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MAKARNALIK BUGDAYDA LPX-B1 GENi BAKIMINDAN
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Makarnalik bugdaymin kalitesini belirleyen temel kriter makarna iiretimine uygunluk
derecesi, yani makarnalik kalitesidir. Kaliteli bir makarnanin renginin parlak sar1 olmasi
istenmektedir. Makarnalik bugdaydan elde edilen son iirlinlerin kalitesi tanenin protein
miktar1 ve kuvveti, sar1 pigment igerigi ve lipoksijenaz (LOX) gibi sar1 rengi olumsuz
yonde etkileyen oksidatif enzimlerin aktiviteleri ile dogrudan iligkilidir. Renk Kalitesi
yiiksek makarna {iretebilmek icin kullanilan durum bugdaymnin pigment iceriginin
yiiksek, LOX enzim aktivitesinin diisiik olmas1 gerekmektedir.

Bu calismanin amaci, daha 6nce protein kalitesi iyilestirilmis makarnalik bugday geri
melez 1slah hatlarmin  (TMB2 ve TMB3) lipoksijenaz enzim aktivitelerinin
diistiriilmesidir. LOX enzim aktivitesi olduk¢a diisiik olan Gediz-75 makarnalik bugday
cesidi melezlemelerde gen kaynagi olarak kullanilmistir. F1 generasyonunda hedeflenen
gen bolgesini (Lpx-B1.1) tasiyan bitkiler markor destekli seleksiyon yontemi ile SSR
markorleri kullanilarak secilmistir.

Anahtar Kelimeler: Lipoksijenaz, LOX, Lpx-B1.1, Makarnalik Bugday, MAS, Triticum
durum.
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The basic criteria which determines durum wheat quality is its suitability for pasta
processing, that is pasta making quality. Bright yellow color is a desired property in
pasta products. Durum wheat pasta making quality is influenced by protein content and
quality, yellow pigment content, and oxidative enzymes such as lipoxygenase (LOX)
which affect adversely bright yellow color. Thus, wheat cultivars that are high in yellow
pigments but low in LOX enzyme activity should be preferred for the production of
pasta with high color quality.

The aim of this study was to reduce lipoxygenase activities of the backcross durum
wheat lines (TMB2 and TMB3) that were previously improved for their protein quality.
Gediz-75 wheat with low LOX enzyme activity was used as the gene source. In F1
generation, plants carrying the targeted gene region (Lpx-B1.1) were selected using SSR
markers by marker assisted selection method.

Keywords: Durum wheat, LOX, Lpx-B1.1, Lypoxygenase, MAS, Triticum durum.
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1. GIRIiS

Bugdayin insan gidasi olarak kullaniminda makarna, ekmekten sonra ikinci sirada yer
almaktadir. 2015-2016 yil1 verilerine gore, yaklasik 723 milyon ton civarinda olan
diinya bugday iiretiminin 37,3 milyon tonunu durum bugday1 olusturmaktadir (Anonim,
2016a). Makarnalik bugdaylar, diinyada belli bolgelerde yetistirilen ve ekmeklik
bugdaya gore daha yiiksek fiyatla alict bulabilen degerli bugdaylardir. Diinya durum
bugdayr {tretiminin 2,04 milyon tonu Tirkiye tarafindan gerceklestirilmektedir

(Anonim, 2016b).

Tiirkiye bir¢ok bitkinin oldugu gibi makarnalik bugdayin da anavatanlarindan biridir.
Bu nedenle diinyada kaliteli makarnalik bugday iiretebilecek en uygun eckolojik
bolgelere sahip iilkelerden biridir. Ulkemiz 2014 yih verilerine gére yaklasik 2,6 milyon
ton makarnalik bugday tretimi ile diinyada {i¢ilincii sirada yer almasina ragmen
(Anonim, 2014), makarnalik bugday ithal edilmektedir. Bunun en 6nemli nedeni
tiretilen makarnalik bugdayin 6nemli bir kisminin makarna sanayisinin istedigi kalitede
olmamasidir. Kaliteli makarnalik bugday iiretiminin artirilmasi i¢in 6ncelikle tilkemizin
hangi bolgelerinde verim ve kalite bakimindan iyi sonug alinabileceginin tespit edilmesi
ve bu bolgelere uygun gesitlerin gelistirilmesi konusunda 6zellikle 1slah ¢alismalarina
agirlik verilmesi gerekmektedir (Gokmen ve Ates, 2005). Makarnalik bugday
yetistiriciliginde iilkemizin en biiylik eksikligi yeterli kalitede tescilli makarnalik
bugday cesitlerine sahip olunmamasidir. Durum bugdayinin kalitesini belirleyen ana
kriter, makarna iiretimine uygunluk derecesi, yani makarnalik kalitesidir. Kaliteli
makarnalik bugday {iretiminin arttirilmasi icin mevcut c¢esitlerimizin kalite genleri

bakimindan iyilestirilmesi gerekmektedir.

Ulkemizde makarnalik bugdaym kalitesiyle ilgili yapilan 1slah calismalari oldukca
smirlt sayidadir. Bu sebeple Oncelikli olarak yapilmasi gereken, kalite geni kaynagi
olabilecek ¢esitlerin mevcut durumlarinin belirlenmesi ve daha sonra da potansiyeli

yiiksek olanlarin secilerek 1slah ¢aligmalarinda kullanilmasi gerekmektedir.



Bugdayda kalite son iriine uygunluk derecesidir. Durum bugdayinin Kalitesini
belirleyen en temel kriter, makarna iretimine uygunluk derecesi, yani makarnalik
kalitesidir. Makarnalik bugdaydan elde edilen son iiriinlerin kalitesi tanenin fiziksel
ozellikleri ve kimyasal bilesimi ile dogrudan iligkilidir. Durum bugdayinin makarnalik
kalitesi; tanenin sertlik ve camsilik orani, hektolitre agirligi, protein miktar1 ve kalitesi
(uygun gluten kuvveti), 6giitme yetenegi (irmik verimi ve kiil igerigi), sar1 pigment
konsantrasyonu ile lipoksijenaz (LOX), peroksidaz (POD) ve polifenoloksidaz (PPO)
gibi oksidatif enzimlerin aktiviteleri ile besin degeri agisindan etkilenmektedir.
Bunlardan 6zellikle tanenin protein miktar1 ve kuvveti, sar1 pigment icerigi ve sari
parlak rengi olumsuz yonde etkileyen oksidatif enzimlerin aktiviteleri olduk¢a 6nem arz
etmektedir. Ciinkii bu kriterler besin degeri yiiksek ve kaliteli bir makarnada istenen sar1

parlak renk olusumunu ve pisme kalitesini tayin eden baslica 6zelliklerdir.

Makarnalik bugdaylarda tanenin rengi 6nemli bir kalite kriteridir. Makarna renginin
parlak sar1 olmasi istenmektedir. Son {riiniin rengi tane pigment konsantrasyonu,
oksidatif enzimlerin aktiviteleri ve makarna iiretim kosullar tarafindan etkilenmektedir.
Makarna {iiretimi sirasinda sar1 renkli pigmentlerin oksidatif olarak parcalanmalarina ve
agarmalarina neden olan LOX enzimleri, ekmeklik bugday unlarinin agarmasina ve
gluten proteinlerini dolayli yoldan okside ederek hamurun kuvvetlenmesine sebep
olmaktadir. Bu nedenle LOX enzim aktivitesinin ekmeklik bugdaylarda yiiksek,
makarnalik bugdaylarda ise diisiik olmasi istenmektedir. Renk kalitesi yiiksek makarna
iiretebilmek icin kullamlan durum bugdayimin yiiksek pigment igerikli olmasinin
yaninda oksidatif enzim aktivitelerinin de buna bagh olarak diisilk olmasi

gerekmektedir.

Bu c¢alismanin amaci, daha once protein kalitesi iyilestirilen bazi ileri makarnalik
bugday geri melez 1slah hatlarinin lipoksijenaz enzim aktivitelerinin diistiriilmesidir. Bu
amagla farkli anaclardan elde edilmis olan iki adet ileri 1slah hatti (TMB2 ve TMB3)
kullanilmigtir. Ayrica LOX enzim aktivitesi olduk¢a diisiik olan Gediz-75 makarnalik
bugday ¢esidi melezlemelerde gen kaynagi olarak kullanilmistir. F1 generasyonunda
hedeflenen gen bolgesini (Lpx-B1.1) tasiyan bitkiler markor destekli seleksiyon (MAS)

yontemi ile se¢ilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK OZETLERI

Temel besin kaynagi olan bugday diinyada ve Tiirkiye’de en fazla yetistirilen kiiltiir
bitkisidir. Bugday birgok iilkenin temel kalori, protein ve mineral kaynagi
durumundadir. Genis adaptasyon yetenegine sahip olan bugday temel gidalarin basinda
gelmektedir ve bu nedenle stratejik bir oneme sahiptir. Bugdaylar genom yapisina gore
kaplica (diploid), makarnalik (tetraploid) ve ekmeklik (hekzaploid) bugday olarak ii¢
gruba ayrilirlar. Makarnalik bugdaylar (Triticum durum), kalite 6zellikleri ve kullamm
alanlar1 agisindan ekmeklik (T. aestivum) ve topbas (T. compactum) bugdaylardan ¢ok
farkli ve 6zel bir yere sahiptir (Balkan, 2011). Triticum turgidum L. ssp. durum tiir ad1
ile bilinen makarnalik bugday allotetraploid (2n=4x=28, AABB) bir tiirdiir.

Makarnalik  bugday, kirmiz1 ve amber renkli olmak iizere iki grupta
degerlendirilmektedir. Kirmiz1 renkli olan makarnalik bugdaylar makarna sanayisi i¢in
oneme sahip degillerdir, daha ¢ok hayvan yemi olarak kullamlirlardir. Bu c¢esit
bugdaylarin ¢ogu Arjantin’de yetistirilmektedir. Amber renginde olanlar ise makarna
sanayinde kullanilmaktadir. En sert makarnalik bugdaylar amber renkli olanlardir.
Protein miktar1 ¢evreye bagh olarak degisse de genellikle yiiksektir (Finney ve ark.,
1987; Morris, 2004; Sissons, 2004; Eserkaya ve ark., 2010). Makarna yapiminda
protein  miktariin  yliksek olmasi istenmektedir. Makarnalik bugdaylarda
endospermdeki protein taneleri ve nisasta taneleri seffaf 6zelliktedir. Bu sebeple tane
cams1 yapida goziikmektedir. Tanenin seker oramt da diger tiir bugdaylara gore daha
yiiksektir. Fazla miktarda karetonoid pigmenti igermektedir. Ozellikle de ksantofil ve
trakshantin miktar1 daha yiiksektir. Makarnalik bugdaylar diger bugdaylara nazaran
yaklagik olarak iki kat daha biiylik danelidir. Bin dane agirlig1 ve hektolitre agirlig1 daha
fazladir ve endospermdeki kiil miktar1 daha yiiksektir (Finney ve ark., 1987; Morris,
2004; Sissons, 2004).

Makarnalik bugday yetistiren llkelerin basinda; AB iilkeleri (27), Kanada, Tiirkiye,
USA, Ukrayna ve Avusturalya gelmektedir (Anonim, 2015a). Makarnalik bugdayin
ihracatini yapan iilkelerden en onemlileri Cin, Hindistan, USA, Rusya, Kanada,
Avusturalya, Pakistan, Ukrayna ve Tiirkiye’dir (Anonim, 2015b).



Durum bugdayinin en temel kullanim sekli makarna olup, 6zellikle Avrupa ve Kuzey
Amerika tlkelerinde bu amaca yonelik tiretilmektedir. Orta Dogu ve Kuzey Afrika
iilkelerini i¢ine alan diger bolgelerdeyse makarna tiretiminin yani sira bulgur, kuskus ve
degisik tip ekmeklerin tiretiminde de yaygin olarak kullanilmaktadir (Troccoli ve ark.,
2000; Yildinm ve ark., 2010). Genis tliketim yelpazesi ve iriin g¢esitliligi ile
vazgecilmez besinlerden biri olan makarnalik bugday, beslenme aligkanliklart ve ¢evre
sartlar1 degisse bile temel besin kaynagi olma 6zelligini korumaktadir. Artan diinya
niifusuna bagh olarak i¢ ve dis pazarlarin talebi de her gegen giin gittik¢e artmaktadir.
Ulkemizin dis pazarlarda sdz sahibi olabilmesi igin istenen kalite ve standartlara uygun,
istikrarl1 ve diizenli bir liretim seviyesini gergeklestirerek rekabet giiciinii artirmak
gerekmektedir. Bu cer¢eveden bakildiginda makarnalik bugday {izerinde titizlikle
durulmasi gereken bir iiriin durumundadir. Makarnalik bugday ve mamullerinin ticaret
kapasitesinin genis olmasi ve sahip oldugu ekolojik ozellikler Tiirkiye’ye onemli

avantajlar saglamaktadir (Gokmen ve Ates, 2005).

