ab 2,87 bc 41,8 abc
Iskenderiye 36,5 ab 13,0 ab 2,81 ab 38,3 abc
Menceki 36,1 ab 12,5 ab 2,90 bc 51,1 abc
Sorgiil 36,6 ab 12,8 ab 2.87 bc 50,5 abc
Karakil¢ik 33,5 ab 11,5 ab 293 ¢ 54,9 abc
Beyaz Bugday 352 ab 12,3 ab 2,87 bc 21,1 a
Yerli Sari - - - - - - - -
Uveyik 37,1 b 12,7 ab 202 ¢ 179 a
Sar1 Bugday 34,1 ab 11,8 ab 2,87 bc 72,2 cd
Vatan - - - - - - - -
Altin - - - - - - - -
Ag Bugday: 413 b 14,1 b 202 ¢ 32,0 ab
Bintepe 33,7 ab 1,9 ab 2,83 ab 26,2 ab
Havrani 420 b 144 b 291 bc 442 abc
Calibasan 39,0 b 134 b 2,92 bc 40,9 abc
Haci Halil 425 b 14,8 b 2.87 bc 47,2  abc
Akcakale 26,1 a 9,5 a 2,76 a 96,1 d
Kyle 354 ab 12,1 ab 292 ¢ 65,0 bcd
Degisim Aralig 26,1-42,5 9,5-14,8 2,76 - 2,93 17,9 - 96,1
Ortalama 34,2 11,13 2,88 44,1

"Degerler %14 nem esasina gore olup, ayn siitunda degisik harflere sahip ortalamalarin farki istatistiksel
olarak dnemlidir (P<0,05); °Ormek yetersizligi nedeniyle dl¢iim yapilamamustir; “Tescilli esit.

Calismada yer alan bugdaylar makarna pisme kalitelerinde onemli olan y-gliadin 45 ve
LMW-2 glutenin proteinleri, protein icerikleri ve sedimentasyon hacmi ve gluten
indeksi gibi kalite gostergeleri bakimindan birlikte degerlendirildiginde; Calibasan,
Akcakale, Havrani ve Sar1 Bugday yerel ¢esitlerinin makarnalik potansiyelleri yiiksek

goriinmektedir.
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4.3. Bugdaylarin Pigment icerikleri ve Oksidatif Enzim Aktiviteleri

Makarna kalitesinde 6nemli kriterlerden olan parlak sar1 renk; makarna iiretiminde
kullanilan bugdayin sar1 renkli pigment icerigi ve LOX, PPO ve POD gibi oksidatif
enzimlerinin aktivitelerine baghh olarak degismektedir (Fortmann ve Joiner, 1978;

Kruger ve Reed, 1988; Troccoli ve ark., 2000; Coskun, 2001; Aalami ve ark., 2007).

Tokat sartlarinda yetistirilen yerel cesitlerin pigment icerikleri ve oksidatif enzim
aktiviteleri Cizelge 4.5’de sunulmustur. Bugdaylarin sar1 renkli pigment igerikleri 3,64-
6,63 mg/kg arasinda degismis ve ortalama 5,41 mg/kg bulunmustur. Durum
bugdaylarinin pigment igeriklerinin genellikle 4-8 mg/kg arasinda degistigi
bildirilmektedir (Koksel ve ark., 2000; Troccoli ve ark., 2000). Tiirkiye’'nin farkl
ekolojik bolgelerinde (Tokat, Sivas ve Diyarbakir) iki yil siireyle yetistirilen 25 durum
bugday1 genotipinin pigment icerikleri 3,67-8,31 mg/kg (ort. 5,64 mg/kg) arasinda
bulunmustur (Yiiksel, 2009). Yerel bugdaylardan Altin, Havrani, Hac1 Halil, Sorgiil,
Menceki, Yerli Sar1 ve Vatan pigment icerikleri bakimindan (yaklasik 6 mg/kg) iyi

diizeyde olan genotiplerdir.

