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BAZI MAKARNALIK BUGDAY GENOTIPLERININ PIGMENT iCERiGi VE
LiPOKSIJENAZ AKTIVITESI BAKIMINDAN MOLEKULER VE BiYOKIMYASAL
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Makarnalik bugdayin kalitesini belirleyen temel kriter makarna iiretimine uygunluk derecesi, yani
makarnalik kalitesidir. Durum bugdayinin pigment igerigi ve oksidatif enzimlerinin miktar
makarna kalitesi iizerinde 6nemli etkilere sahiptir. Son yillarda gelistirilen genetik markorler ve
farklh spektrofotometrik 6l¢iim teknikleri sayesinde bu 6zelliklerin ¢alisilmasi ve etki diizeylerinin
belirlenmesi miimkiin hale gelmistir.

Bu ¢aligma ile son {irlin kalitesini etkileyen karotenoid pigmenti ve lipoksijenaz (LOX) enziminin
bazi Tiirk makarnalik bugday cesitleri ile bazi ileri 1slah hatlarindaki miktarlar1 belirlenmistir.
Arastirmada, LOX enzim aktiviteleri ve pigment icerikleri DNA markdrleri ile yapilan molekiiler
taramalar ve spektrofotometrik Olclimlere dayali olan biyokimyasal taramalar ile belirlenmistir.
Boylece incelenen ¢esit ve hatlar arasindan pigment igerigi ve LOX enzimi bakimindan kaliteli son
iirlin iretimine en uygun olanlar hem biyokimyasal hem de molekiiler olarak tespit edilmistir.

Elde edilen veriler dogrultusunda kaliteli makarna yapimi i¢in LOX enzim aktivitesi bakimindan en
uygun cesit ve hatlarin Gediz-75, Gdem-12, Hat-19, Zenit, Hat-7 ve Hat-20 oldugu saptanmustir.
Pigment igerigi bakimindan ise sar1 renkli makarna iiretme potansiyeli en yiiksek olanlarin Kyle,
Zenit, Gdem-12, Gdem-2, TMBI1 ve TMB3 hat ve ¢esitleri oldugu belirlenmistir. Pigment igerikleri
ve LOX aktiviteleri birlikte degerlendirildiginde Gediz-75, Gdem-12 ve Zenit makarnalik bugday
cesidi ve hatlarinin sar1 renkli makarna iiretme potansiyellerinin oldukca yiliksek oldugu tespit
edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Makarnalik bugday, Triticum durum, Pigment igerigi, LOX, SSR
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MOLECULAR AND BIOCHEMICAL ANALYSIS OF SOME DURUM WHEAT
GENOTYPES FOR CAROTENOID PIGMENT CONTENT AND LIPOXYGENASE
ACTIVITY
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The main criterion that determines the quality of durum wheat is the degree of suitability for pasta
production. Pigment content and quantity of oxidative enzymes of durum wheat have the important
roles on the quality of pasta. It has been possible to study these features and to specify their effects
by using recently developed genetic markers and various spectrophotometric measuring techniques.
The quantity of the karotenoid pigment and lipoxgenase enzyme (LOX) affectsing the final product
quality of some Turkish durum wheat varieties and some advanced breeding lines have been
determined. In the study, LOX enzyme activities and pigment contents have been determined with
molecular screening by using DNA markers and biochemical methods based on spectrophotometric
measuring. Thus, the most suitable varieties and lines for quality of end-use product as pigment
content and LOX enzyme have been determined by using both biochemical and molecular analysis.
According to obtained results, Gediz-75 , Gdem-12 , Hat-19, Zenit, Hat-7 and Hat- 20 have been
determined as the most suitable lines or varieties for production of high quality pasta based on LOX
enzyme activity. As for pigment content, Kyle, Zenit, Gdem-12, Gdem-2, TBM1 ve TBM3 lines or
varieties have been determined as having the highest potential for production of yellow-colored
pasta. When the pigment content and the LOX activities were evaluated together, potential of
Gediz-75, Gdem-12 and Zenit durum wheat varieties and lines to produce yellow-colored pasta
products were very high.

Keywords : Durum wheat, Triticum durum, Pigment content, LOX, SSR
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1. GIRiS

Bugday, diinyada ve Tiirkiye’de en fazla yetistirilen kiiltiir bitkisi olup, insanlarin temel
enerji ve protein kaynagmi olusturmaktadir. Tirkiye’de giinliik enerji ihtiyacinin
ortalama % 40’1 bugday {iriinleri tarafindan karsilanmaktadir (Anonim, 2008).
Ulkemizin ekili alanlari dikkate alindiginda, bu alanlarin yaklasik % 50’sini tahillar,
tahillarin ekim alanlarimin da yaklasik % 70’ini bugday olusturmaktadir (Anonim,
2008). Diinyada bugday iiretimine ayrilan alanin yaklasik % 6’sinda, Tiirkiye’de
% 16’sinda makarnalik bugday, geri kalan kisminda ise ekmeklik bugday
yetistirilmektedir (Anonim, 2008).