Tiirkiye birgok bitkinin yani1 sira makarnalik bugdayin da gen merkezlerinden biridir.
Bu nedenle diinyada kaliteli makarnalik bugday tiretebilecek en uygun ekolojik
bolgelere sahip iilkelerden biridir. Ulkemizde Giineydogu Anadolu, Orta Anadolu ve
Ege Bolgelerinde (Denizli-Manisa) makarnalik bugday yetistiriciligi yapilmaktadir
(Anonim, 2010). Ulkemizde makarna sanayinin en dnemli sorunu kaliteli hammadde
teminidir. Kaliteli makarnalik bugday tretiminin artirilmasi i¢in dncelikle iilkemizin
hangi bolgelerinde kalite ve verim bakimindan en iyi sonu¢ alinabileceginin tespit
edilmesi gerekmektedir. Ayrica bu bolgelere uygun cesitlerin gelistirilmesi konusunda
1islah ¢alismalarina agirlik verilmelidir. Makarnalik bugday yetistiricili§inde iilkemizin
bu alandaki en biiylik eksikligi yeterli kalitede ve seviyede tescilli makarnalik bugday
cesitlerinin olmamasidir. Kaliteli makarnalik bugday {retiminin arttirilmasi icin
yapilacak oncelikli 1s, mevcut ¢esitlerimizin kalite genleri bakimindan iyilestirilmesidir

(Yildirim ve ark., 2010).

Kaliteli durum bugday1 tanimi son {iriine, aligkanliklara ve iilkelere gore farklilik arz
etmektedir. Bu nedenle durum bugdayinin kalitesini degerlendirmek ekmeklik bugdaya
gore daha zordur. Durum bugday1 kalite kriterleri ticaret borsalari, 1slah kuruluglari ve

bugday1 isleyen sektor gereksinimleri dikkate alinarak incelenmelidir. Durum bugday1
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standardindaki derecelendirme faktdrleri, protein kalitesi, renk ve son liriin (makarna,
bulgur, kuskus, ekmek) kalitesi olarak ayri1 ayri incelenmelidir. Durum bugday1
standartlarindaki 6nemli derecelendirme faktorleri; hektolitre agirligi, camsi tane orani,
zarar gOrmiis taneler, hasere zarari (siine ve kimil), diisme sayis1 ve protein miktaridir
(Ath ve ark., 2010). Derecelendirme faktdrlerinin yaninda bugdayin fonksiyonel
kalitesi ile ilgili kalite kriterleri ise; tane rengi, LOX aktivitesi, gluten kuvvetini
tahminde kullanilan kriterler, pigsme kalitesi, depo proteinleri gamma gliadin 42 - 45 ve

LMW glutenin’lerdir (Ath ve ark., 2010).

Makarnalik bugdayin kalitesini belirleyen temel kriter makarna yapimina uygunluk
derecesi yani makarnalik kalitesidir. Durum bugdayinin kalitesi ve bu bugdaydan elde
edilen irmigin kalitesi makarnalik kalitesini belirleyen 6nemli parametrelerdir. Kaliteli
makarna Uretimi ancak uygun bir durum bugday1 ve isleme teknolojisi ile miimkiin
olabilmektedir. Makarnalik bugdayin makarnalik kalitesi; tanenin sertlik ve camsilik
orani, test (hektolitre) agirligi, protein miktar1 ve kalitesi (gluten kuvveti), 6giitme
kalitesi (irmik verimi ve kiil oran1), sar1 pigment konsantrasyonu ile sar1 renk kaybi ya
da renk kararmasina neden olan lipoksijenaz (LOX) ve polifenol oksidaz (PPO) 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 6zellikle de tanenin sar1 pigment igerigi, parlak sari rengi
olumsuz yonde etkileyen oksidatif enzimlerin aktiviteleri ile tanenin protein miktar1 ve
kuvveti olduk¢a 6nemlidir. Bu parametreler kaliteli bir makarnada istenen parlak sar
renk olusumu ve pisme kalitesini (pisirilirken dagilmayan ve yapismayan, tiiketilirken
agizda hissedilebilir sertlikte bir tekstiir “al dente”) tayin eden baslica 6zelliklerdir
(Clarke ve ark., 1998). S6z konusu makarnalik bugday kalite unsurlari, ¢cevre faktorleri
ve yetistirme kosullarindan etkilenmekle beraber, biiylik oranda ¢esidin genotipik

0zelligi tarafindan kontrol edilmektedir (Aalami ve ark., 2007).

Makarnalik bugdaylarda tanenin rengi Onemli bir kalite belirleyicisidir. Makarna
renginin parlak sar1 olmasi istenir. Son {iriiniin rengi tane pigment konsantrasyonu,
oksidatif enzimlerin aktiviteleri ve makarna iiretim sartlar1 tarafindan etkilenmektedir.
Makarna renginde en belirleyici olan temel faktor, kullanilan irmigin sar1 renkli pigment

icerigidir. Makarnalik bugdaylarin pigment icerikleri genotip ve yetistirilme sartlarina
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bagli olarak ¢ogunlukla 4-8 mg/kg arasinda degismektedir (Hoseney, 1994; Troccoli ve
ark., 2000). Makarna renginde en belirleyici olan pigmentler ise karotenoid ve
flavonoidlerdir (Fortmann ve Joiner, 1978; Feng ve McDonald, 1989). Yiiksek
antioksidan kapasiteleri sebebiyle saglikli beslenme agisindan olduk¢a 6nem arz eden
karotenoidler, bitkilere sari-kirmizi rengi veren Onemli pigmentlerdir. Ancak bu
gruptaki pigmentler kolay okside olmakta ve renklerini kaybederek bulunduklari
iiriinlerin agarmasina neden olmaktadir (Laignelet, 1983; Borrelli ve ark., 1999;
Yildinm ve ark., 2010). Bitkilere sarimsi renk veren flavonoidler ise kuvvetli
antioksidan ozelliklere sahip polifenolik maddelerdir. Durum bugdaylarinin toplam
karotenoid ve flavonoid diizeyleri genellikle diger bugdaylardan daha yiiksektir
(Fortmann ve Joiner, 1978; Borrelli ve ark., 1999).

Makarnada sar1 renk kaybina neden olan veya makarnada koyu renk olusumuna neden
olan oksidatif enzimlerin aktiviteleri de makarna renginde oldukg¢a etkilidir.
Bugdaylarda bulunan oksidatif enzimlerden makarna rengi iizerine en etkili olanlar
lipoksijenaz (LOX), polifenoloksidaz (PPO) ve peroksidaz (POD) enzimleridir (Taha ve
Sagi, 1987; Hoseney, 1994; Clarke ve ark., 1998; Borrelli ve ark., 1999, 2003; Troccoli
ve ark., 2000; Yidirirm ve ark., 2010). Makarna iiretimi sirasinda sart renkli
pigmentlerin oksidatif olarak parcalanmalarina ve agarmalarina neden olan LOX
enzimleri, ekmeklik bugday unlarimin agarmasina ve gluten proteinlerini dolayli yoldan
okside ederek hamurun kuvvetlenmesine neden olmaktadir (Hoseney, 1994; Elgiin ve
Ertugay, 1995; Troccoli ve ark., 2000; Aalami ve ark., 2007). Bu nedenle LOX enzim
aktivitesinin ekmeklik bugdaylarda yiiksek, makarnalik bugdaylarda ise diisiik olmasi
istenmektedir. PPO enzimleri ise dolayli olarak kahverengi-siyah renkli komplekslerin
olusumuna neden olmaktadir. Bu nedenle makarnada renk kararmasini engellemek i¢in
diisik PPO aktiviteli durum bugday1 cesitleri belirlenmeli ve makarna sanayinde
kullanilmalidir (Whitaker ve Lee, 1995). POD enzimleri de PPO enzimleri gibi
makarnanin kararmasina neden olmakta, ancak reaksiyon mekanizmasi heniiz tam
olarak bilinmemektedir. Renk kalitesi yiiksek makarna {iretebilmek i¢in kullamlan
durum bugdayinin yiiksek pigment icerikli olmasinin yaninda basta LOX olmak iizere

oksidatif enzim aktivitelerinin de diisiik olmas1 gerekmektedir.



Makarnadaki parlak sar1 renk; tohumlarda bulunan dogal karotenoid pigmentler, tane ya
da irmigin ogiitiilmesi ve depolanmasindan sonraki artik i¢erikleri, bunlarin makarna
yapimmi siirecinde lipoksijenaz tarafindan oksidatif indirgenmesi, bu reaksiyonda
belirtilen farkli bilesenler arasindaki oksidatif denge ve islenme kosullari gibi bir ¢ok

parametreden etkilenmektedir (Borrelli ve ark., 2000).

Makarnalik bugday1 diger bugday tiirlerinden ayiran en karakteristik 6zelligi icerdigi
yiiksek sar1 pigment miktaridir. Durum bugdaylarinin toplam karotenoid igerigi diger
bugdaylara nazaran daha yiiksektir. Ekmeklik bugday ile kiyaslandiginda makarnalik
bugday endospermi bu pigmentlerin iki katina kadar ulagan miktarlarina sahiptir
(Balkan, 2011).

Yiiksel ve ark. (2011) yaptiklar1 ¢alismada, durum bugdaylarinda uygun 06giitme
teknolojisinin se¢imi ve irmik o6zelliklerinin belirlenmesinde etkili olan tane fiziksel
ozellikleri (boyut, homojenlik, sertlik ve camsilik), makarna renginde ise belirleyici
olan sar1 renkli pigmentler (karotenoidler ve flavonoidler) ve oksidatif enzimler (LOX,
PPO ve POD) ile makarna pisme kalitesinde énemli olan protein miktar ve 6zellikleri
(y-gliadin 42 / y-gliadin 45 ve LMW-1 / LMW-2 glutenin tipleri) gibi 6nemli kalite
kriterlerini incelemislerdir. Calisma sonucunda makarnalik bugdayin; boyut ve
homojenlik, sertlik ve camsilik gibi fiziksel 6zelliklerin kalite belirleme kriteri oldugu,
makarnalik bugdayin irmigin pigment ve oksidatif enzim igerigi ile isleme
teknolojisinden etkilendigi ve yiiksek protein igeren cesitlerin 1slah edilip yetistirilmesi

ve makarna sanayisinde kullanilmasi gerektigi ifade edilmistir.

Elouafi ve ark. (2001), durum bugday1 sari pigment icerigine baglantili kantitatif
karakter lokuslar1 (QTLs) tammlamiglardir. Sar1 pigment icerigi li¢ ayr1 yetistirme
doneminde {i¢ farkli lokasyonda ol¢tilmiistiir. QTL nin etkisi tiim ortamlarda tutarli ve
biiyiik bir etki goOstermistir. Sar1 pigment igeriginin ¢evreden ziyade genotipten
etkilendigi ve bu QTL’nin sar1 pigment oramni arttirmak i¢in markor destekli

seleksiyonda kullanilabilecegi saptanmustir.

Borrelli ve ark. (1999), makarnalik bugdayda LOX aktivitesi ve diger kalite

parametrelerinin renk olusumunu etkilemesi ile ilgili arastirmalarinda sar1 pigment

7



kaybinin ve nihai makarna renginin belirlenmesiyle ilgili parametreleri incelemislerdir.
Pigment kaybinda en énemli miktar makarna isleme sirasinda gdzlemlenmistir. Ogiitme
sirasinda % 7,9’ luk bir kayip saptanirken makarna isleme sirasinda irmikteki 3-karoten
iceriginde % 16,3’ liikk bir azalma oldugu tespit edilmistir. Hamur pH degerindeki etkin
izoenzimatik formlarinin LOX-2 ve LOX-3 oldugu ve LOX’ larin makarna tiriinlerinin

renk kaybindan sorumlu olduklar1 da bildirilmistir.

Lipoksijenazlar normal subsratlar1 olan doymamis yag asitlerini peroksidasyona
ugratirken ayni anda liitein ve ksantofil basta olmak {izere karotenoidlerin de dolayl
oksidasyonuna neden olarak tane renginin agilmasina yol agmaktadirlar. Coskun ve
Ercan (2003), makarnalik bugdaylarda lipoksijenaz enzim aktivitesinin saptanmasi igin
tilkemizde {iretilen baglica makarnalik bugday iriinlerinin ve bunlardan elde edilen
irmiklerin lipoksijenaz aktivitelerini incelemislerdir. Yapilan calisma sonucunda irmik
orneklerindeki pigment miktarinda 5,54-8,81 ppm, makarna 6rneklerinde ise 4,27-8,06
ppm arasinda degisim gozlemlenmistir. Bugday ve irmikte enzim aktivitesinin sirasiyla
0,009-0,381 ve 0,080-0,250 mg O, L*dak™g’ arasinda oldugu belirlenmistir.
Makarnada pigment kayip oraninin ise % 7,60-22,90 arasinda oldugu saptanmustir.
Durum bugdayinda lipoksijenaz enzim aktivitesi arttikca buna bagli olarak makarnanin

pigment miktarindaki kayip orani da artmistir.

Makarnalik bugdayda sar1 karotenoid pigmentlerin konsantrasyonu dnemli bir kalite
kriteridir ve bu pigmentlerin birikimi ve degredasyonu Lipoksijenaz (Lpx) enzimi (Lpx
lokusu) tarafindan belirlenir. Carrera ve ark. (2007) yaptiklar1 ¢alismada Lpx-B1.1’ in
delesyonunun lipoksijenaz aktivitesinin 4,5 kat azalmasina neden oldugunu ve irmik
renginin istenen diizeyde olmamasinin bu delesyonla iliskili oldugunu tespit etmislerdir.
Ayrica makarna islemesi boyunca indirgenmis pigment bozulmasi da goézlenmistir.
Molekiiler markdrler, 4B kromozomundaki delesyon haritalanmasi i¢in UC1113
makarnalik bugday hatti ve Kofa ¢esidi arasindaki melezleme populasyonundan elde
edilmistir. Bu markorlerin makarna rengini gelistirmek i¢in ve Lpx lokuslarini manipiile

etmek icin yararli bir ara¢ olabilecekleri ileri siiriilmiistiir.