Sar1 renkli pigmentlerin makarna iiretimi sirasinda oksidatif olarak parcalanmalarina ve
agarmalarina neden olan LOX enzimlerinin (Borrelli ve ark., 1999; Troccoli ve ark.,
2000; Aalami ve ark., 2007) aktiviteleri yerel bugdaylarda 18,1-41,0 EU/g arasinda
degismis ve ortalama 27,2 EU/g bulunmustur (Cizelge 4.5). Makarna iiretimi sirasinda
ozellikle fenolik maddelerin oksidasyonu yoluyla iiriiniin kararmasin neden olan PPO
ve POD enzimlerinin (Kobrehel ve ark., 1974; Taha ve Sagi, 1987; lori ve ark., 1995;
Fraignier ve ark., 2000; Rani ve ark., Aalami ve ark., 2007) yerel cesitlerdeki
aktiviteleri ise sirasiyla 7,5-16,2 EU/g (ort. 9,7 EU/g) ve 64,6-145,6 EU/g (ort. 109,5
EU/g) arasinda degisim gostermistir (Cizelge 4.5).

Makarnalik bugdaylarin sar1 pigment iceriklerinin yiiksek olmasinin yaninda LOX, PPO
ve POD aktivitelerinin diisiik olmasi istenen bir durumdur (Aalami ve ark., 2007). Yerel
cesitlerden Vatan, Yerli Sari, Hac1 Halil, Havrani ve Beyaz Bugday oksidatif enzim
aktiviteleri diisiik olan ¢esitlerdir. Durum bugdaylarinda yapilan calismalarda (Coskun,

2001; Aalami ve ark., 2007; Yiiksel, 2009), genotiplerin gerek pigment icerikleri
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gerekse oksidatif enzim aktiviteleri bakimindan O©nemli varyasyonlar gosterdigi

saptanmistir.  Pigment icerikleri ve oksidatif enzim aktiviteleri birlikte

degerlendirildiginde (Cizelge 4.5), yerel cesitlerden Yerli Sar1, Hact Halil ve Havrani

sar1 renkli makarna iiretim potansiyeli en yiiksek olan genotiplerdir.

Cizelge 4.5. Yerel durum bugdayr ¢esitlerinin pigment icerikleri ve oksidatif enzim

aktiviteleri®
Cesit Ad1 Pigment Lipoksijenaz Polifenol Peroksidaz
Icerigi (LOX) Oksidaz (POD)
(mg/kg) Aktivitesi (PPO) Aktivitesi
(EU/g)" Aktivitesi (EU/g)
(EU/g)
Sofu 498 ¢ 30,4 fg 8,6 abc 138,6 fgh
Bagacak 5,27 def 28,2 ¢f 9,7 b-e 1104 c-g
Beyaziye 5,11 cd 25,3 de 9,2 b-e 114,3 c-h
Iskenderiye 545 fg 33,1 g 128 ¢ 1334 fgh
Menceki 593 h 23,7 bcd 9,0 bcd 1456 h
Sorgiil 5,98 M 242 bcd 10,3 ef 107,1 ¢~
Karakilck 5,39 ef 30,2 fg 1,3 f 117,8 d-h
Beyaz bugday 3,67 a 22,2 bc 75 a 64,6 a
Yerli Sart 597 h 21,2 b 9,6 b-e 74,2 ab
Uveyik 3,64 a 41,0 1 16,2 140,8 gh
Sar1 bugday 5,10 cd 330 ¢ 9,0 bed 108,9 c-
Vatan 592 h 18,1 a 75 a 99,1 b-e
Altin 6,63 j 31,7 g 9.6 b-e 1405 gh
Ag bugdayr 5,18 cde 374 h 8,6 abc 130,1 e-h
Bintepe 5,17 cde 314 ¢ 9,8 cde 112,1 c-g
Havrani 6,18 1 27,7 ef 85 ab 88,8 a-d
Calibasan 564 g 30,5 fg 1,5 f 128,5 e-h
Hac1 Halil 6,06 M 244 cd 8,5 abc 1144 c-h
Akcakale 4,07 b 23,5 bcd 10,2 def 85,4 abc
Kyle 5,89 h 25,7 de 9,7 b-e 75,1 ab
Degisim Aralig 3,64 - 6,63 18,1-41,0 7,5-16,2 64,6 - 145,6
Ortalama 5,41 27,2 9,7 109,5