Bugdaylar; ekmeklik bugdaylar (Triticum aestivum), makarnalik bugdaylar (Triticum
durum) ve topbas bugdaylar (7riticum compactum) olmak iizere li¢ grup altinda
incelenmektedir. Diinyada willik olarak 600-650 milyon ton civarinda bugday
yetistirilmekte, bunlarin % 90-95’ini aestivum, yaklasik % 6’sin1 durum ve ¢ok az bir
kismini da (<%1) compactum tiirii bugday cesitleri olusturmaktadir. Tiirkiye’de tiretilen
18-20 milyon ton civarindaki bugdayin ise yaklasik % 80-85’lik kismimi aestivum,
% 15-20’lik kismint durum ve ¢ok az bir kismin1 da compactum tiirii bugday cesitleri

olusturmaktadir (Anonim, 2006, 2007).

Durum bugdaylar tetraploid (2n=4x=28, AABB) bitkiler olup, kalite ozellikleri ve
kullanim alanlar1 bakimindan ¢ok farkli ve 6zel bir konuma sahiptirler. Durum tiirii
icinde yer alan bugday c¢esitleri, kaliteli makarna iiretimine en uygun bugdaylardir
(Hoseney, 1994; Bushuk, 1998; Durak, 1999; Sissons, 2004). Durum bugdaylarinin ana
kullanim sekli makarna ¢esitleridir. Bunlara ilave olarak bulgur, kuskus ve degisik

ekmek c¢esitlerinin tiretiminde de kullanilmaktadir.

Tirkiye bir¢ok bitkinin oldugu gibi makarnalik bugdayin da anavatanidir. Bu baglamda
diinyada kaliteli makarnalik bugday iiretebilecek en uygun ekolojik bolgelere sahip
iilkelerden biridir. Ulkemiz 2009 yili verilerine gére yaklasik 3 milyon ton makarnalik
bugday iiretimi ile diinyada doérdiincii sirada yer almaktadir (Anonim, 2009). Ancak, son

yillarda makarnalik bugday ithal edilmektedir. Bunun temel nedeni makarna sanayisinin



istedigi kalite ozelliklerine sahip makarnalik bugdayin yeterli miktarda iiretilememesi
ve lretilen makarnalik bugdaylarin istenilen kalitede olmamasidir. Kaliteli makarnalik
bugday iiretiminin artiritlmasi i¢in oncelikle iilkemizin hangi bélgelerinde verim ve
kalite bakimindan iyi sonug¢ alinabileceginin tespit edilmesi ve bu bélgelere uygun
cesitlerin gelistirilmesi konusunda 1slah ¢alismalarina agirlik verilmesi gerekmektedir
(Gokmen ve Ates, 2005). Tiirkiye’de makarnalik bugday yetistiriciligi i¢in 6nemli bir
ekolojik potansiyel mevcuttur fakat bu alandaki en biiyiik eksiklik yeterli kalitede
tescilli makarnalik bugday ¢esitlerinin bulunmamasidir. Oncelikle mevcut gesitlerin

kalite genleri bakimindan iyilestirilmesi gerekmektedir.

Durum bugdaymin kalitesini belirleyen temel kriter, makarna iiretimine uygunluk
derecesi, yani makarnalik kalitesidir. Makarnalik bugdaydan elde edilen son iirlinlerin
kalitesi tanenin fiziksel 6zellikleri ve kimyasal bilesimi ile dogrudan ilgilidir. Durum
bugdaymin makarnalik kalitesi; tanenin sertlik ve camsilik orani, test (hektolitre)
agirligi, protein miktar1 ve kalitesi (gluten kuvveti), 6giitme kalitesi (irmik verimi ve kiil
orani), sarl pigment konsantrasyonu ile sar1 renk kaybi1 veya renk kararmasina neden
olan lipoksijenaz/lipoksidaz (LOX), polifenol oksidaz (PPO) ve peroksidaz (POD) gibi
oksidatif enzimlerin aktiviteleri gibi bir¢ok etmen tarafindan belirlenmektedir.
Bunlardan 6zellikle tanenin protein miktar1 ve kuvveti ile sar1 pigment icerigi ve parlak
sar1 rengi olumsuz yonde etkileyen oksidatif enzimlerin aktiviteleri olduk¢a 6nemlidir.
Ciinkii bu parametreler kaliteli bir makarnada istenen parlak sar1 renk ve pisme
kalitesini tayin eden baglica 6zelliklerdir. S6z konusu kalite unsurlar1 ¢evre faktorleri ve
yetistirme kosullarindan etkilenmekle birlikte temelde ¢esidin genotipik karakteri

tarafindan kontrol edilmektedir.