Lpx-B1.1 delesyonunun goriildiigii pek ¢ok genotipte LOX aktivitesi 0,5 EU/ g dw’ den
digiik iken, Lpx-B1.1 duplikasyonunun goriildiigii hatlarda LOX aktivitesinin
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0,5 EU/ g dw’ den yiiksek oldugu saptanmistir (Menzo ve ark., 2011). Birkag istisnai
germplazm gozlenmistir. Farkli bir ¢alismada bir¢ok genotipte benzer sonuglar tespit

edilmesine ragmen, bazi genotiplerde istisnai bir durum goriildiigii bildirilmistir

(Carrera ve ark., 2007).

Durum bugdayimin oksidatif enzim miktar1 ve pigment igerigi, makarnanin kalitesinde
onemli rol oynamaktadir. Bu oOzellikleri incelemek i¢in spektrofotometrik Glglim
teknikleri ve genetik markorler gelistirilmistir. Ates Sonmezoglu ve Balkan (2013)
yaptiklar1 aragtirmada makarnalik bugdaylarin LOX enzim aktivitesi ve pigment
konsantrasyonunu biyokimyasal ve molekiiler taramalar yaparak belirlemislerdir. Elde
edilen sonuglara gore; Gediz-75, Gdem12, Hat - 19 ve Zenit, makarnalik bugday cesit
ve hatlarinin LOX enzim aktivitelerinin oldukga diisiikk oldugu ve kaliteli bir makarna
yapimmu icin tercih edilebilecekleri ifade edilmistir. Pigment konsantrasyonu bakimindan
ise Kyle, Zenit, Gdem12, Gdem2, TMB1 ve TMB3 hat ve ¢esitlerinin sar1 renkli

makarna Uretimi i¢in yiiksek potansiyel gosterdigi bildirilmistir.

Feng ve ark. (2010), calismalarinda ekmeklik bugdaydaki (Triticum aestivum L.) LOX
genlerinin molekiiler analizlerine ve daha yliksek yapili bitkilerdeki LOX proteinlerin
daha genis kapsamli filogenetik arastirmalarini yapmislardir. Ekmeklik bugdaydan iki
LOX geninin (TaLOX1 ve TaLOX2) tam uzunluklar niikleotit dizisini izole etmislerdir.
Daha kapsamli filogenetik analizlerine gore 143 6zgiin LOX tahil bitkilerine model
alinmis, buna gore kloroplast hedef peptidi var (altsimf 1) veya yok (altsinif 2)
karsilastirilmas1 yapilarak yiiksek bitkilerin LOX proteinleri tahmin edilmistir. Bu
caligma bugdaydaki LOX genleri hakkinda ve daha yiiksek bitkilerin LOX aktivitesinin
filogenetik iliskisi hakkinda yeni bilgiler sunmustur.

Barone ve ark. (1999), makarnalik bugdaydan spesifik lipoksijenaz enziminin
saflastirilmast ve karekterizasyonu adli ¢alismalarinda yeni bir prosediir bularak, test
edilen alt-tabakalar arasinda linoleik asit, en yiiksek kcat / Km degeri gostererek; bir -

karoten agartma aktivitesi tespit etmislerdir.

Parlak sar1 renk makarna yapimmu i¢in 6nemli bir kalite kriteridir. Sar1 renk olusumu

lipoksijenazlarla pigment sentezi ve degradasyonu arasinda dengelenmesi sonucu olan
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tahil karotenoid pigment miktarina baglidir. Lipoksijenazlart kodlayan genlerin
diizenlenmesi tetraploid bugday genomunda tam olarak anlasilamamustir. Garbus ve ark.
(2009), yaptiklar1 arastirmada, BAC Kkiitiiphanesi ile Arpa problar1 kullanilarak Lpx
genlerinin fiziksel dagiliminmi karakterize etmislerdir. PZR karakterizasyonu ve BAC
bankasindaki pozitif kopyalara gore Lpx-B1l.1 ve Lpx-B3 i¢in 108 kb’dan daha az
uzaklik bulunurken Lpx-B1.2’ nin digerlerinden daha uzakta oldugu belirlenmistir. A
genomunda Lpx-1’ in (Lpx-Al gibi) kismi silinmis kopyasi bulunmus 42 kb¢ bolgesi ile
Lpx-A3 arasindaki kolokolizasyona gore iki genomunda bu iki geninde birbirlerine
olduk¢a yakin olduklari dogrulanmustir. Fiziksel olarak bu iki genin bulundugu
lokasyon ailenin evrimini anlamanin 6nemli oldugu ve diger taraftan birbirine yakindan
baglantili genlerin rekombinasyonla ayrilmasinin zor oldugunu ima etmektedir. Bu
durumun makarna kalitesinin gelistirilmesi i¢in optimal allel kombinasyonu se¢iminde
kullanilacak Lpx allel kombinasyonlarin1  belirlenmesinde yararli olabilecegi
bildirilmistir. Geng ve ark. (2011) bugday yetistiriciliinde molekiiler markor
yardimiyla lipoksijenaz aktivitesi degisimi adli ¢alismalarinda, ekmeklik bugdayda
LOX aktivitesi icin kantitatif karakter lokuslar1 belirlenerek SSR markorleri
gelistirilmistir. Gelistirilen SSR markorleri (Xgwm 251 ve Xwmc 312) 198 adet Cin
bugday cesitleri ve ileri 1slah hatlar1 iizerinden dogrulanmig ve LOX aktivitesi ile ¢ok
onemli (p<0,01) bir iliski gosterdigi kanitlanmistir. Sonuglar Xwmc 312 / Xgwm 251
markor kombinasyonunun LOX aktivitesini degerlendirmek igin etkili ve giivenilir
oldugunu, bugday esasli iriinler i¢in markdr destekli seleksiyonda (MAS)

kullanilabilecegini gostermistir.

Roncallo ve ark. (2009), tarafindan yiiriitiilen ¢alismada pigment bozulmasinda rol
oynayan enzimleri kodlayan genler klonlanmis ve 6zel markorler (STS) gelistirilmistir.
Calisma sonuglar1 molekiiler c¢aligmalara bagli, makarnalik bugdayda tahil rengini
kontrol eden genetik mekanizma ile ilgili son gelismeleri gostermistir. Benzer bi¢imde
bu projede de daha dnce genlerden gelistirilen primerler sayesinde lokuslarin hareketleri
takip edilerek gosterilmis ve gelistirilen SSR markoérlerinin basarili bir sekilde

kullanilabilecegi belirlenmistir.

Lipoksijenazlarin istenmeyen etkileri olabilir ve elde edilen iiriinlerin lipidleri

parcalanmasint katalize eden bir enzim ailesini olusturabilmektedir. Bu enzimler,
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makarnanin rengini etkileyebilir ve farkli tatlara neden olabilirler. Makarnalik bugday
tohumlarindaki Lipoksijenaz aktivite degisiminin incelenmesi amaciyla yapilan
calismada, durum bugday1 lipoksijenaz etkinliginin unun rengi ile iliskili olup
olmadigini belirlemek i¢in tahil tohumlarinda lipoksijenaz etkinligi ile iligkili harita
gelistirilmistir (Hessler ve ark., 2002). Bu verilerin analizi ile lipoksijenaz etkinliginin
cogunun 4BS kromozomu fizerindeki bugday lipoksijenaz geni (Lpx-Bl) ile iliskili
oldugunu gostermislerdir. Un rengi bu populasyonda lipoksijenaz aktivitesi ile iligkili
degildir. Bu bilgi ile markor destekli seleksiyonun sert bugday populasyonunda diisiik

lipoksijenaz etkinligi olan genotipleri segcmek i¢in kullanilabilirligi ispatlanmistir.

Bugday ununun degirmen akis diyagramindaki enzimlerin dagilimi ile ilgili bir
arastirmada bugdayin silindir un degirmeni akislarindaki alfa amilaz, proteaz,
lipoksijenaz, polifenol oksidaz ve peroksidaz dagilimi incelenmistir (Rani ve ark.,
2001). Un kirilmasi akiglarindaki en yiiksek lipoksijenaz aktivitesi ve polifenol oksidaz
aktivitesi c¢ogunlukla son Ogiitme ve azaltma akislari arasinda gozlenmistir.
Lipoksijenaz, polifenol oksidaz ve peroksidazin kepek fraksiyonlar1 arasinda oldukca
farkli oldugu anlasilmistir. Proteaz hari¢ olmak lizere, diger enzimler rafine un, kepek
ve kisa triinleri igeren bir 6giitme ile yan iiriin olarak elde edilmis ve en aktif irmikte

olduklar belirlenmistir (Rani ve ark., 2001).

Soya LOX-1 60 yil once kesfedilmesine ragmen bu enzimlerin yapisal biyolojisi 1990
yilina dek calisilmamistir. 1993 yilinda bir bitkide LOX’ un ilk kristal yapis1 calisiimig
ve bu proteinin biyokimyasi ve molekiiler enzimolojisi LOX aragtirmalar1 i¢in dnemli
alanlar olmustur. Reaksiyon i¢in belirtilen cesitli hipotezler farkli enzim izoformlarin
spesifiteleri ve herbiri i¢in art1 ve eksileri degerlendirilmistir. Ivanov ve ark. (2010) ii¢
farkli alemde LOX’un genomik varligim ve LOX evrim giincel bilgilerini 6zetlemistir.
Bu tiir sekanslar, 6karyotlar ve bakteride bulunmakta ama arkelerde bulunmamaktadir.
Alt organizmalarin LOX biyolojik rolii agiklanamamis, sekans bilgileriyle bu enzim
ailesinin atmosfer oksijenin ortaya ¢ikmasiyla kisa bir siire sonra degisime ugramis

olabilecegini One siiriilmiistiir.

Bugday unu icerisindeki peroksidaz ve katalazin karistirma kosullarimin lipoksijenaz

iizerine etkisinin incelendigi bir calismada (Delcros ve ark., 1998), hamur 2, 5 ve 20
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dakika kanstirilip sonra 30 dakika dinlendirilerek hamurdaki lipoksijenaz, peroksidaz
ve katalaz ekstrakte aktiviteleri test edilmistir. Lipoksijenaz ve katalaz aktiviteleri
kayiplarinin biiylik 0Glgiide karistirma kosullarina gore degistigi, ancak hamur
peroksidaz aktivitesinin, baslangictaki un aktivitesine esdeger olmaya devam ettigi
saptanmistir. Katalaz kayiplar1 son derece asidik kosullarda (fizikokimyasal
denatiirasyon) artmis; lipoksijenaz kayiplarinin ise ¢ogunlukla eski mekanizma ile
iliskili oldugu gozlemlenmistir. Bu nedenle, ii¢ oksido indirgeyici enzimin goreceli

etkisinin biiyiik dl¢lide karistirma kosullari ile kontrol edilebilecegi ifade edilmistir.

Sar1 pigment igerigini (YPC), lipoksijenaz (LPX) aktivitesi ve Lpx-B1.1 lokusundaki
polimofizminin italyan makarnalik bugdayinda gamet koleksiyonunu belirlemesi adli
caligmada ve YPC bakimindan farkli biyokimyasal ozellikleri ve makarna islem
sirasindaki performansi LPX gen ekspresyonu yoniinden karakterize edilmistir. YPC ve
LPX aktivitesi 71 genotipin taramasi sonucunda biiylik genetik degiskenlik gdstermistir.
Lpx-B1.1 polimorfizmi LPX aktivitesindeki farkliliklar ile 6nemli derecede iliskilidir.
Bunun yaninda Lpx-B1.1 delesyonunun Lpx mRNA’ larindaki farkh ifade seviyeleriyle
alakali olarak Lpx’ deki farkliliklarla da iliskili oldugu bulunmustur. Incelenen cesitler
arasindaki profil farkliliklarinin i Lpx geninin gecici ekspresyonlarindan
kaynaklandigi belirlenmistir. Diisiik LPX aktivitesine sahip bir genotipe gore LPX
aktivitesi yiiksek genotipli Lpx-1 geni i¢in beklenen gegici ekspresyonu gostermistir.
Tane dolum sonrasindaki agamada analiz edilmis genotiplerdeki LPX aktivitesinin
biiytik olasilikla farkli Lpx izoform katkisindan dolayr oldugu belirlenmistir
(De Simone ve ark., 2010).