"Degerler %14 nem esasina gore olup, ayni siitunda degisik harflere sahip ortalamalarin farki istatistiksel

olarak dnemlidir (P<0,05); ®Enzim iinitesi; °Tescilli cesit.
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4.4. Bugdaylarn Fiziksel Ozellikleri

Tane boyutu, sertligi ve camsiligr bugdaymn uygun oldugu son iiriinii tayin eden fiziksel
Ozelliklerdendir. Bugdayda tane boyutuna paralel olarak endosperm-kabuk oran1 arttigi
icin un veya irmik verimi ylikselmektedir. Tane sertligi ve camsiligi ise irmik verimi ve
parlaklig1 acisindan Onemlidir. Kaliteli makarnalik bugdayin saglikli, iri ve dolgun
taneli, oldukca sert yapili ve camsi1 goriiniimlii olmasi istenmektedir (Ath ve ark., 1993;
Hoseney, 1994; Elgiin ve Ertugay, 1995; Bushuk, 1998; Coskun, 2001; Morris, 2004;
Dziki ve Laskowski, 2005).

Tokat sartlarinda yetistirilen yerel durum bugdayi cesitlerinin tane boyutlart (bin tane
agirliklar1) ve camsilik oranlar1 Cizelge 4.6’da sunulmustur. Cesitlerin bin tane
agirhiklart 34,3-55,4 g (ort. 46,4 g), camsilik oranlar1 ise %94,9-99.4 (ort. %98)
arasinda degisim goOstermistir. Bu veriler yerel makarnalik bugday cesitlerinin gerek
tane boyutlar1 gerekse camsilik oranlar1 bakimindan irmik/makarna iiretimi i¢in yeterli
diizeyde (Hoseney, 1994; Elgiin ve Ertugay, 1995; Bushuk, 1998) olduklarinm

gostermektedir.
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Cizelge 4.6. Yerel durum bugdayi ¢esitlerinin 6nemli fiziksel 6zellikleri

Cesit Ad1 Bin Tane Agirhg* Camsilik Oram
(€3] (%)
Sofu 542 ef 97,7 b-e
Bagacak 52,1 de 96,6 b
Beyaziye 47,7 ¢ 98,5 cde
Iskenderiye 499 cd 98,2 b-e
Menceki 48,3 ¢ 97,3 bc
Sorgiil 53,4 e¢f 99,2 de
Karakil¢ck 423 b 99,2 de
Beyaz Bugday 554 ef 97,0 bc
Yerli Sart 54,0 ef 94 e
Uveyik 421 b 98,3 cde
Sar1 Bugday 55,0 ¢f 98,6 cde
Vatan 43,1 b 96,9 b
Altin 343 a 949 a
Ag Bugday: 50,0 cd 98,5 cde
Bintepe 56,2 f 97,4 bc
Havrani 479 ¢ 98,0 b-e
Calibasan 47,0 ¢ 97,5 bc
Hac1 Halil 491 cd 96,9 bc
Akcakale 48,0 ¢ 98,5 cde
Kyle” 434 b 97,6 becd
Degisim Aralig 34,3 -55,4 94,9 - 99,4
Ortalama 46,4 98,0

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



5. SONUC

Bu calismada Tokat sartlarinda yetistirilen bazi yerel durum bugday1 cesitlerinin
makarnalik kaliteleri hakkinda bilgi veren gliadin ve glutenin elektroforezleri, protein
miktar ve ozellikleri, pigment igerikleri, oksidatif enzim aktiviteleri ve tane fiziksel

ozellikleri incelenmistir.