Bugdaydan elde edilen irmik veya makarnanin renginde belirleyici olan pigmentlerden
en onemlileri, karotenoidler ve flavonoidlerdir (Fortmann ve Joiner, 1978; Kruger ve
Reed, 1988; Borrelli ve ark., 1999; Troccoli ve ark., 2000; Coskun, 2001; Aalami ve
ark., 2007). Makarna renginde etkili olan 6nemli oksidatif enzimler ise LOX, POD ve
PPO enzimleridir (Aalami ve ark., 2007). LOX enzimleri sar1 renkli karotenoidlerin
oksidatif olarak parcalanmalarina ve makarnanin sart renginin kaybolmasina
(agarmasina) neden olurken, POD ve PPO enzimleri genellikle fenolik maddelerin

oksidasyonu yoluyla koyu renkli bilesiklerin olugsmasina ve makarna renginin



kararmasina neden olmaktadir (Kobrehel ve ark., 1974; Fortmann ve Joiner, 1978; Taha
ve Sagi, 1987; Kruger ve Reed, 1988; Whitaker ve Lee, 1995; Borrelli ve ark., 1999,
2003; Fraignier ve ark., 2000; Troccoli ve ark., 2000; Coskun, 2001; Morris, 2004).
Parlak sar1 renkli makarna iiretebilmek icin sar1 pigment igerigi yiiksek ve oksidatif
enzim aktivitesi dlisiik bugday cesitleri se¢ilmeli ve makarna iiretimi sirasinda sar1 renk
kaybi1 ve iirlin kararmasini onleyici tedbirler (vakum altinda yogurma gibi) alinmalidir.
Bugdaylarin pigment ve oksidatif enzim igerikleri genotip ve ¢evreden etkilendiginden
(Kruger ve Reed, 1988; Troccoli ve ark., 2000; Aalami ve ark., 2007), parlak sar1 renkli
makarna tiretimi icin s6z konusu 6zellikler bakimindan iistiin ve ayni zamanda farkli

yetistirme kosullarinda stabil ¢esitlerin secilmesi veya 1slah edilmesi gerekmektedir.

Bu ¢alisma, Tirkiye’de yaygin olarak yetistirilen ve farkli bolge kosullarina adapte
olmus bazi makarnalik bugday cesitleri ile bazi ileri 1slah hatlarinin karotenoid pigment
icerikleri ile lipoksijenaz enzim aktiviteleri bakimindan molekiiler ve biyokimyasal
karakterizasyonlarinin yapilarak, pigment miktarlarinin ve LOX enzim aktivitelerinin
belirlenmesi amaciyla yapilmistir. Molekiiler taramalarda hiz ve giivenilirligi saglamak
icin DNA markdr teknolojisinden yararlanilmistir. Arastirmadan elde edilen sonuglarin

bitki 1slahgilarina, ¢ift¢i ve sanayicilere katki saglayacagi diistiniilmektedir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Makarnahk Bugdaym Onemi

Temel besin maddesi olan bugday diinyada ve Tiirkiye’de en fazla yetistirilen kiiltiir
bitkisidir. Bugday bir¢ok iilkenin temel kalori, protein ve mineral kaynagi
durumundadir. Genis adaptasyon yetenegine sahip olan bugday hem diinyada hem

tilkemizde temel gidalarin basinda gelir ve bu 6zelligi ile stratejik bir 6neme sahiptir.

Bugdaylar genom yapisina gore kaplica (diploid), makarnalik (tetraploid) ve ekmeklik
(hekzaploid) bugday olarak ii¢ gruba ayrilirlar. Makarnalik bugdaylar, kalite 6zellikleri
ve kullanim alanlar1 bakimindan ekmeklik (7. aestivum) ve topbas (7. compactum)
bugdaylardan ¢ok farkli ve 6zel bir konuma sahiptir. Triticum turgidum L. ssp. durum
(Desf.) tiir ad1 ile bilinen makarnalik bugday allotetraploid (2n=4x=28, AABB) bir

turdiir.

Tiirkiye makarnalik bugdayin 6nemli gen merkezlerinden biridir. Yapilan calismalara
gore Ulkemizde makarnalik bugday yetistiriciligine elverisli alanlar toplam bugday ekim
alanlarimizin yaklasik yarisina karsilik gelmektedir. Ayrica makarnalik bugdaylar,
diinyada belli bolgelerde yetistirilen ve ekmeklik bugdaya gore daha yiiksek fiyatla alict
bulan degerli bugdaylardir. Tiirkiye’de bugday ekim alanlarinin yaklasik % 15-16’s1
makarnalik bugday {iiretiminde kullanilmaktadir. 2009-2010 yillarinda diinyada 677
milyon ton bugday tretilmistir. Tiirkiye’de 2009 yilinda iiretilen makarnalik bugday
miktariin 3 milyon ton civarinda oldugu bilinirken, bu rakam diinyada 40 milyon tona

yakindir (Anonim, 2011).