Yerel durum bugday cesitlerinin makarnalik kalitelerini etkileyen 6nemli parametreler
bakimindan taranmasi amaciyla yapilan ¢aligmada, 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. Calismada Tokat sartlarinda yetistirilen durum bugday
cesitlerinin  makarnalik kaliteleri hakkinda bilgi veren gliadin ve glutenin
elektroforezleri, pigment igerikleri, protein miktar ve oOzellikleri, oksidatif enzim

aktiviteleri ve tane fiziksel 6zellikleri belirlenmistir. (Koyuncu, 2009).
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Bugdaydaki lipoksijenaz etkinligi ile ekmek yapimi swrasindaki E vitamininin
karetonoid kaybinin belirlenmesi amaciyla yapilan bir arastirmada, bugday karotenoid
degisiklikleri tahil igerigindeki E vitamini ve bugday ekmeginin kendi diizeyini
etkileyen islem adimlarn incelenmistir (Leenhardt ve ark., 2006). Baslica karotenoid
kayiplar1 yogurma sirasinda meydana gelmistir. Her iki parametrede bugday genotipine
bagli olarak karotenoid pigment kayiplar1 ile LOX aktivitesi arasinda iligki
saptanamamustir, yiiksek karotenoid icerikli bugday tiirlerinin kullanimi ve diisiik LOX
aktivitesi ekmekte karotenoid seviyesinin 6nemli derecede korundugunu goéstermistir.
LOX aktivitesi ile E vitamini arasinda higbir iliski goriilmemistir. Buna ek olarak orta
yogurma derecesi karotenoidlerle karsilastirildiginda daha yiiksek E vitamini degeriyle
karsilagilmistir. Bu durum ekmek yapimi sirasinda E vitamininin daha endojen olan
LOX tarafindan oksidasyona daha duyarli oldugu anlagilmistir. Bu c¢aligma ile
potansiyel oOgiitme ve pisirme siirecleri korunursa ekmekteki besin kalitesinin
antioksidant icerigi agisindan uygun tahil genotipleri segilerek gelistirilebilecegi ileri

stiriilmiistiir (Leenhardt ve ark., 2006).

Irmik, lipoksijenaz ve lutein agartma faaliyetlerini icermekte ancak linoleik asit ve
hidroperoksit izomeraz aktivitesini igermemektedir. Lipoksijenaz aktivitesini belirlemek
icin 234 nm'de linoleik asit absorpsiyonu 6l¢iilmiis ve luteinin 452 nm dalga boyunda
151tk emilimi sonucunda agartma aktivitesi etkisi belirlenmistir (McDonald, 1979).
Lipoksijenaz i¢in etkinlik seviyesi i¢in optimum pH 4,8 olarak gozlenmis ancak alt
noktalarinda bu durum pH 6,0 ve pH 7,0 olarak belirlenmistir. Agartma i¢in optimum
pH 9,0 olarak bulunurken pH 6,0' da ise diisiik bir pik gézlemlenmistir. Bir dakika
boyunca 69 °C ’deki 1sitma her iki faaliyeti inaktive etmistir. Ayn1 zamanda bazi
aktivatorler ve inhibitorler de test edilmistir. Bir siilfthidril bloke edici etkin madde ve
sistein ile elde edilen sonuglar, agartma ya da lipoksijenaz enzimleri onemli bir
siilfhidril grubunu isaretlememistir. Askorbik asit ise, lipoksijenaz aktivitesinin agartma
aktivitesinin bir inhibitérii olarak daha etkili olmustur. Her iki agartmada da
lipoksijenaz aktivitelerinin inhibasyonunun kalsiyum kloriir tayininde en yiiksek pH
seviyeleri haricinde ¢ok az etkisi oldugu gozlemlenmistir. Hem agartma hem de
lipoksijenaz aktiviteleri, makarnalik bugdayin farkli ¢esitleri arasinda ¢ok farklilik
gostermis ve agartma etkinliginin lipoksijenaz aktivitesi ile yiiksek diizeyde iliskili

oldugu saptanmistir. Linoleik asit potansiyeli karsilastirildiginda Lutein oksitleyici
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potansiyelinin diisitk oldugu, ancak makarnalik cesitlerinden yapilan spagettide renk

kaybi i¢in yiiksek potansiyele sahip oldugu belirlenmistir (McDonald, 1979).

Sakin ve ark. (2011), ii¢ farkli lokasyonda (Tokat - Kazova, Diyarbakir, Sivas - Ulas)
iki y1l stireyle 25 makarnalik bugday (Triticum durum Desf.) genotipinin temel kalite
kriterleriyle ilgili stabilite 6zelliklerini incelemislerdir. Makarnalik bugday genotipleri
12 adet tescilli ve 13 adet ileri 1slah hattindan olugsmustur. Tarla denemeleri tesadiif
bloklar1 deneme deseninde ii¢ tekerriirlii yiiriitiilmiistiir. Temel kalite 6zellikleri olarak
makarnalik bugdaylarin protein igerigi, gluten indeksi, sedimentasyon ve spesifik
sedimentasyon hacimleri, sar1 renkli pigment icerigi ve lipoksijenaz aktivitesi
belirlenmistir. Incelenen tiim &zellikler bakimindan genotip, g¢evre ve genotip X gevre
interaksiyonlar1 6nemli (P<0,01) bulunmustur. Tiim kalite 6zellikleri bakimindan stabil
bir genotip bulunamamis, bazi kalite 6zellikleri bakimindan birka¢ genotip 6n plana
cikmistir. Benzer kokenli bazi genotipler kluster analizine gore belirlenen ayni kiimeler
icerisinde yer almislardir. Islah hatlar1 arasinda, Hat - 1, Hat - 7, Hat - 20 ve Gdem - 12
hatlarinin genel ortalamanin istiinde iyi kalite ozellikleri gostermeleri nedeniyle

timitvar 1slah materyalleri olarak kullamlabilecegi tespit edilmistir (Sakin ve ark., 2011).

Makarna {iriinlerinde sar1 renk makarnalik kalitesini degerlendirmek i¢in tiiketiciler
tarafindan kullanilan ana kriterlerden biridir. Bu karakter irmikteki karotenoid
pigmentinin varhiginda ortaya cikmaktadir. Makarna iglemi sirasinda, esas olarak
karetonoid pigmentinin  oksidatif pargalanmasi lipoksijenaz  (LOX)’ dan
kaynaklanmaktadir. Makarnalik bugdayda (Triticum durum Desf.) 4B kromozomu
tizerinde iki tane Lpx-1 geni tanimlanmistir (Lpx-B1.1 ve Lpx-B1.2) ve irmikte bulunan
LOX aktivitesindeki gii¢lii bir azalmanin nedeninin Lpx-B1.1 delesyonu ile iliskili
oldugu bildirilmistir (Verlotta ve ark., 2010). Calisma sonucunda makarnalik bugday
genetik kaynaklar1 koleksiyonunda tanimlanan Lpx-B1 gen ailesi karakterize edilerek
Lpx-B1 genlerinin ve alellerinin ifadesi ve dagilim1 olgun tanelerde LOX aktivitesindeki

degisiklikler ile iliskilendirilmistir.

Hint makarnalik bugday ¢esitlerinde sar1 pigment ve enzim iceriginin potansiyellerinin
arastirllmast amactyla spagettide protein, sari pigment icerigi, peroksidaz, polifenol

oksidaz, lipoksijenaz ve proteaz faaliyetlerine iliskin 12 adet hint makarnalik bugday
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cesitlerinin potansiyelleri incelenmistir (Aalami ve ark., 2007). Makarnalik bugday
cesitlerinin protein igeriginin % 12,1 - 15,9 arasinda, sar1 pigment igeriginin de 3,8 - 7,2
ppm arasinda degistigi gozlemlenmistir. Aym zamanda bu bugday c¢esitlerinde
peroksidaz aktivitesinin 269 U/g ile 1010 U/g arasinda, lipoksijenaz aktivitesinin
1,44 Ulg ile 6,88 U/g arasinda, proteaz aktivitesinin de 1,1 - 5,1 U/g araliginda oldugu

belirlenmistir.

Gokmen ve ark. (2007), durum bugdayinda lipoksijenaz etkinliginin belirlenmesinde
spektrofotometrik oOlglimlerde kullanilan pratik bir yaklasimi durum bugdayinda
lipoksijenaz (LOX) hidroperoksidasyon aktivitesini belirlemek i¢in kullanmislardir.
Reaksiyon ortami olarak kullanilan tamponlu linoleik asit soliisyonunun nétr ve daha
diisiik pH degerlerinde yeterli seviyede optik agidan berrak olmadigi gozlemlenmistir.
Optik berraklik, sadece absorbans dl¢iimiinden dnce, reaksiyona girmemis linoleik asit
sodyum tuzunun olusumu ile elde edilmistir. Durum bugdayindaki LOX, pH ve sicaklik
optimal acidan ve bunun yam sira kinetik parametreleri bakimindan da karakterize
edilmistir. Maksimum linoleik asit hidroperoksidasyon faaliyetler pH 5,0 ve PH 6,5 ile
40 °C olarak belirlenmistir. Linoleik asit i¢in durum bugday LOX aktivitesi, Michaelis
sabiti (Km) ve maksimum hidroperoksidasyon aktivitesi hizt (Vmaks) sirasiyla
0,131 £ 0,019 mM ve 42,37 + 3,32 birim / protein / dakika mg olarak hesaplanmustir.
Bu yoOntemin durum bugdaymnin ve Ogiitme fraksiyonlariin LOX aktivitesinin

belirlenmesi i¢in yararli olabilecegi ortaya konulmustur (Gokmen ve ark., 2007).

Bugday kalitesinin belirlenmesinde lipoksijenazin roliiniin arastirildigi bir diger
calismada endojen lipoksigenaz aktivitesi arasindaki korelasyon analizi ve ii¢c ekmeklik
bugday popiilasyonlarinda enzim aktivitelerinin, hamur deformasyon enerjisi, hamur
mukavemet ve karnigtirma ozellikleri agirligim etkiledigi gosterilmistir (Permyakova ve
ark., 2010). Enzim aktivitesi arasindaki korelasyon ve temel kalite parametrelerinin
yiiksek aktiviteli seviyelerinde negatif oldugu saptanmustir. Incelenen tiim kalite
parametreleri maksimum degerlere sahip oldugu spesifik lipoksijenaz aktivitesinin
optimum degerlerinin 108,5 £+ 1,2 ile 126,4 + 1,9 araliginda oldugu gézlemlenmistir. Bu
durumun gluteni giiclendirmek i¢in lipoksijenaz aktivitesi uzayabilirliginin azaltilmasi

ile ilgili oldugu tespit edilmistir (Permyakova ve ark., 2010).
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Pshenichnikova ve ark. (2008), durum bugday tanelerinin disiilfid rediiktaz ve
lipoksijenaz aktivitesi ile iligkili kantitatif karakter lokuslarinin (QTL) haritalanmasi
konulu ¢alismada lipoksijenaz enziminin, bir alt biriminin yapisal olarak genin
yakinindaki 4BS kromozomunda bulunan QTL ile iliskili oldugu gosterilmistir. Ancak
bu enzimin ve gluten kalitesinin herhangi bir 6zelligiyle ilgili ortak hi¢ bir QTL
bulunamamustir. Disiilfid rediiktaz aktivitesinden sorumlu olan dort lokusun kromozom
4A, 5D, 6A ve 7D’ de oldugu tespit edilmistir. Daha once elastiklik, un canlilig1 ve tane
sertligi gibi tahil ve un 6zellikleri gibi gdstergeler aynmi lokusta haritalanmistir. Bu bir
enzimin bugday olgunlagmasi sirasinda protein kompleksinin olusumuna katildigini
gostermektedir. Tespit edilen QTL’nin gluten olusumunun devamliliklarini belirtmek

icin tasarlanan daha baska genetik calismalarda yer alabilecegi ortaya konulmustur.

Tam bugday unlar1 i¢indeki lipoksijenaz aktivitesinin belirlenmesi amaciyla farkl
Triticum tiirlerine (Triticum monococcum, Triticum turgidum ve Triticum aestivum) ait
elli yedi ¢esidin LOX aktiviteleri incelenmistir (Hidalgo ve Brandolini, 2012). En
yiiksek enzim aktivitesinin T. aestivum (8,02 + 0,492 pumol/dak/g DM)’ n ardindan
T. turgidum (3,48 = 0,701) ve T. monococcum (0,45 + 0,072)’ da oldugu tespit
edilmistir. Lipoksijenaz aktivitesi T. aestivum cesitlerinde siirekli olarak yiiksek iken,
T. monococcum ornekleri arasinda siirekli diisiik oldugu ve T. turgidum Grneklerinde ise
diistik, orta ve yiiksek olarak ii¢ farkli grupta goriildiigii tespit edilmistir. Enzimatik
aktivite pH 5-6 araliginda maksimum olmustur. Sonuglar diisitk LOX aktiviteli genotip
seciminin, oksidatif degredasyonunu sinirlayan bir faktdr oldugunu gostermistir

(Hidalgo ve Brandolini, 2012).

Ekmek ve makarnalik bugdaylarin antioksidant igerikleri ile, lipoksijenaz ve peroksidaz
aktivitelerinin karsilastirilmas1 amaciyla yapilan bir calismada potansiyel yararl
bilesenler, on adet ekmeklik (T. aestivum L.) ve on adet makarnalik (T. durum Desf.)
bugday genotiplerinde incelenmistir (Zilic ve ark., 2010). Buna ek olarak lipoksijenaz
(LOX) oram etkinligi ve peroksidaz (POD) antioksidan metabolizmasindan sorumlu
enzimler tespit edilmistir. Bugday genotipleri degisken antioksidant Ozellikleri
gostermistir. Sonucta ekmeklik ve makarnalik bugday arasindaki proteinlerdeki 6nemli
farkliliklarin  antioksidant bilesiklerden kaynaklandigi belirtilmistir. Yiiksek total
proteinlerin, yas gliitenin ve antioksidant igeriginin diisiik LOX ve POD faaliyetleri ile
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birlikte makarnalik bugdayin, ekmeklik bugdaya gore daha yiiksek bir besin degerine

sahip olmasini belirledigi ifade edilmistir.