Yerel durum bugdayr cesitlerinden c¢ogunlugunun iistin makarna pisme kalitesini
gosteren y-gliadin 45 ve LMW-2 glutenin proteinleri tasidiklar1 belirlenmistir. Cesitlerin
protein iceriklerinin %8,6-18,3 (ort. %14.4; kuru maddede), protein kalitesini yansitan
sedimentasyon hacimlerinin 20,5-50,5 mL (ort. 26,3 mL), spesifik sedimentasyon
hacimlerinin 1,46-3,33 mL (ort. 2,15 mL) ve gluten indekslerinin 17,9-96,1 (ort. 44,1)
arasinda degistigi saptanmistir. Yerel bugdaylar, makarna pisme kalitesinde dnemli olan
v-gliadin 45 ve LMW-2 glutenin proteinleri, protein igerikleri ve protein kalite
gostergeleri bakimindan birlikte degerlendirildiginde; Calibasan, Akg¢akale, Havrani ve

Sar1 Bugday cesitlerinin makarnalik potansiyelleri yiiksek goriinmektedir.

Bugdaylarin sar1 renkli pigment igeriklerinin 3,64-6,63 mg/kg (ort. 5,41 mg/kg), LOX
aktivitelerinin 18,1-41,0 EU/g (ort. 27,2 EU/g ), PPO aktivitelerinin 7,5-16,2 EU/g (ort.
9,7 EU/g) ve POD aktivitelerinin 64,6-145,6 EU/g (ort. 109,5 EU/g) arasinda degistigi
belirlenmistir. Yerel cesitler pigment icerikleri ve enzim aktiviteleri bakimindan birlikte
degerlendirildiginde; Yerli Sari, Hact Halil ve Havrani yerel c¢esitlerinin makarnalik

potansiyelleri yiiksek goriinmektedir.

Bu arastirma ile elde edilen veriler bir biitiin olarak degerlendirildiginde; yerel durum
bugday1 cesitlerinden bazilarinin makarnalik potansiyellerinin olduk¢a iyi oldugu,
bazilarinin ise 1slah ¢aligmalarinda gen kaynagi veya anac¢ olarak kullamlabilecegi
goriilmektedir. Bu baglamda, diger yerel cesitlere gore daha genis bir ekim alanina
sahip olan Yerli Sar1 cesidinin makarnalik kalitesinin 1iyilestirilmesi yOniinde

Universitemiz biinyesinde markor destekli melezleme calismalar yiiriitiilmektedir.
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EK-1. Asit - Poliakrilamid Jel Elektroforez (A-PAGE) yontemiyle bugday gliadin
proteinlerinin taranmasi

A. Gerekli ¢ozeltiler

Al. Tampon ¢ozeltisi (5 L 1x aliiminyum laktat ¢ozeltisi)

6,25 g aliminyum laktat tartilip saf su ile 5 L’ye tamamlanmak iizereyken pH laktik asit ile 3,1’e
ayarlanir ve 5 L’ye tamamlanir.

A2. Ekstrakt seyreltme ¢ozeltisi (%40 sakkaroz ve %0,6 metilen yesili)
4,0 g sakkaroz ve 0,06 g metilen yesili tartilarak tampon ¢ozelti (Al) ile hacmi 10 mL’ye tamamlanir.
A3. Jel hazirlama ¢ozeltisi

7,0 g akrilamid, 0,3 g bisakrilamid, 0,25 g aliiminyum laktat ve 0,05 g L-askorbik asit tartilir; 90 mL saf
su (4°C) ilave edildikten sonra pH laktik asit ile 3,1 e ayarlanir ve 100 mL’ye tamamlanir.

A4. Demir siilfat (FeSO,.7H,0) ¢ozeltisi (~%1,6)

10 mg FeSO,.7H,O 625 pL saf su i¢inde ¢oziindiiriiliir ve 4°C’de muhafaza edilir.
AS. Hidrojen peroksit (H,0,) ¢ozeltisi (~%?3)

1 mL %35 H,0; ve 10 mL saf su karistirilarak hazirlanir.

A6. Trikloroasetik asit (TCA) ¢ozeltisi (%12)

240 gr TCA tartilip saf su ile hacmi 2 L’ye tamamlanir. Bu ¢ozelti hem boyama hem de boya giderme
cozeltilerinin hazirlanmasinda kullanilir.

A7. Boyama ¢ozeltisi (1 L)

0,4 gr Coomassie Brillant Blue R-250 boyast 40 mL %95 etil alkolde ¢oziindiiriiliir ve filtre kdgidinda
stiziiliir. Stiziintiiniin tizerine 960 mL %12 TCA ¢ozeltisi (A6) eklenerek iyice karistirilir ve siiziiliir.