Durum bugdaylar1 makarna ve spagetti gibi irmik {iriinleri ile bulgur ve kuskus gibi
graniiler {riinlerde degerlendirilmektedir. Bugdayin insan gidasi olarak kullaniminda
makarna, ekmekten sonra ikinci sirada yer almaktadir. Bugiin diinyada yaklasik 12,3
milyon ton civarinda olan makarna iiretiminde, tilkemiz % 4,9’luk {iretim payi ile diinya
siralamasinda besinci siradadir (Anonim, 2010). Tiirkiye makarna tiiketimi bakimindan
diinya ortalamasinin iizerinde yer almakla birlikte bircok Avrupa iilkesi ve ABD’den

olduke¢a geri durumdadir (Anonim, 2004).



2.2. Makarnalik Bugdayda Kalite

Makarnalik bugdaymn kalitesini belirleyen temel kriter makarna yapimina uygunluk
derecesi yani makarnalik kalitesidir. Durum bugday: kalitesi ve bu bugdaydan elde
edilen irmigin kalitesi makarna kalitesini belirleyen 6nemli parametrelerdir. Makarna
kalitesi genel olarak makarnanin goriinlisii ve pisme kalitesiyle degerlendirilmektedir
(Cole, 1991; Feillet ve ark., 2000). Makarna pisme kalitesi, goriiniis, besin degeri, tat ve
rengin yam sira tiiketici tercihini belirlemede esas rol oynamasi sebebiyle bugday
ireticileri ve isleyicileri i¢in de biiylik 6neme sahip olup makarna iiretimi sirasinda
ozellikle dikkate alinmaktadir (D’Egidio ve Nardi, 1996; Troccoli ve ark., 2000; Giiler
ve ark., 2002; Yeyinli, 2006).

Durum bugdaymin makarnalik kalitesi; tanenin sertlik ve camsilik orani, test
(hektolitre) agirligi, protein miktar1 ve kalitesi (gluten kuvveti), 6glitme kalitesi (irmik
verimi ve kiil orani), sar1 pigment konsantrasyonu ile sar1 renk kaybi veya renk
kararmasina neden olan lipoksijenaz/lipoksidaz (LOX), polifenol oksidaz (PPO) ve
peroksidaz (POD) gibi oksidatif enzimlerin aktiviteleri gibi tanenin fiziksel, kimyasal ve
teknolojik 6zellikleri tarafindan etkilenmektedir (Clarke ve ark., 1998; Borrelli ve ark.,
1999, 2003; Troccoli ve ark., 2000; Morris, 2004; Sissons, 2004; Koyuncu, 2009).
Bunlardan 6zellikle tanenin protein miktar1 ve kuvveti ile sar1 pigment igerigi ve sari
parlak rengi olumsuz yonde etkileyen oksidatif enzimlerin aktiviteleri oldukca
onemlidir. S6z konusu kalite unsurlar1 ¢evre faktorleri ve yetistirme kosullarindan
etkilenmekle birlikte, biiyilk oranda cesidin genotipik ozellikleri tarafindan kontrol
edilmektedir.

Makarnalik bugdaydan elde edilen son iirliniin kalitesi tanenin fiziksel 6zellikleri ve
kimyasal bilesimi ile dogrudan ilgilidir. Tane boyutu, sertligi ve camsiligr bugdayin

uygun oldugu kullanim alaninin tespitinde 6nemli olan fiziksel 6zelliklerdir.

Bugdayin kalite smifinin belirlenmesinde kullanilan temel kriterlerin basinda tane
boyutu ve tane sertligi gelmektedir. Durum bugdaylar1 en sert bugdaylar oldugu i¢in
irmik verimleri ve buna bagli olarak da makarnalik degerleri oldukg¢a yiiksektir

(Hoseney, 1994; Elgiin ve Ertugay, 1995; Bushuk, 1998; Morris, 2004). Bugdayin
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onemli fiziksel Ozelliklerinden bir digeri de tane sertligi ile iliskili olan camsilik
oranidir. Durum bugdaylarinin camsilik oranlari genellikle diger bugdaylardan daha
yiiksektir. Ayrica durum bugdaylarinin camsilik oranlari ile irmik verimleri ve parlaklik
dereceleri arasinda pozitif bir iligki vardir. Bu nedenle camsilik makarnalik bugdaylarda
onemli bir kalite kriteridir. Bugday sertliginde genotip belirleyiciyken, camsilikta
cevresel faktorler daha etkilidir (Ath ve ark., 1993; Hoseney, 1994; Elgiin ve Ertugay,
1995; Bushuk, 1998).