Makarna firiinlerinde diisiik kaliteye yol acan, ham protein oziitiindeki irmigin LOX
etkinligi lizerine yapilan bir ¢aligmada (Pastore ve ark., 2000), lipoksijenaz aktivitesi
icin yeni bilgiler elde etmek, 6zellikle de antioksidantlarin o tokoferol olup olmadigini
ogrenmek ve L askorbatin irmik agarmasindaki roliinin LOX’a bagli olarak
engellenebilmesi gibi kriterler spektrofotometrik teknikler vasitasiyla incelenmistir.
Yapilan Ol¢iimlerde birden fazla LOX aktivitesi varligi gostermistir. Linoleat
hidroperoksidasyon ve B-karoten agartilmasi giiclii bir sekilde a tokoferol ile inhibe
edilmistir. Ozellikle de B-karoten agartilmasi inhibe edilmistir. Bu nedenle makarna
yapimu sirasinda irmik agartilmasim azaltmak i¢in a tokoferol ve L-askorbatin kullanimi
onerilmistir. Calismada irmikteki LOX saflastirma islemiyle bu iki izoformlarin

varliklar1 da saptanmistir.

Makarnalik bugday cesitleri arasinda lipoksijenaz genlerinin diferansiyel ifadesi konulu
calisgmada makarnalik bugday (Triticum turgidum var. durum Desf.) ¢esidinde DNA
primerleri ile Lipoksijenaz-1 (LOX-1) bolgesini kapsayan iki oligoniikleotid gen bdlgesi
PZR reaksiyonunda 1200 bg¢ ’lik fragmam amplifiye edilmistir. Bu DNA pargasi,
klonlanmis ve problar hazirlamak igin kullamilmistir. Burada ama¢ makarnalik bugdayin
farkli cesitlerindeki, RNA seviyesinde LOX genlerini tespit etmek olmustur. On
sonuglar, LOX genlerinin ekspresyonu lizerinde onemli varyasyonlarmm oldugunu
gostermis ve kullamlan makarnalik bugday cesitlerinin LOX-1 mRNA seviyelerinin
irmik B-karoten icerigi ve irmik sar1 indeksinde negatif bir etkisi oldugu saptanmistir

(Manna ve ark., 1998).

Bugday tohumlarinda lipoksijenaz izozimlerinin saflastirilmasi ve karakterizasyonu adli
calismada (Shiiba ve ark., 1991), lipoksijenaz bugday unu hamurunun reolojik
ozelliklerini gelistiren mekanizmay1 arastirmak i¢in, bugday tohumu ile ilgili asetat
tamponu  ekstrakte edilmis ve amonyum siilfat ile pargalanmistir. Lipoksijenaz
fraksiyonlari kromatografi ile saflastirllmis ve li¢ ana izozimleri (L-1 ve L-2, L-3)
karboksimetil-Sefaroz kromatografi ile ayrilmistir. Her bir izozim jel filtrelemesi ve

DEAE-sefaroz kromatografisi ile saflastirilmistir. Bu saflastirilmis izozimler sodyum
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dodesil siilfat-poliakrilamid jel kromatografisi ile hemen hemen ayni gerilikte tek bir
bant gostermistir. Bu saflagtirmada lipoksijenaz izozimleri enzimatik 6zelliklerinin (pH
etkinlik profili, termal duyarlilik, alt-tabaka 6zgiilliigli, metal iyonlarinin etkisi), amino
asit kompozisyonu ve bugday unu tizerindeki etkileri ile karakterize edilmistir. L-3
izozim ile muamele edilen unun en yiiksek kopiiklendirme aktivitesiyle ekmek yapma

kalitesi sergilemistir.

Randhawa ve ark. (2013), Kanada'da bugday islahinda molekiiler markdrlerin
kullanilmasi1 baslikli aragtirmada markor destekli 1slahin, bugday yetistiriciliginde 1slah
hatlariyla ilgili piramit genleri ve ebeveynleri olmak {izere germplazmindaki genlerin ve
kantitatif 6zelliklerin lokuslarin1 tanimlamak icin bir firsat sagladigim ve molekiiler
belirteglerin Kanada'da ticari ekim icin gelistirilen ¢esitli bugday cesitlerinde hastalik
direnci, tarimsal ve kalite Ozelliklerinin  se¢iminde yardimci olmak igin
kullanilabilecegini gostermislerdir. Markor destekli 1slah rutin olarak pas hastaligina
dayanikhilig1 ve yiiksek tane protein igerigine yonelik kullanilmaktadir. Markdrler
bolgesel adaptasyon ile ilgili 6zellikleri hedef 1slah programlart iginde segici olarak
kullamlan belirteclerdir. Ornegin, diisiik lipoksijenaz aktivitesi ve diisiik kadmiyum i¢in
markor destekli 1slah makarnalik bugday 1slah1 programlar yiiriitiilmektedir. Markdrler
ayrica makarnalik bugdayda ¢avdar mahmuzu direnci i¢in de kullamlmaktadir. Artan
gluten giicii alt birimi glutenin yiliksek molekiil agirlikli asir1 ekspresyonu da bir markor
ile secilebilmektedir. Molekiiler markorler ayrica kiiresel bugday tiretiminin ciddi bir
sekilde tehdit eden UG99 (TTKS) olarak bilinen kok pas hastaligiyla ilgili kok pas
irklarinin bir grubuna karsi direng genleri (UG99) piramiti olusturulmak icin de
kullanilmaktadir. Calisma sonucunda molekiiler belirteglerin SNP markorleri ile birlikte
yiksek verimli genotiplemede gelistirilerek yakin gelecekte genomik arastirmalarin
kapisim agacagi ve molekiiler bugday islahinda etkin bir sekilde kullanilabilecegi ifade

edilmistir (Randhawa ve ark., 2013).

Farkl1 bir arastirmada (Aykut, 2007), markor destekli seleksiyonda kullanabilmek i¢in,
kahverengi pas dayaniklillk geni Lrl3' ¢ ait molekiiler markdrlerin gelistirilmesi
hedeflenmistir. CIMMYT ‘'den almmis olan ve her biri farkli kahverengi pas
dayaniklilik genini tagiyan 41 adet Thatcher yakin izogenik hatti materyal olarak
kullanilmis ve duyarl: yerli ¢esit izmir 85 ile Lr13 genini tastyan 12 No' lu dayamkli hat
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(Tc*6/Frontana) arasinda melezlemeler yapilmis ve bunlarin da F1 generasyonu ile bu
anaclar calismanin farkli materyalini olusturmustur. Thatcher yakin izogenik
hatlarindan olusan DNA bulklarin ve belirtilen tim bu materyal SSR ve AFLP
markorleri ile incelenmis, Lrl3 genine ait spesifik markor belirlenmeye g¢alisilmustir.
DNA ve DNA bulklarinda toplam 246 AFLP primer kombinasyonu kullamlmis ve
bunlardan 28 adedi 12 NoO' lu hatta toplam 33 farkli polimorfik bant deseni gostermistir.
Arastirmanin SSR analizleri kisminda yedi primer kullanilmig bunlardan sadece iki
tanesinin DNA ve DNA bulklarinda polimorfizm gosterdigi tespit edilmistir. Polimorfik
bant deseni gosteren bu primerler ile yakin izogenik hatlarda ve ebeveynlerle birlikte F1
generasyonunda tekrar tarama yapilmistir. Sonuglara bakildiginda 6 adet AFLP primer
kombinasyonu (E34M70, E45 M67, E43 M75, E49 M67, E47 M64 ve E57 MG9) ile
mikrosatelit primeri wms 630' un sadece 12 No'lu hatta spesifik bantlar verdigi
gozlemlenmis, bu primerlerin incelenen materyalde Lrl3 genine aday markorler
verebilecegi tespit edilmistir. Sonugta SSR ve AFLP tekniklerinin ekmeklik bugdayda
kahverengi pasa dayaniklilik genlerini arastirmada faydali oldugu belirlenmistir (Aykut,

2007).

Farkli domates ¢esitlerinde domates lekeli solgunluk viriisiine (Tomato Spotted Wilt
Virus, TSWYV) dayanmiklilik geninin markdr destekli seleksiyon yontemi ile belirlenmesi
adli arastirmada (Koca, 2012), daha 6nce yapilan arastirmalarda yabani bir domates tiirii
olan Solanum peruvianum'da bulunan dominant Sw-5 geniyle baglantili olan genetik
markorler gelistirerek klasik 1slah yontemlerinin en biiyilk dezavantaji olan uzun
seleksiyon siirelerini kisaltmak i¢in markor destekli seleksiyon yontemi basarili bir
sekilde uygulanmistir. Ancak molekiiler markér yardimiyla seleksiyonun (MAS)
TSWV'ye dayanikli ¢esitlerin belirlenmesi ve 1slah ¢alismalarinda dayanikli bireylerin
tespit edilmesi amaciyla ililkemizde pek yaygin olarak kullamlmadigi bildirilmistir.
Calisma sonucunda iilkemizde faaliyet gosteren 8 farkli tohumculuk firmasindan temin
edilen 71 farkli domates ¢esidinin Sw-5 TSWV dayaniklilik genini tasty1p tasimadiklari
gozlemlenmistir. Yetistirilen domates fidelerinden genomik DNA izolasyonu
yapildiktan sonra bu ¢esitlerin TSWV' ye dayaniklilik durumlart daha 6nce gelistirilmis
olan ve Sw5 lokusuyla alakali oldugu gosterilen Sw-5-2, CT220 markorleri ve ayni
zamanda bu g¢alismada gelistirilen Sw-5a-e markdriine uygun primerler kullanilarak

PZR metoduyla tespit edilmistir. Sw-5-2 markoriine spesifik primerlerle yapilan PZR

19



sonucu 71 ornekten 15 tanesinin TSWV' ye dayanikli oldugu belirlenmis ve bunlarin 14
tanesinin de Sw-5 geni igin heterozigot oldugu tespit edilmistir. Fakat CT220 markdriine
spesifik primerler ile yapilan PZR sonucundaysa 25 tane domates c¢esidinin Sw-5
lokusunu igermedigi goriilmis ve TSWV'ye karsi dayaniksiz oldugu bildirilmistir.
Calismada sonuglar1 domateste MAS yontemi kullanilarak Sw-5 geninin varliginin etkin

bir sekilde belirlenebilinecegini gostermistir (Koca, 2012).

Bagcilikta kiilleme ve mildiyd hastaliklarina dayanikli ¢esit 1slahinda, markére dayali
seleksiyon kullanilmasi baslikli arastirmada (Shidfar, 2014), Regent (dayanikli) X
Bogazkere (dayaniksiz) ve Regent (dayanikli) x Kalecik Karasi (dayaniksiz) iiziim
cesitlerinin melezlenmesi yoluyla elde edilen F1 bitkilerinde, molekiiler markdrleri
kullanarak mildiy6 ve kiilleme hastaligina dayanikliliklarin incelenmesi hedeflenmistir.
Calismada, kodominant markdrlerden SSR (VMC8g9, UDV-15, VMCT7F2,
VMCNG2F12 ve UDV-305, VMC1g3.2), SCAR markorlerinden (SCORA7, SCORN3-32
ve ScoR Al14) ve CAPS markoriinden (GLP1-12) yararlamlmistir. F1 melezlerinden
secilen 168 adet (BR) ve 25 adet (KR) bitkilerinin analizleri yapilmigtir. Markore dayali
seleksiyon yontemi kullanilan bu ¢alismada, toplam 168 F1 (BR) genotiplerinde, SSR
markorleri sayesinde (UDV-305, UDV-15) toplam 27 adet bitkide ortak dayaniklilik
alleli saptanmugtir. 168 F1 bitkisi lizerinde ScoRA7 ve ScoRA14 primeri ile yapilan
taramalar sonunda, toplam 17 adet bitkide ortak dayamklilik alleli tespit edilmistir.
Yapilan SCAR ve SSR analizleriyle beraber toplam 2 tane ortak F1 dayamklilik alleli
bulundugu goriilmiistiir. KR F1 populasyonunda secilen 25 adet F1 bitkilerinin toplam
genotiplerinde, SSR markorleri kullanilmasi sonucunda toplam 2 adet bitkide ortak

dayaniklilik alleli bulundugu bildirilmistir (Shidfar, 2014).

Yapilan bir diger ¢aligmada (Ates Sonmezoglu ve ark., 2012), Tirkiye’nin farkl
bolgelerinden alinmis 20 adet yerel ekmeklik bugday ¢esidinin molekiiler taramalarinin
yapilmasi hedeflenmistir. Bu amagla 6nceden gelistirilmis farkli mikrosatelit primerleri
denenmis en polimorfik olan 7 tanesi ¢alismada kullanilmistir. 20 adet yerel ekmeklik
bugday ¢esidinin 10° ar adet aksesyonunun DNA’lar izole edildikten sonra mikrosatelit
belirleyicileri  kullamlarak PZR ile spesifik DNA bolgelerinin  ¢ogaltilmasi
gergeklestirilmistir. Yapilan analizler sonucunda hem yerel ¢esitler arasinda hem de

yerel ¢esitlerin aksesyonlar1 arasinda genetik farklilik tespit edilmistir. Sonucglara gore
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arastirmacilar, yerel ekmeklik bugday c¢esitlerinin genetik tanimlamalarinin
yapilmasinda ve uygulanmasinda mikrosatelit molekiiler markorlerinin bagarili bir

sekilde kullanilabilecegini bildirmislerdir (Ates Sonmezoglu ve ark., 2012).