A8. Boya giderme cozeltisi

Boya giderme amaciyla dogrudan %12 TCA ¢ozeltisi (A6) kullamlir.

B. Ornek hazirlama ve gliadin proteinlerinin ekstraksiyonu

B1. Bugday tanesinin ezilmesi

Bugday tanesi kiilah yapilmis tartim kagidi i¢ine koyularak havanda iyice ezilir ve tartilarak 2 mL hacimli
santrifiij tiipiine aktarilir.
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EK-1. devam

B2. Gliadin proteinlerinin ekstraksiyonu

Ezilmis bugday tanesini iceren santrifiij tiipiine (B1) 6rnek agirliginin yaklasik 3 kat1 %70 etil alkol ilave
edildikten sonra iyice vortekslenir ve 30 dk oda sicaklifinda estraksiyona birakilir (10 dk araliklarla
vorteksleme islemi tekrarlanir). Ekstraksiyonu takiben 12000 dev/dk hizda 10 dk santrifiijlendikten sonra
tistte toplanan berrak sividan 20 pL alinarak baska bir santrifiij tiiptine aktarilir ve iizerine 1,3 kat1 (26 pL)
ekstrakt seyreltme cozeltisi (A2) ilave edilerek vortekslenir ve elektroforez sistemine yiiklemeye hazir
hale getirilmis olur.

C. Jel hazirlama, 6rnek yiikleme ve elektroforez iglemleri

C1. Jelin hazirlanmasi, 6rnek yiikleme ve kosturma islemi

Uygun spacer (1,5 mm) kullanilarak elektroforez jel kaliplar1 usuliine uygun olarak hazirlanir. Kiigiik bir
behere 50 mL jel hazirlama ¢ozeltisi (A3) aktarilarak tizerine 25 uL. FeSO,4.7H,0 ¢ozeltisi (A4) ve 50 pL.
H,0, ¢ozeltisi (AS5) ilave edilir. Karisim 1-2 sn manyetik olarak karistirdiktan sonra siringa vasitasiyla
dikkatlice jel kalibina dokiiliir ve tarak yerlestirilir. Jellesme tamamlandiktan sonra (~30 dk) kuyucuklar
bozulmadan tarak c¢ikarilir ve kuyucuklar tampon ¢ozeltisi (Al) ile yikanarak temizlenir. Jel elektroforez
sistemine yerlestirildikten sonra sisteminin alt ve iist tanklar1 tampon ¢ozeltisi (Al) ile doldurulur.
Ekstrakt seyreltme c¢ozeltisi ilave edilmis drneklerden (B2) her bir kuyucuga 10 pL yiikleme yapildiktan
sonra elektrotlar takilarak 15°C’de 500 Volt sabit akimda 3-3,5 sa siireyle kosturulur.

C2. Jelin boyanmasi ve goriintiilenmesi

Jel, yaklasik 250 mL boyama ¢ozeltisi (A7) iceren diiz bir kap (30 cm x 20 cm) i¢ine aktarilir ve 3-4 sa
hafifce calkalanarak boyama gerceklestirilir. Jel, fazla boyanin giderilmesi i¢in saf su iceren bir kapta 20-
30 dk bekletildikten sonra 250 mL boya giderme ¢ozeltisi (A8) igeren bir kapta bir gece bekletilerek boya
giderme islemi tamamlanir. Boyasi giderilen jel uygun bir zemine aktarilarak dijital kamera ile
fotograflanir, bilgisayar ortaminda iglenir ve isimlendirilir.
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EK-2. Sodyum Dodesil Siilfat - Poliakrilamid Jel Elektroforez (SDS-PAGE)
yontemiyle bugday glutenin proteinlerinin taranmasi

A. Gerekli ¢ozeltiler

Al. A ¢ozeltisi (%50 1-propanol)

250 mL 1-propanol ve 250 mL saf su karistirilarak hazirlanir.