Makarnalik bugdaylarda tanenin rengi de 6nemli bir kalite kriteridir. Makarna renginin
parlak sar1 olmasi istenir. Makarna renginde en belirleyici olan faktor kullanilan irmigin
sar1 renkli pigment igerigidir. Son iirliniin rengi; tane pigment konsantrasyonu, oksidatif

enzimlerin aktiviteleri ve makarna iiretim kosullar1 tarafindan etkilenmektedir.

Son kullanim iiriinleri agisindan degerlendirildiginde makarnalik bugdayin makarnalik
kalitesini etkileyen kalite kriterlerinden en 6nemlileri; kaliteli bir makarnada istenen sar1
parlak renk ve pigsme kalitesini tayin eden baslica 6zellikler olan protein miktar1 ve
gluten kuvveti ile pigment miktar1 ve oksidatif enzim aktiviteleridir (Troccoli ve ark.,

2000; Sissons, 2004; Aalami ve ark., 2007).

2.2.1. Makarnalik Bugdayda Kalite Kriteri Olarak Renk

Renk, makarna ve makarnalik bugdaylarda 6nemli bir kalite kriteridir. Parlak sari
olmasi istenen makarna rengi; irmik pigment konsantrasyonu, oksidatif enzimlerin
aktiviteleri ve makarna iiretim kosullar1 tarafindan etkilenmektedir. Makarna tiretiminde
kullanilan irmigin sar1 renkli pigment igerigi makarna renginde en belirleyici faktordiir.
Makarnalik bugdaylarin pigment igerikleri genotip ve yetistirilme sartlarina bagli olarak
genellikle 4-8 mg/kg (ppm) arasinda degismektedir. Bugdayin irmige Ogiitiilmesi ve
makarnaya islenmesi sirasinda % 15-25 arasinda pigment (renk) kaybi meydana
gelmektedir (Hoseney, 1994; Troccoli ve ark., 2000; Coskun, 2001; Borrelli ve ark.,
2003; Yiiksel, 2009).



Makarnadaki parlak sar1 renk; tohumlarda bulunan dogal karotenoid pigmentler, tane ya
da irmigin o6giitiilmesi ve depolanmasindan sonraki artik igerikleri, bunlarin makarna
yapimi siirecinde lipoksijenaz tarafindan oksidatif indirgenmesi, bu reaksiyonda
belirtilen farkli bilesenler arasindaki oksidatif denge ve islenme kosullar1 gibi bir ¢ok

parametreden etkilenmektedir (Borrelli ve ark., 2000).

2.2.1.1. Pigmentler

Kaliteli makarnay1 tanimlayan 6nemli 6zelliklerden biri pismemis makarnanin rengidir.
Makarnanin renk kalitesi acisindan pigment igerigi ve renk stabilitesi dnemlidir.
Makarna renginde etkili pigmentler -karoten, lutein 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). Ayrica bugday farkli pigmentler igermesine
ragmen makarna renginde en belirleyici olan pigmentler karotenoid ve flavonoidlerdir
(Fortmann ve Joiner, 1978; Laignelet, 1983; Kruger ve Reed, 1988; Feng ve McDonald,
1989).

Bugday ve bugdaydan elde edilen {riinlerin renginde en etkili pigmentlerin
karotenoidler oldugu bilinmektedir. Karotenoidler kolaylikla okside olurlar ve sari
renklerini kaybettiklerinde bulunduklar: {iriiniin agarmasina ya da renginin agilmasina

neden olurlar.

Makarnalik bugdayr 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 ulasan miktarlarina sahiptir.

Karotenoid pigmentler makarna renginin yani sira makarnanin besinsel degerini
artirmak icin de onemlidir (Garbus ve ark., 2009). Durum bugdayindaki sar1 pigment
icerigi hem makarnanin parlak sar1 renkli olmasi i¢in hem de antioksidan 6zellikleri
nedeniyle insan saglig1 agisindan oldukca onemlidir (Patil ve ark., 2008). Bu baglamda

karotenoidler, peroksidaz radikallerini temizleyip biyolojik membranlarda oksidatif



hasar1 indirgeyerek antioksidan bilesenler olarak hareket ederler (Garbus ve ark., 2009).
Cesitli epidemiyolojik c¢aligmalar tam tahil ve tam tahil irilinlerinin tiikketiminin
kardiyovaskiiler hastaliklar, yasa bagli goz hastaliklari, diyabet ve kanser gibi kronik
hastaliklarin riskini azalttigin1  gostermistir (Leenhardt ve ark., 2006). Lipitte
¢oziinebilme o6zellikleri nedeniyle karotenoid bilesenler, ¢oklu doymamais yag asitleri ile
hiicre zarindaki diger bilesenlerin lipid peroksidasyon siirecini engeller ve sonugta
cesitli dejeneratif hastaliklarin patogenezini geciktirmede anahtar bir rol oynarlar

(Leenhardt ve ark., 2006).