Molekiiler markor teknolojisi kalite 6zellikleri bakimindan bugday hatlarinin se¢iminde
giderek daha onemli bir rol oynamaktadir. Bugdaydaki hamur ozellikleri gibi kalite
kriterlerinin kontroliinde yer alan kromozom boélgeleriyle baglantili molekiiler
markorler tahil kullanimini etkileyen sertlik, irmik kalitesi, un rengi, tane protein icerigi,
nigasta bilesimi ve piyasa kalitesinin belirlenmesi nedeniyle 6nem arz etmektedir.
Markdr destekli seleksiyon (MAS), hedef lokuslar1 tagiyan bireylerin se¢imi ve farkli
kaynaklardan ve farkli 6zellikler i¢in uygun QTL allellerin gen piramitlenmesine izin
vermektedir. MAS’a dayali kalite 1slah1 uygulanmalarinda simdiye kadar elde edilen
sonuglarin basarili olmadigi ve diger 6zelliklere kiyasla ilerlemenin daha yavas oldugu

gozlenmektedir (Lafiandra ve ark., 2007).

Bitki 1slahinda DNA belirteglerinin potansiyelinin bilinmesiyle birgok tarimsal
arastirma merkezi ve bitki 1slahi enstitiileri markor gelistirme ve markor-destekli
seleksiyon (MAS) caligmalarina agirlik vermistir. DNA belirtegleri markor destekli
seleksiyon yoluyla verimlilik ve klasik bitki 1slahinin hassasiyetini artirmak i¢in biiyiik
bir potansiyele sahiptir. Molekiiler belirtegler bitki yetistiricileri i¢in daha dnce mevcut
olan klasik fenotipik belirtecler iizerinde ¢esitli avantajlar saglamaktadir. Bunun yam
sira bu belirtecler bitkiler yetisirken ve bitki biiylimesi ile ilgili tim asamalarinda
saptanabilir ¢evre kosullar1 tarafindan etkilenmez. italya’da makarnalik bugday ve
makarnalik bugday nihai kullanim kalitesinin iyilestirilmesi yapilarak diinya capinda
son iriiniin ¢ok Oonemli oldugunu gosterilmis tahil ile son iirlin kalitesi yliksek yeni

Italyan gesitlerinin gelistirilmesi iizerinde durulmustur (Menzo, 2011).

Makarnalik bugdayda sar1 pigment icerigi, pigmentasyona katilan karotenoidin renk
olusumu ve antioksidant 6zellikleri insan saglig1 i¢in onemli bir kalite kriteridir. Bu
calismada makarnalik bugdayda sar1 pigment igerigi ile ilgili bir QTL, (PDW 233) adli
rekombinat inbred hat (RIL) ile yerel ¢esit Bhalegaon 4 arasinda melezlemeler yapilarak
haritalanmistir. Bu 6zellik dort yil boyunca farkli lokasyonlarda degerlendirilmistir.

Kromozom 1A, 3B, 5B, 7A ve 7B’de sar1 pigment igerigi ile baglantili olan bes farkli
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QTL tespit edilmistir. Markor analizi ile ISSR ve AFLP markoérleri saptanmistir. Bu
belirteglerin QTL QYp.macs-7A ile baglantili oldugu tespit edilerek  SCAR
belirteclerine doniistiiriilmiistiir. Markor destekli seleksiyondaki potansiyeli kanitlamak
amaciyla bu SCAR belirtecleri 38 farkli genotip tizerinde de dogrulanmistir. Gelistirilen
SCAR markorlerinin yiiksek sar1 pigment igerigi i¢in makarnalik bugdayin markor

destekli 1slah i¢in ¢ok yararli olacagi tespit edilmistir (Patil ve ark., 2008).

Parlak sar1 renk, sertligi ve diisiik pisirme kaybi iyi kalitede makarna tiriinlerinin tiretimi
icin Oonemli faktorlerdir. Ancak bu 6zelliklerin altinda yatan genetik faktorler hala tam
olarak anlagilamamistir. Kompozit mikrosatelit ve SNP (tek niikleotid farklilig1) haritas
kullamlarak makarnalik bugdayda QTL analizi adl1 ¢alismada Bu a¢1g1 doldurmak i¢in
KOFA ¢esidinden (miitkemmel makarna kalitesi) ile deneysel hat UC1113 (ara makarna
kalitesi) arasindaki melezlemelerden 93 adet rekombinant kendilenmis hat (RIL)
gelistirilmislerdir. 23 SNP markorler de dahil olmak iizere 269 belirtegleri, toplam 2140
cM toplam uzunlugu kapsayan 14 baglanti gruplari tizerinde diizenlenmistir. Bes farkli
ortamlarda her RIL 6rneklerinden tam makarna kalite testleri i¢in kullanilmis ve QTL
analizleri i¢cin her y1l elde edilen sonuclar kullanilmistir. Farkli lokus, ¢evre ve bunlarin
etkilesimlerinin kombine etkisi, her 6zellik i¢in faktoriyel istatistik programi (ANOVA)
kullamlarak analiz edilmistir. Bu kromozomlarda 1B, 4B, 6A, 7A ve 7B makarna rengi
icin biiytik bir QTL tespit edilmistir. 4B’ deki QTL makarna isleme sirasindaki pigment
bozulmasiyla ile iligkili oldugunu diisiindiiriirken, Lpx-B1.1 lipoksijenaz lokusundaki
silinmeye bagli oldugu anlasilmistir. Makarna sertligi ve pisirme kaybim etkileyen QTL
kromozomlar 5A ve 7B ‘de tespit edimis ve her iki durumda da onlarin tane protein
icerigi ve yas gluten icerigi QTL ile ortlisdiigii saptanmistir. Bu son iki parametre,
yiiksek makarna sertligi (R>0,71) ve ters pisirme kaybi (R<-0,37) ile korelasyonu
bulunmustur. Lokasyon ve tane biiyiikligli ve agirligi, gluten giiciinii etkileyen diger
QTL, kanstirma o6zellikleri ve kiil iceriginin etkisi de tartisilmistir (Zhang ve ark.,
2008).

Lipoksijenaz aktivitesi bugdayda depolama stabilitesi ile yakindan baglantilidir ve
Lpx-1 lokusundadir. Lipoksijenaz kodlayan genlerin lipoksijenaz etkinligi agisindan
cok onemlidir (Li ve ark., 2009). Bu c¢alismada Lpx-1 genine spesifik molekiiler

markorler, 39 makarnalik bugday materyalinde Lpx-B1’ in delesyonunun tespitinde
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denenmistir. Sonuclar gosterdiki 39 makarnalik bugday materyali iginde % 20,5 ‘lik
kismi olan sekiz tanesinde delesyon tespit edilmistir. Kofa, Kronos, P1583723,
P1470761 vb. iceren Lpx-B1l.1’ deki delesyonla alakali bu materyaller calismada
secilmis, mevcut makarnalik ve ekmeklik bugday islah programlarinda 6ncii olarak

kullanilabilecegi bildirilmistir.

Renk makarnalik bugday icin onemli bir kalite 6zelligidir. Ozellikle kuru (sehriye,
spagetti ve macarroni) ve taze makarna iiriinlerinin imalatinda énemlidirler. Irmik ve
makarna istenen parlak sar1 renk olusumu, karotenoid pigmentlerin varligr ve
lipoksijenaz (LOX), peroksidaz (POD) ve polifenol oksidaz (PPO) enzimleri tarafindan
etkilenmektedir. Karotenoidler peroksit radikallerinden ¢ikarilarak  biyolojik
membranlarin oksidatif hasarim azaltarak, antioksidanlar gibi davranir. B-karoten gibi
baz1 karotenoid pigmentler, insanlarda A vitamini en 6nemli beslenme Onciileri olan ve
dejeneratif Karotenoid igerigi ¢ogunlukla, genotip-gevre interaksiyonundan etkilenen
kantitatif bir 6zelliktir. Bu ozellikler birden fazla gen tarafindan kontrol edilir. Bu
QTL’ler ile baglantili molekiiler belirtegler MAS icin yararli araglardir. Pigment
icerikleri ve bozulmasinda rol oynayan enzimleri kodlayan genler klonlanmis ve 6zel

markorler (STS) gelistirilmistir (Roncallo ve ark., 2009).

23



3. MATERYAL ve METOT

3.1. Bitki Materyali

Bu calismada daha once yiiriitilen bir TUBITAK projesinde (COST 1070004)
birbiriyle baglantili olan ve »-45 gliadini iceren Gli-B1 ile LMW-2 glutenini iceren Glu-
B3 lokuslarimin aynmi geri melezleme programinda beraberce aktarilmasiyla elde edilen
iki adet ileri 1slah hatti (TMB2 ve TMB3) kullanilmistir (Cizelge 3.1). Makarnalik
bugday ileri 1slah hatlar1 lipoksijenaz aktivitesi diisiik oldugu bilinen Gediz-75
makarnalik bugday cesidi ile melezlenerek F1 generasyonu elde edilmistir. Her bir

anactan yaklasik 50’°ser adet melez tohum elde edilmesi amaglanmistir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan makarnalik bugday 1slah hatlar

Kodu Melez Ailesi Geri Melez Kodu
TMB2 Salihli-92 // Kyle TMB2 GM4F4
TMB3 Kiziltan-91 // Kyle TMB3 GMA4F4

(*TMB: Tiirk Makarnalik Bugdayi)

Oncelikle melezleme calismalari igin genotiplere ait tohumlar 15 giin arayla {i¢ farkli
tarinte (15 Eylil — 15 EKim 2014) 5’er adet saksiya (3 1t hacimli) ekilerek serada
yetistirilmistir ~ (Sekil  3.1). Bodylece iki farkli melezleme kombinasyonu
gerceklestirilmistir. Melezleme ¢alismalart ve bitkilerin yetistirilmesinde Karamanoglu

Mehmetbey Universitesi yar1 otomatik kontrollii arastirma seras1 kullanilmistir.
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Sekil 3.1. Saksiya ekilen bitkilerin serada yetistirilmesi

Bagislayan anag (Gediz-75) ile tekrarlanan anaglarin (TMB2 ve TMB3) her biri
melezlenerek (Sekil 3.2) iki farkli kombinasyona ait 50’ser adet F1 tohumu elde
edilmis, bu tohumlar ¢imlendirilerek DNA’lan ekstrakte edilmis ve aktarilan gen
bolgesi ile ilgili molekiiler taramalar yapilmistir. Calismada elde edilen F1 bitkileri ve

kisaltmalar1 Cizelge 3.2°de verilmistir.

T L.

Wk ‘ ’

Sekil 3.2. Melezlenen bitkilerden bir goriinim

25



Cizelge 3.2. Calismada elde edilen F1 1slah hatlar1 ve kisaltmalar

Kodu Melez Ailesi F1 Bitki Kodu
TMB2 GE TMB2 /] Gediz-75 TMB2//GE F1
TMB3 GE TMB3 // Gediz-75 TMB3//GE F1

3.2. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu i¢in melezlemelerden elde edilen bugday tohumlar1 ve anag bitkiler
petrilere ekilerek iki yaprakli doneme kadar biiyiitiilmiis, yaprak ornekleri alinmis ve
geng yapraklarda DNA izolasyonu gerceklestirilmistir. Baz1 degisikliklerle standardize
edilerek F1 bitkilerinin ve ana¢ genotiplerin DNA ekstraksiyonunda kullanilan
izolasyon metodu asagida verilmistir (Doyle ve Doyle, 1990).

1) 1,5 cm boyunda bir yaprak once ependorf tiipte sivi azot iginde ogiitiiliir ve daha
sonra lizerine 500 pl buffer ilave edilir.
* 100 ml buffer hazirlamak igin;
» 65 ml ddH,0
10 ml1 M Tris (pH: 7,5),
14 ml 5M NaCl ve
10 ml 0,5M EDTA (pH: 8,0) karistirilarak 65 °C’de 1sitilir ve buna
1gr CTAB ile
1 ml 14 M Beta Merkapto Etanol (BME) eklenir.

YV V V V V

2) Bir tinite Proteinase K eklendikten sonra vortekste karistirilir.

3) 80 ul % 10 SDS eklenerek 65 °C’deki su banyosunda 3 saat tutulur ve ara sira alt st
edilerek karistirilir.

4) Su banyosundan ¢ikarilan tiiplere 2 / 3 hacim (400 pl) kloroform:isoamil alkol (24:1)
eklenir. 10-15 dakika alt tist edilerek karistirilir.

5) 10.000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilir.

6) Siipernatant 2 / 3 hacim (400 pl) 2-propanol iceren yeni bir tiipe alinir. Alt {ist
edilerek DNA gozle goriiliir hale getirilir.

7) 15 dakika 10.000 rpm’de santrifiij edilir.
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8) Siv1 dokiiliir. Pelet kuruduktan sonra 400 pl 1 x TE eklenir. Peleti eritmek i¢in tiipler
65 ° C deki su banyosunda 2 saat tutulur ve ara sira alt st edilerek karistirilir.

9) 1 ul RNase (10 mg / ml) eklenir. DNA 60 ° C’deki su banyosunda 1 saat eritilir.