A2. B ¢ozeltisi

50 mL 1-propanol, 8 mL 1 M Tris-HCI (pH 8,0) ve 42 mL saf su karistirilarak hazirlamr.
A3. Bx c¢ozeltisi (%4 p-merkaptoetanol)

9,6 mL B ¢ozeltisi (A2) ve 0,4 mL p-merkaptoetanol karistirilarak hazirlanr.

A4. C ¢ozeltisi

5SmL %10 SDS, 2 mL. 1 M Tris-HCI (pH 8,0), 10 g gliserol ve 5 mg bromfenol mavisi alinarak hacmi saf
su ile 25 mL’ye tamamlanir.

AS. Bisakrilamid c¢ozeltisi (%2)

2,4 g bisakrilamid tartilip 100 mL saf su ile karistirildiktan sonra su banyosunda (65°C) 10-15 dk 1sitilir.
Tekrar karistirithp hacmi 120 mL’ye tamamlanir ve filtre kagidindan siiziiliir (Istk gecirmeyen kapali bir
kapta 4°C’de saklanir).

A6. Tampon ¢ozeltisi (10x 1 L Tris-Glisin-SDS ¢ozeltisi)

30,3 g Tris (Trizma-base), 144 g glisin ve 10 g SDS 900 mL saf i¢inde karistirilarak ¢oziindiiriilir pH
derisik HCl ile 8,3’e ayarlandiktan sonra hacmi 1 L’ye tamamlanir.

A7. Alt jel hazirlama tampon ¢ozeltisi / Seperating buffer (3 M Tris-HCI, pH 8,8)

7,27 g Tris tartilir, hacmi saf su ile 20 mL’ye tamamlanmak iizereyken pH derisik HCI ile 8,8’e ayarlanir
ve 20 mL’ye tamamlanir.

A8. Ust jel hazirlama tampon ¢ozeltisi / Stacking buffer (0,5 M Tris-HCI, pH 6,8)

0,485 g Tris tartilir, hacmi saf su ile 8 mL’ye tamamlanmak iizereyken pH derisik HCI ile 6,8’ e ayarlanir
ve 8 mL’ye tamamlanir.

A9. Boyama ¢ozeltisi (1 L)

0,4 gr Coomassie Brillant Blue R-250 boyast 40 mL %95 etil alkolde ¢oziindiiriiliir ve filtre kdgidinda
stiziiliir. Stiziintiiniin tizerine 960 mL %12 TCA ¢ozeltisi eklenerek karistirilir.
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EK-2. devam

B. Ornek hazirlama ve glutenin proteinlerinin ekstraksiyonu

B1. Bugday tanesinin ezilmesi ve gluteninler digindaki proteinlerin uzaklastirilmasi

Bugday tanesi kiilah yapilmis tartim kagidi i¢ine koyularak havanda iyice ezilir ve tartilarak 2 mL hacimli
santrifiij tiipiine aktarilir. Uzerine 6rnek agirhigmin yaklagik 3 kat1 %70 etil alkol ilave edildikten sonra
iyice vortekslenir ve 30 dk oda sicakliginda estraksiyona birakilir (10 dk araliklarla vorteksleme islemi
tekrarlamr). Ekstraksiyonu takiben 12000 dev/dk hizda 10 dk santrifiijlendikten sonra siipernatant
dikkatlice sizdirilarak uzaklastirilir. Pelete yaklasik 1 mL A ¢ozeltisi (A1) ilave edilerek pelet pipetin ucu
ile dagitihir, vortekslenir ve 65°C’de 30 dk ekstraksiyona birakilir (10 dk araliklarla vorteksleme islemi
tektrarlanir). Ekstraksiyondan sonra 10000 x g ’de 1 dk santrifiijlenir ve siipernatant atilir. Pelet
bozulmadan iizerine 0,5 mL A ¢ozeltisi (Al) ilave edilerek pelet yiizeyi yikanir, 10000 x g ’de 5 dk
santrifiijlenir ve siipernatant atilir. Tiip pecete lizerine ters ¢evrilerek kalan sivi uzaklagtirilir (10 dk).