Makarnalik bugdaylarin pigment igeriklerini saptamaya yonelik ¢ok sayida caligma
yapilmistir. Bugday renginin gozlemsel olarak belirli renk kataloglarina gore
belirlenmesinin yerini, son yillarda rengin enstriimantal olarak belirli standartlara gore
belirlenmesi yontemleri almistir. Williams ve ark. (1986), gozlemlerle belirledikleri
ogiitiilmiis makarnalik bugday rengini spektrofotometre ile belirledikleri irmik rengi ile
karsilastirarak bir renk skalas1 gelistirmislerdir. Giiniimiizde renk ve renk farkliliginin
enstrimantal olarak genellikle Uluslararas1 Aydinlatma Komisyonu (CIELAB:
Comission Internationale de I' Eclairege) tarafindan gelistirilen yoOnteme gore

degerlendirilmesi yaygin bir hale gelmistir (Sahin ve ark., 2006).

Makarna kalitesinin  belirlenmesinde irmik ve makarna {izerinde pigment
parametrelerinin degerlendirilmesi icin bazi analitik teknikler gelistirilmistir. Bunlar
arasinda; standart referanslarla gorsel karsilastirma, 1s1k yansima ol¢iimleri (Anonim,
1995) ve kimyasal pigment ekstraksiyonu (Anonim, 1994) temel metotlar olarak yer

almaktadir (Fratianni ve ark., 2005).

Durum bugdayi iiriinlerinin sar1 pigmentleri genellikle ICC standart metod 152 ya da
AACC standart metod 14-50 ile ekstrakte edilir. Bunlarin her ikisi de suya doymus
I-butanol ile toplam pigmentin ekstraksiyonu ve sonrasinda referans olarak B-karotenin
almarak 440 nm dalga boyunda spektrofotometrik dlgiimlere dayanir. Ozgiin karotenoid
bilesenlerin ayrilmasi ve belirlenmesini miimkiin kilmak i¢in, ters faz yiliksek
performansh likit kromotografisine (RP-HPLC) dayanan dogru ve hassas analitik
metotlar da gelistirilmistir (Burkhardt ve Bohm, 2007).



Beleggia ve ark. (2010) yaptiklar1 ¢aligmada spektrofotometrik Ol¢timlerin; durum
bugdayindaki sar1 pigment igeriginin belirlenmesinde, az miktarda 6rnek, az hacimde
cOzelti ve kisa ektraksiyon zamanina dayali basit, hizli ve tekrar kullanilabilir bir

yontem oldugunu bildirmislerdir.

2.2.1.2. Oksidatif Enzimler

Tane boyutu, sertligi, camsilik orani, irmik verimi, protein miktar ve 6zellikleri (gluten
kuvveti), sar1 renkli pigment igerigi ve sart renk kaybi veya iirlin 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). Makarnada arzu
edilen sar1 renk bugdayin pigment igerigi ve oksidatif enzimlerinin aktiviteleriyle
iliskilidir (Clarke ve ark., 1998; Troccoli ve ark., 2000). Parlak sar1 renkli makarna
iiretebilmek i¢in bugdaymn pigment igerigi yiiksek, oksidatif enzimlerinin aktiviteleri
diisiik olmalidir (Ozkaya ve Ozkaya, 1993; Hoseney, 1994; Boyacioglu ve Tiilbek,
2002; Morris, 2004).

Bugdaylarda bulunan oksidatif enzimlerden makarna rengi iizerine en etkili olanlar
Lipoksijenaz (LOX), Polifenol Oksidaz (PPO) ve Peroksidaz (POD) enzimleridir (Taha
ve Sagi, 1987; Hoseney, 1994; Clarke ve ark., 1998; Borrelli ve ark., 1999, 2003;
Troccoli ve ark., 2000; Morris, 2004).

Polifenol Oksidaz enzimleri, substratlar1 fenolik maddeler olan ve bakir igeren 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 olusturmaktadirlar (Whitaker ve Lee, 1995).

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, Iori ve ark., 1995;
Fraignier ve ark., 2000).

[rmigin pigment icerigi ve oksidatif enzimlerinin yaninda, makarna {iretimi sirasinda
meydana gelen enzimatik ve enzimatik olmayan esmerlesme reaksiyonlari da makarna
rengine etki etmektedir. Makarna iiretimi sirasinda makarna renginin olumsuz yonde
etkilenmesini engellemek amaciyla vakum altinda yogurma ve kontrollii kurutma
teknikleri uygulandigi i¢in makarnanin rengi kullanilan irmigin pigment igerigi ve

oksidatif enzimlerin aktivitelerine bagl olarak degismektedir (Hoseney, 1994).