10) 400 pl kloroform:isoamil alkol (24:1) eklenir. Tipler 10-15 dakika alt Gist edilerek
karigtirilir.

11) 15 dakika 10.000 rpm’de santrifiij edilir.

12) Siipernatant 26 pul 5 M NaCl igeren yeni bir ependorf tiipe alinir. Hafifce karistirilir.
13) 800 pl % 96 soguk etil alkol ilave edilir. Alt st edilip karistirilarak DNA ¢okeltilir.
14) 10.000 rpm’de 20 dakika santrifiij edilir ve sivi dokiiliir.

15) Pelet 1200 pul % 70 soguk etil alkol ile dikkatlice yikanir. Ters ¢evrilmis halde 2
saat kurutulur.

16) Kuruyan pelet 100 pl 1 x TE’ de ¢oziiliir.

F1 ve anag¢ bitkilerin her birinden alinan yaprak orneklerinde DNA izolasyonu
yapilmistir. Yaprak ornekleri en geng yapraklardan alinmistir. Elde edilen DNA’ lar
% 1’lik agaroz jelde kosulmus ve goriintiilenmistir (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. izole edilen DNA 6rneklerinin agaroz jeldeki goriiniimii

DNA o6rneklerinin yiiklendigi 120 ml % 1°lik agaroz jeller; 1,2 gr Agaroz (LONZA
SeaKem® LE Agarose, 50004), 24 ml 5x TBE, 96 ml ddH0 ve 8 ul Ethidium Bromiir
(10 mg/ml) icermektedir. Bu calismada DNA o6rneklerinin yiiriitiilmesinde kullanilan
agaroz jel elektroforez sistemi (Thermo Scientific EC 1000 XL Power Supply) Sekil

3.4’de verilmistir.
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Sekil 3.4. Jellerin yiritildagi elektroforez tinitesi

Yiiriitiilen DNA ve PZR iiriinlerinin goriintiillenmesinde kullamlan UV transmilator

(BIO-RAD Chemi DOC MP Imaging System) Sekil 3.5 de verilmistir.

Sekil 3.5. Jel goriintiilemede kullanilan UV transmilator
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3.3. Markér Destekli Seleksiyon

Elde edilen F1 bitkilerinin ilgili gen bdlgelerini tasiyip tasimadiklari, genlere 6zel
markéorlerle  taranarak — saptanmistir.  izole edilen tiim DNA’lar, Lpx-B1.1
(4B kromozomu kisa kolunda bulunan) lokusunun varligi agisindan taranmiglardir
(Sekil 3.6). Bu amagla Geng ve ark. (2011) ile Somers ve ark. (2004) tarafindan
gelistirilen ve bu gen bolgesiyle baglantili olan mikrosatellit (SSR) markorleri

kullamlmustir (Cizelge 3.3).

Durum wheat
Ofanto x Cappelli Kofa x UC1113

0.0 380739 Kofa/UC1113-4B

Xwmc617-4B

4=

4.8 Xwmc617

9

LpxB1.1

12.8 Xbarc193 + BE446304_110-48 Pt daas

25 — Xwmc89-48
- <stm62-48
16.8—|_|-HM126469 (Lpx-B1.3) s
17.4-1 [~HM126467 (Lpx-B1.2) 33 — ot
19.0—{[~HM126466/HM126470 (Lpx-B1.1) L e s
4 -T Xgwm540-48

= E BE443190_04-48

BE443253_414-48

49

Xgwm165-4B
- WPt4931 57T < Xwmc657-48
Xgwm192-4B

30.9 378423

Xgwm495-4B

65 —

78—
38.4- | | ,DuPW23 I Nehaa:4B
39.2- (- -Xwmc48
39.6 —5—Xwmc826b
39.7 ~Xwmc89

Sekil 3.6. 4BS Kromozomunda bulunan Lpx-Bl.1 gen bolgesiyle baglantili olan DNA
markdrlerinin harita {izerindeki muhtemel pozisyonlar1 (Verlotta ve ark., 2010). (Rakamlarla
gosterilen degerler cM cinsinden uzakliklari ifade etmektedir)
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Polimer Zincir Reaksiyonu (PZR) islemleri farkli primerler i¢in, kaynak makalelerinde
belirtilen sartlara gore gergeklestirilmistir (Cizelge 3.2). Aktarimda kullanilacak
markorler melezlemede kullanilacak anaglar arasinda polimorfik 6zellik gostermek
zorunda oldugundan, farkli haritalardaki markorler denenmis en polimorfik markorler

belirlenerek ¢alismada kullanilmistir.

Cizelge 3.3. Farkli haritalardan alinan ve Lpx-B1.1 ile baglantili olan SSR markérleri

SSR . e , Genetik Harita
Markorleri Primer Dizisi (5°--- 3°) Kaynag
F- GAGGGTTCTGAAATGTTTTGCC Somers ve ark.,
Xwmc 48 | R- ACGTGCTAGGGAGGTATCTTGC 2004
F- ATGTCCACGTGCTAGGGAGGTA Somers ve ark.,
Xwmc 89 | R- TTGCCTCCCAAGACGAAATAAC 2004
F- TCGATTTATTTGGGCCACTG Roder ve ark.,
Xgwm 408 | R- GTATAATTCGTTCACAGCACGC 1998
F-GCGCATCCATATTTTTCCAGCAAGCACTT | Jsong ve ark.,
Xbarc 193 | R-GCGTTCTTGTTTGTGGTTTCTATTTTTCT 2005

Yapilan 6n taramalarda ¢ok sayida primer denenmis (Xbarc 193, Xgwm 113, Xwmc 48,
Xwmce 89, Xwmc 617, Xgwm 408, Lpx Blsl, LOX A, Lpx Bl1a, Lpx Bllc, Lpx B12,
Lpx B13) ve her anag igin en polimorfik olan primerler tespit edilmistir (Cizelge 3.2).
Bu primerler kullanilarak yapilan PZR igleminin ger¢eklestirildigi thermal cycler (BIO-
RAD C1000 Touch Thermal Cycler) Sekil 3.7.’de verilmistir.
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Sekil 3.7. PZR’de kullanilan thermal cycler

PZR islemi her bir primer i¢in kaynak makalelerinde gosterilen sartlarda yapilmistir.
Her bir reaksiyonda; 250 nM primer, deoksiniikleotidlerin her birinden 0,2 mM dNTP,
2,0 mM MgCl,, bir {inite Tagq Polimeraz enzimi ve 50-100 ng kalip DNA kullamlmustir.
Bir PZR islemi; 94 °C’ de 5 dakika 6n denatiirasyondan sonra; 37 sirkiilasyondan
(cycle) olusan 94 °C’ de bir dakika denatiirasyon, primere bagli olarak 50 - 60 °C ’de
bir dakika primerlerin baglanmasi (annealing), 72 °C’ de bir dakika uzatma ve 72 °C’ de
bes dakika son uzatma asamalarindan olusmaktadir. Elde edilen PZR firiinleri de
% 2’ lik agaroz jelde (220 ml jel; 4,4 gr agaroz, 44 ml 5xTBE, 176 ml ddH,0, 20 uL 10
mg/ml ethidium bromide) veya % 3’ liikk metaphore (Lonza MetaPhor® Agorose,
50180) agaroz jelde (220 ml jel; 6,75 gr metaphore agaroz, 44 ml 5x TBE, 176 ml
dH0, 14 ul 10 mg/ml ethidium bromide) kosulmustur (Sekil 3.8).

Sekil 3.8. Agaroz jelde yiiriitiilen PZR ftiriinleri
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4. BULGULAR ve TARTISMA

[Ik asamada bagislayan ana¢ (Gediz-75) ile tekrarlanan anaglar (TMB2, TMB3)
melezlenerek iki farkli kombinasyona ait (TMB2//Gediz-75 ve TMB3//Gediz-75) F1
bitkileri elde edilmistir. Herbir melez kombinasyonundan 50° ser adet F1 bitkisi elde
edilmistir. F1 tohumlar: petrilere ekilerek ¢imlendirilmis ve viyollere sasirtilmustir. iki
yaprakli doneme gelen F1 bitkilerinin ve ana¢ genotiplerinin DNA izolasyonlar1
yapilmis, aktarilan gen bolgesiyle (Lpx-B1.1) ilgili molekiiler taramalar yapilmistir.
Boylece Lpx-B1.1 genini tasiyan heterozigot bitkiler markor destekli seleksiyon (MAS)
yardimiyla segilmistir. Bu amagla 4BS kromozomunda bulunan Lpx-B1.1 gen
bolgesiyle baglantili olan farkli DNA markérleri ile (Xbarc 193, Xgwm 113, Xwmc 48,
Xwmc 89, Xwmc 617, Xgwm 408, Lpx Blsl, LOX A, Lpx Bl1a, Lpx Bllc, Lpx B12,
Lpx B13) elde edilen PZR firiinleri % 3’ liik metaphore agaroz jel ve % 2’ lik agaroz

jellerde kosulmus ve anaglar arasinda polimorfizm 6zellikleri incelenmistir.

Kullanilan primerlerden Lpx Blsl, Lox A, Lpx Blla, Lpx Bllc, Lpx B12, Lpx B13,
Xgwm 113, Xwmc 617, XcIn 10 primerleri ile yapilan PZR taramalar1 sonucunda jel
goriintiilerinde anaglar ve Gediz-75 arasinda polimorfizme rastlanmamistir. Heterozigot
bitkiler bu primerler ile tespit edilemediginden ¢alismada bu primerler markor destekli
seleksiyonda kullanilmamistir. Bu baglamda Lpx B12 primeri hibrit se¢iminde

degerlendirmeye alinmamistir (Sekil 4.1).

F1

M OGEST2E ) 3 30 4 BSE 68 e s -0 oMb 13 42 130 A4 157 16 17

Sekil 4.1. Lpx B12 primeri ile TMB2//GE melez ailesine ait taramalar

Xwme 617 primeri kullanilarak elde edilen PZR goriintiileri incelenmis herhangi bir

bant ayrimi1 bulunamadigindan melez se¢iminde dikkate alinmamustir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. F1 bitkilerinde Xwmc 617 primeri ile yapilan taramalara ait jel gortintiisii

Calismada denenen diger primerlerden Lpx B11a primeri, Lpx B11c primeri, Lpx B13
primerlere ait PZR taramalarinda anaglar arasinda polimorfizm gozlenmediginden F1

bitkilerinin se¢iminde degerlendirmeye alinmamustir (Sekil 4.3) .

o R R -

T1

Sekil 4.3. Lpx B1la, Lpx B1llc ve Lpx B13 primerlerine ait agaroz jel goriintiileri

Anag genotiplere ait DNA’ larda Xgwm 113 primeri kullamlarak elde edilen PZR
tirlinlerinde anaglara ait bantlarin aym biiyiikliikte olmasi nedeniyle polimorfik olmadigi

tespit edilmis ve bu tez ¢alismasinda molekiiler taramalarda kullanilamamistir (Sekil
4.4).

Sekil 4.4. Xgwm 113 primeri ile TMB2//GE melez bitkilerinde yapilan taramalara ait agaroz jel

goriintiisii
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Ilgili lokusla baglantili STS primeri (Xcnl 10) kullanilarak elde edilen PZR fiiriinlerinin
agaroz jelde goriintiilenmesi sonucunda polimorfizm saptanamadigindan F1 se¢iminde

degerlendirilmemistir (Sekil 4.5.).

T2

Sekil 4.5. Xcnl 10 primeri ile yapilan taramalara ait agaroz jel goriintiisii

Calismada farkli primerlerle anaglar arasindaki molekiiler farkliliklar jel taramalarinda
tespit edilmistir. Xgwm 408 primerinin Gediz-75 ve TMB2 arasinda, Xwmc 48 primeri
Gediz-75 ve TMB2 ile Gediz-75 ve TMB3 arasinda, Xwmc 89 primerinin
TMB3//Gediz-75 melez ailesinde, Xbarc 193 primerinin ise TMB2//Gediz-75 ve
TMB3//Gediz-75 hatlarina ait anaglar arasinda polimorfik oldugu belirlenmistir. Bu
nedenlerle molekiiler taramalarda TMB2//GE F1 bitkileri icin Xwmc 48, Xbarc 193 ve
Xgwm 408 primeri kullanilmig, TMB3//GE melez ailesi i¢in ise Xwmc 48, Xwmc 89 ve
Xbarc 193 primeri kullanilmistir.

Kullanilan Xgwm 408 primeri ile yapilan PZR taramas: ile elde edilen drneklerin
% 2’ lik agaroz jelde goriintiilenmesi sonucunda Gediz-75 ve TMB2 hatti arasinda
yiiksek oranda polimorfizm goriilmiis ve TMB2//GE hatlarina ait heterozigot bitkiler
belirlenmistir (Sekil 4.6 - 4.7). Ancak anaglar arasinda polimorfizm saptanamadigi igin

Xgwm 408 primeri TMB3//GE F1 bitkileri taramasinda kullamlamamuistir.

Sekil 4.6. Xgwm 408 primeri kullanilarak TMB2//GE F1 bitkilerinin saptanmasi
(H: Heterozigot, L: 100 b¢ Ladder)
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Sekil 4.7. TMB2//GE F1 bitkileri igin Xgwm 408 primeri ile yapilan molekiiler taramalara ait
agaroz jel goriintiisii

Xwme 48 primeri kullanilarak yapilan PZR taramasi sonucunda orneklerin % 2’lik
agaroz jelde goriintillenmesiyle Gediz-75 ve TMB2 anaglar1 arasinda polimorfizm
oldugu saptanmustir (Sekil 4.8 ve 4.9). Xwmc 48 primeri TMB2//GE melez ailesine ait

F1 bitkilerinin molekiiler taramasinda kullanilmistir.