B2. Glutenin proteinlerinin ekstraksiyonu ve indirgenmesi (—S-S- baglarinin kirilmasi)

Gluteninler disindaki proteinleri uzaklastirilan peletin (B1) iizerine baslangicta tartilan 6rnek agirliginin 7
kat1 kadar Bx ¢ozeltisi (A3) ilave edilir, pelet dagitilir, vortekslenir, 65°C’de 30 dk ekstrakte edilir (10 dk
araliklarla vorteksleme islemi tektrarlanir) ve 10000 x g de 5 dk santrifiijlenir. Stipernatanttan 100 pL
alinarak 100 puL C c¢ozeltisi (A4) ile karigtirilir. Karisim 65°C’de 15 dk ekstrakte edilir, vortekslenir,
10000 x g *de 2 dk santrifiijlenerek elektroforez sistemine yiiklemeye hazir hale getirilmis olur.

C. Jel hazirlama, 6rnek yiikleme ve elektroforez iglemleri

C1. Alt jelin hazirlanmasi/ Seperating gel (%10 akrilamid)

Uygun spacer (1,0 mm) kullanilarak elektroforez jel kaliplar1 usuliine uygun olarak hazirlanir ve taragin
alt ucundan 5 mm alt1 cam yazar kalem ile isaretlenir. 4,94 g akrilamid, 3,2 mL %2 bisakrilamid ¢ozeltisi
(AS) ve 6,5 mL alt jel tampon ¢ozeltisi (A7) karistminin hacmi saf su ile 49,4 mL’ye tamamlanir. Bu
¢ozeltiden kiigiik bir behere 30 mL aktarilarak iizerine 335 uL %10 SDS c¢ozeltisi, 80 uL %10 amonyum
persiilfat (APS) ¢ozeltisi ve 34 uL TEMED ilave edilerek kopiirtmeden karistirilir. Sirmga vasitastyla jel
kalibina doldurulur. Yiizeyin diizgiin olmasi ve hava ile temasin kesilmesi icin birka¢ damla n-butanol
damlatilir ve jellesmeye birakilir (~40 dk). Daha sonra jelin {ist ylizeyindeki n-butanol yavasca saf su
ilave edilerek yikanir ve siiziilerek akitilir. Kalan su kurutma kagidu ile jel bozulmadan uzaklastirilir.

C2. Ust jelin hazirlanmas1 / Stacking jel (%3,7 akrilamid)

0,365 g akrilamid, 0,5 mL %2 bisakrilamid ¢ozeltisi (AS), 2,5 ml ist jel tampon cozeltisi (A8)
karistminin hacmi saf su ile 9,9 mlL’ye tamamlanir. Kiiciik bir behere bu ¢ozeltiden 3 mL aktarilarak
tizerine 60 uL %10 SDS ¢ozeltisi, 45 uL %10 APS ¢ozeltisi ve 9 uL TEMED ilave edilir ve kopiirtmeden
karistinilir. Siringa vasitasiyla jel kalibina (iist simira 2-3 mm kalana kadar) doldurulur ve tarak hava
kabarcigr kalmayacak sekilde takilir. Jellesme tamamlandiktan sonra (15-20 dk) tarak c¢ikarilir ve
kuyucuklar saf su ile yikanir. Jel elektroforez sistemine yerlestirildikten sonra sisteminin alt ve list
tanklart saf su ile 10 kat seyreltilmis tampon ¢ozeltisi (A6) ile doldurulur. Ornekler (B2) her bir kuyucuga
15 pL yiikleme yapildiktan sonra 15°C’de 40 mA/jel akimda 2 sa 40 dk siireyle kosturulur.

C3. Jelin boyanmasi ve goriintiilenmesi

Jel, yaklasik 250 mL boyama ¢ozeltisi (A7) iceren diiz bir kap (30 cm x 20 cm) i¢ine aktarilir ve 3-4 sa
hafifce calkalanarak boyama gerceklestirilir. Jel, fazla boyanin giderilmesi i¢in saf su iceren bir kapta 2-3
sa bekletilir. Boyasi giderilen jel uygun bir zemine aktarilarak dijital kamera ile fotograflanir, bilgisayar
ortaminda islenir ve isimlendirilir.
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