2.2.1.2.1. Lipoksijenaz Enzimi (LOX)

Lipoksidaz olarak da bilinen lipoksijenaz; hem grubu olmayan ve demir igeren bir
dioksijenazdir (Gokmen ve ark., 2007). Lipoksijenazlar, konjuge cis,trans-dien
hidroperoksitlerini meydana getirmek i¢in cis,cis-1,4 pentadien sistemi igeren ¢oklu
doymamis yag asitlerine, molekiiler oksijenin ilavesini katalizlerler (Borrelli ve ark.,
1999). Oksijenin birlesme yerine gore LOX, reaksiyonun f{iriinii olarak spesifik
sterioizomer verir ve ayrica lipid substrata bagli olarak ¢ok cesitli iiriinler meydana
getirir (Garbus ve ark., 2009). Lipoksijenaz “Yag asidi + O, = yag asidi hidroperoksiti”

reaksiyonunu katalizler.

Lipoksijenaz tahillar ile sebzeler ve meyvelerin biiyiikk bir c¢ogunlugunu iceren
bitkilerde, memelilerde, baliklarda ve mikroorganizmalarda genis bir dagilima sahiptir
(Gokmen ve ark., 2007). Bitkilerde lipoksijenazlar tohumlarda, fidelerde ve yapraklarda
bulunur. Yiiksek bitkilerde lipoksijenazlarin meydana getirdigi hidroperoksitlerin;
bitkinin savunmasinda, yaraya karsi olusan yanitta, senesenste ve bitkinin gelisiminde
rol aldig1 distiniilmektedir (Hessler ve ark., 2002). Bazi lipoksijenaz enzimleri vejetatif

depo proteinleri olarak da ¢alisabilir (Kato ve ark., 1993).
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Tek bir doku igerisinde; her bir izoform i¢in yaygin ve/veya 6zgiin fonksiyonlar
destekleyen, her biri farkli {ig-boyutlu 6zgiilliik ve substrat tercihi ile kinetik
parametreleri olan, farkli pH profili ve hiicre alt1 yerlesimi gosteren ¢esitli bitki LOX
izoformlar1 bulunmustur. L-1, L-2 ve L-3 olarak adlandirilan bu izoformlar, optimum
10,2, 4,8 ve 6,6 pH’da aktivite gdostermislerdir (De Simone ve ark., 2010). Kolonda
yiirlime profilleri L-1’in en temel lipoksijenaz oldugunu ve en yiiksek derecede absorbe
edildigini isaret etmektedir. L-2 ve L-3 izoenzimleri pH 4,8-6,6’da optimum aktivite
gosterirken L-1 pH 10,2 ve 11,4’de optimum aktivite gdstermektedir (Hsieh ve
McDonald, 1984).

Durum tirtinleri i¢in 6nemli olan birincil kalite 6zelliklerinin baginda gelen parlak sar1
renk tanedeki karotenoid pigmentlerin miktarina baglidir ve bu renk, pigmentin sentezi
ile LOX tarafindan indirgenmesi arasindaki dengenin sonucunda olugsmaktadir (Garbus

ve ark., 2009).

Makarna yapimi sirasinda gozlenen renk kaybmin onemli bir kismi karotenoid
oksidasyonundan kaynaklanmaktadir (Gokmen ve ark., 2007). Lipoksijenaz - linoleat
sistemi molekiiler oksijen tarafindan ¢oklu doymamis yag asitlerinin oksidasyonu ile
duragan olmayan hidroperoksitlerin olusumuna neden olur ve sonugta karotenoid
pigmentleri okside eder (Leenhardt ve ark., 2006). Substrat peroksidasyonunun ara
basamaklari sirasinda iiretilen yag asidi radikalleri, B-karoten, ksantofil ve klorofiller
gibi pigmentlerin oksidatif indirgenmesinden sorumludur (Borrelli ve ark., 1999).
Makarna iiriinleri ve hamurun beyazlamasi, yag asiti oksidasyonu tarafindan meydana
getirilen serbest radikaller nedeniyle pigmentlerin ¢ifte oksidasyonunun bir sonucudur

(Garbus ve ark., 2009).