I
.
i

-

Sekil 4.8. TMB2//GE melez ailesine ait F1 bitkilerinde Xwmc 48 primeri ile yapilan molekiiler
taramalar (H: Heterozigot, L: 100 b¢ Ladder)

Sekil 4.9. TMB2//GE melez ailesine ait F1 bitkilerinin Xwmc 48 primeri ile seleksiyonu
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Lpx-B1.1 geninin markor destekli seleksiyonu amaciyla kullanilan Xwmc 48 primeri
4BS kromozomu tiizerindeki Lpx-B1.1 lokusundan muhtemel uzakligi 12 ¢cM olan bu

primer ile yapilan taramalar ile elde edilen PZR {iriinlerinin agaroz jelde goriintiilenmesi

sonunda TMB3//GE melez ailesine ait F1 bitkileri arasindan heterozigot olanlar
belirlenmistir (Sekil 4.10 - 4.11).

Sekil 4.10. TMB3//GE F1 bitkilerinin Xwmc 48 primeri ile seleksiyonu
(H: Heterozigot, L: 100 b¢ Ladder )

Sekil 4.11. TMB3//GE melezi i¢in Xwmc 48 primeri ile yapilan molekiiler taramalara ait agaroz

jel goriintiisii

Xwmc 89 primeri kullanilarak yapilan PZR taramalari sonucunda bu primerin Gediz-75
ve TMB3 anaglar arasinda polimorfik oldugu tespit edilmistir. Xwmc 89 primeri ile
TMB3//GE melez ailesinde yapilan markor destekli seleksiyona ait jel goriintiisii
Sekil 4.12 ve 4.13’ de verilmistir. Xwmc 89 primeri kullanmlarak TMB3//GE melez

ailesinin molekiiler taramalar1 yapilmis ve heterozigot bitkiler se¢ilmistir.

L T3 GE
Sekil 4.12. TMB3//GE F1 bitkilerinde Xwmc 89 primeri ile yapilan molekiiler seleksiyon
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Sekil 4.13. TMB3//GE melez ailesine ait F1 bitkilerinin Xwmc 89 primeri ile molekiiler

taramalar

Xbarc 193 primeri kullanilarak yapilan molekiiler taramalar sonucunda, Xbarc 193’ iin
Gediz-75 ile TMB2 ve Gediz-75 ile TMB3 arasinda polimorfik oldugu tespit edilmis ve
F1 bitkileri taramalarinda kullanilmstir (Sekil 4.14 ve 4.15).

Sekil 4.14. TMB2//GE F1 bitkileri i¢in Xbarc 193 primeri ile yapilan molekiiler taramalara ait

agaroz jel gorintiisii

Sekil 4.15. TMB3//GE F1 bitkileri i¢in Xbarc 193 primeri ile yapilan taramalar

Bu tez caligmasinda hedef genin seleksiyonu i¢in Lpx-B1.1 gen bolgesini ¢evreleyen

(flanking) Xbarc 193, Xwmc 48 ve Xwmc 89 primerleri birlikte kullanilmustir.

Arastirmacilar tarafindan baska c¢alismalarda da molekiiler markorler kullanilarak
Lpx-B1 lokusunundaki genler tespit edilmistir (Li ve ark., 2009). Lpx-B1 genine spesifik
bir ¢ift markor kullamilarak 39 makarnalik bugday genotipinde Lpx-B1.1’ in takibi
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yapilmustir. Segilen genotiplerin daha sonra yapilacak islah caligmalarinda iyi birer

ebeveyn olabilecegi ifade edilmistir.

Benzer bir calismada da Geng ve ark. (2011) bugdayda lipoksijenaz aktivitesi
degisiminin incelendigi ¢aliymalarinda MAS’da kullanilmak tizere, ekmeklik bugdayda
LOX aktivitesi i¢in kantitatif karakter lokuslar1 belirlenerek SSR markorleri ile
eslestirilmistir. Gelistirilen SSR markdrleri (Xgwm 251 ve Xwmce 312) 198 adet Cin
bugday cesitleri ve ileri 1slah hatlar1 iizerinden dogrulanmis ve LOX aktivitesi ile
onemli derecede (p<0,01) bir iliski gosterdigi kamtlanmistir. Sonuglar Xwmc 312 /
Xgwm 251 SSR markdr kombinasyonunun LOX aktivitesini degerlendirmek i¢in etkili
ve glivenilir oldugunu, bugday esash iiriinler i¢cin markdr destekli seleksiyonda (MAS)
kullamlabilecegini gostermistir. Calismamizda kullanilan SSR markérleri de zaman ve
uygulama ag¢isindan hedefledigimiz gen aktarimini kolaylastirmistir. Ancak Xwmc 312
ve Xgwm 251 primerleri kullandigimiz ana¢ genotipler arasinda polimorfik olmadigi

i¢in bu tez calismasinda kullanilamamustir.

Ates Sonmezoglu ve Balkan (2014) yaptiklar1 arastirmada makarnalik bugdaylarin LOX
enzim aktivitesi ve pigment konsantrasyonunu biyokimyasal ve molekiiler taramalar
yaparak belirlemislerdir. Elde edilen sonuglara gore; Gediz-75, Gdem12, Hat -19 ve
Zenit makarnalik bugday cesit ve hatlarimin LOX enzim aktivitelerinin olduke¢a diisiik
oldugu ve kaliteli bir makarna yapimi i¢in tercih edilebilecekleri ifade edilmistir. Bu
dogrultuda bu tez ¢calismasinda da LOX enzim aktivitesi diisiikk oldugu bilinen Gediz-75
dondr anag olarak kullanilmig ve TMBI1, TMB2 ve TMB3 hatlartyla melezlenerek F1
bugday hatlar1 elde edilmistir.
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5. SONUC

Bu proje ile daha 6nce protein kalitesi iyilestirilmis farkli anaglardan elde edilen 1slah
hatlart (TMB2 ve TMB3) LOX enzim aktivitelerinin disiiriilmesi amaciyla Gediz-75
makarnalik bugday ¢esidi ile melezlenmis elde edilen F1 bitkilerinden hedeflenen geni
tastyan (Lpx-B1.1) bitkiler markor destekli seleksiyon (MAS) yontemi ile secilmis ve

boylece daha sonra yapilacak 1slah ¢aligmalarina temel hazirlamistir.

Elde edilen sonuglara gore bugday hatlarinin 1slahinda molekiiler markorlerin markor
destekli seleksiyona dayali 1slah programlarinda yararl belirtegler oldugu bir kez daha
gozlenmistir. Markor destekli 1slahin, bugday genomunda genleri ve kantitatif karakter
lokuslarini tammlamak i¢in bir firsat sagladigi, genlerin tespit edilmesinde kullanish
oldugu benzer calismalarda da goriilmiis (Randhawa ve ark., 2013) ve kalite 6zellikleri
ile ilgili genlere dayali 1slah ¢alismalarinda seleksiyonda kullamlabilirligi saptanmustir.
Molekiiler belirteglerden molekiiler bugday 1slahinda etkin bir sekilde faydalanabilecegi
de ifade edilmistir (Randhawa ve ark., 2013).

Bu tez calismasinda F1 bireylerini secerken Lpx-B1.1 lokusunu tespit etmek icin geni
cevreleyen markorler sayesinde heterozigot genotipler belirlenmistir. Makarnalik
bugday tohumlarindaki lipoksijenaz aktivite degisiminin incelenmesi konulu farkli bir
caligmada da markdr destekli seleksiyonun makarnalik bugday popiilasyonunda diisiik

lipoksijenaz etkinligi olan genotipleri se¢cmek i¢in yararli ve kullamish oldugu

bildirilmistir (Hessler ve ark., 2002).

Bugday 1slah hatlarimin se¢iminde markor destekli seleksiyonun énemli bir rol oynadigi
benzer bir ¢alismada da ifade edilmis ve kalite 6zelliklerinin kontroliinde yer alan
kromozom bélgeleriyle baglantili molekiiler markérlerin kullamminin 6zellikle 1slah
isleminin verimliligini artirdig1 tespit edilmistir (Lafiandra ve ark., 2007). Ayrica
sertlik, irmik kalitesi, un rengi, tane protein igerigi, nisasta bilesimi gibi onemli kalite
ozelliklerini kontrol eden kromozom bdlgelerine yakin molekiiler markdorlerin tespitinin
bugdayin besin kalitesi ve piyasa degeri agisindan gelistirilmesini sagladigi

bildirilmistir. Bu tez ¢alismasinda da kalite diizeyi iizerinde belirleyici etkiye sahip olan
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sar1 rengi etkileyen gen bolgesi geri melezleme yoluyla aktarilmistir. Bu ¢alismanin

yapilacak yeni 1slah ¢alismalarina onciiliik edecegi diistiniilmektedir.

Elouafi ve ark. (2001), durum bugday1 sar1 pigment igerigine baglantili kantitatif
karakter lokuslart (QTLs) tamimlamis, sart pigment igeriginin ¢evreden ziyade
genotipten etkilendigini ve bu QTL’nin sar1 pigment oranini arttirmak igin markor
destekli seleksiyonda kullanilabilecegini saptamistir. Benzer bir arastirmada (Menzo ve
ark., 2011), kalite &zellikleri gelistirilmis yeni Italyan bugday cesitleri gelistirilmesi
iizerinde calisilmistir. Molekiiler markorlerin bitki yetistiriciliginde daha 6nce mevcut
olan klasik fenotipik belirtegler lizerinde ¢ok ¢esitli avantajlar sagladigi tespit edilmistir.
Yaptigimiz c¢alisma ile iilkemizde {liretilen durum bugday cesitlerinden daha 6nce
gelistirilen 1slah hatlarmin markoér destekli seleksiyonla geri melezleme metodu

kullanilarak kalite geni bakimindan iyilestirilmesi hedeflenmistir.

Daha once yapilan bir caligmada kalite kriteri olan sar1 karotenoid pigmentlerin
konsantrasyonu Lpx lokusu bakimindan belirlendigi Lpx-B1.1 genine bagl olarak
lipoksijenaz aktivitesinin 4,5 kat azalmasina neden oldugu ve irmik renginin istenen
diizeyde olmamasimin da Lpx-B1.1 geni ile iliskili oldugu gozlemlenmistir (Carrera ve
ark., 2007). Bugdayin 4B kromozomu fizerindeki delesyonlar1 haritalamak icin
makarnalik UC1113 hatt1 ile Kofa tiirii ¢aprazlanarak molekiiler markorler elde
edilmistir. Elde edilen markorlerin bir kismi ¢alismamizda da kullanilmigtir. Gene
uzakligi bilinen bu markorlerin kombine sekilde kullanimi F1 genotiplerinin segiminde

cok yararli olmustur.

Yapilan ¢alismalarda Lpx-B1.1 geninin LOX aktivitesinde énemli farkliliklara neden
oldugu bildirilmis, SSR markdrlerini kullanarak markor destekli seleksiyon yontemiyle
lipoksijenaz aktivitesi tayininin miimkiin oldugu bir¢cok genotipte dogrulanmistir

(Carrera ve ark., 2007; De Simone ve ark., 2010; Geng ve ark., 2011).

Yiiriitillen bu tez caligmasinda daha once gelistirilen iki adet ileri 1slah hatti (TMB2 ve
TMB3) kullanilmustir. Ayrica LOX enzim aktivitesi oldukca diisiik olan Gediz-75
makarnalik bugday ¢esidi melezlemelerde gen kaynagi olarak kullanilmistir. Elde edilen
F1 generasyonunda hedeflenen gen bolgesi (Lpx-B1.1) bakimindan heterozigot bitkiler
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markor destekli seleksiyon (MAS) yontemi ile secilmistir. Boylece daha sonra yapilacak
islah ¢alismalarina materyal hazirlanmistir. Calismanin devaminda yiiriitiilecek proje
kapsaminda (112T910 numarali TUBITAK Projesi) geri melezlemeler yapilarak
GM4F1 generasyonuna kadar gidilecek ve kendilemenin ardindan GMA4F3
tohumlarinda detayli kalite analizleri yapilacaktir. Calisma sonucunda makarna
sanayisine uygun kalite Ozelliklerine sahip tstiin ¢esit adaylarinin elde edilmesi

hedeflenmektedir.

Ulkemizde makarnalik bugday kalitesine yonelik yapilan calismalarin smirli sayida
olmas1 ve makarna {ireticilerimizin de makarnalik bugday ithal ettigi goz Oniinde
bulunduruldugunda, makarnalik kalitesini etkileyen gen bdlgelerinin mevcut
cesitlerimize aktarilip kalite Ozelliklerini gelistirmeye yonelik 1slah c¢aligmalarinin
yapilmast olduk¢a Onemlidir. Bu baglamda bu tez c¢alismasinin iilkemizde Lpx
genlerinde yapilan molekiiler kalite 1slahina yonelik ¢ok az sayida calismadan biri
olarak da faydali olacag diisiiniilmektedir. Ayn1 zamanda yeni 1slah projelerine de katki

saglamasi beklenmektedir.
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