Lipoksijenaz katalizli oksidasyon sirasinda olusan yag asidi radikalleri, B-karoten ve
ksantofillerin oksidatif olarak parcalanmalarina ve renklerini kaybetmelerine neden
olmaktadir (Siedow, 1991). Linoleik aside kars1 afiniteleri olduk¢a yiiksek olan durum
bugdayr LOX enzimlerinin molekiiler agirliklarinin yaklasik 95 kDa ve optimum
aktivitelerinin hamur pH degerlerine (pH 4-6) yakin oldugu belirlenmistir (Barone ve
ark., 1999). LOX enzimlerinin substrat1 olan linoleik asit, bugdayda en fazla bulanan

(>%150) yag asididir.
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Bugdaylarin LOX katalizli oksidasyonu sonucu olusan renk agarmasi makarnalik
bugdaylarda istenmeyen bir durumdur. Ancak bu durum ekmeklik bugdaylarda
kontrollii olarak istenmektedir. LOX oksidasyonu ekmeklik bugday wunlarinin
agarmasina ve gluten proteinlerini dolayli yoldan okside ederek hamurun

kuvvetlenmesine neden olmaktadir (Hoseney, 1994; Elgiin ve Ertugay, 1995).

Lipoksijenaz, molekiil i¢i ve molekiiller arasinda distilfit baglarini olusturmak igin
gluten proteinlerinin siilfidril gruplarimi oksitleme yetenegine sahiptir. Bu nedenle
lipoksijenaz gluten protein komplekslerinin fiziksel oOzellikleri ve bugday unu
hamurunun reolojik 6zelliklerini artirir (Geng ve ark., 2010). Tanede heterojen bir
dagilima sahip olan LOX enzimleri embriyo, kabuk ve endospermde bulunur (Rani ve
ark., 2001). Embriyo endospermden 17 kat, kabuk ise endospermden dort kat daha fazla
LOX enzimi igermektedir (Nicolas ve ark., 1982). Bugdaylarin LOX enzim aktiviteleri;
tiir, ¢esit ve yetistirme sartlarindan etkilenmektedir. Durum bugdaylarinin LOX enzim

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

Lipoksijenazin bugdayin bin dane agirligi, gluten icerigi ve hamur 6zellikleri gibi bazi
kalite parametrelerinin sekillenmesinde de ©Onemli bir islevi olugu bilinmektedir

(Permyakova ve ark., 2010).

Baz1 bitki lipoksijenaz reaksiyonu iiriinleri, aroma iiretiminde istenmeyen lezzet ve
koku olusumunu etkiler. Coklu doymamis yag asitlerinin yikilmasi ile sekillenen
hidroperoksitler, hidroperoksit liyaz tarafindan istenmeyen lezzet olusturan

formaldehitlere parcalanir (Hessler ve ark., 2002).

Lipoksijenaz aktivitesini 6lgmek i¢in farkli yontemler gelistirilmistir. Bunlar; bir
oksijen elektrodu ya da Warburg aparati kullanilarak linoleik asit oksidasyonu sirasinda
oksijen tiiketiminin belirlenmesi, iyodin ve tiyosiyanat ile hidroperoksit iiriinlerinin
kolorimetrik reaksiyonlari, hidroperoksit {riinlerinde konjuge dien gruplarinin
spektrofotometrik Olgiimleri ve ortak oksidasyon reaksiyonlarinda pigmentlerin
agarmasinin belirlenmesini i¢ermektedir (Gokmen ve ark., 2007). Bunun disinda,
lipoksijenaz aktivitesinin depolama kosullarindan direk olarak etkilendigi de

bilinmektedir.
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Renk kalitesi yliksek makarna tretebilmek igin yiiksek pigment icerikli ve ayni
zamanda digiik oksidatif enzim aktivitelerine sahip durum bugday cesitleri sec¢ilmeli
ve/veya 1slah edilmelidir. Tiirkiye’de yetistirilen durum bugday: cesitlerinin pigment
igerikleri ve oksidatif enzim aktiviteleri konusunda yapilmis ¢alisma sayisi oldukca
sinirlidir (Pekin ve Cakmakli, 1987; Tuncer ve Ercan, 1999; Coskun, 2001; Coskun ve
Ercan, 2003; Yiiksel, 2009).

2.3. Biyokimyasal ve Molekiiler Analizler

Bitki genetik kaynaklarinin karakterizasyonu i¢in morfolojik markorler, biyokimyasal
markdrler ve molekiiler markdrler yaygin sekilde kullanilmaktadir. Morfolojik
markorler ¢evre kosullarinin etkisi altinda kalabildikleri ve sinirlt sayida olduklart igin
daha az kullanilmaktadir. Biyokimyasal markdrlerin de sayilarinin az olmasi sebebiyle
kullanimlar1 smirlidir. Molekiiler DNA markorleri diger belirleyicilere gore daha
giivenilir olmalari, ¢evreden etkilenmeyisleri, bitkilerin gelismelerinin her asamasinda
kullanilabilmeleri ve genis bir varyasyon gostermeleri gibi avantajlari nedeniyle son
yillarda yaygin olarak kullanilmaktadirlar (Ozcan ve ark., 2001). Bu markérler
genotiplere ait DNA niikleik asit dizilis farkliligini ¢esitli sekillerde ortaya koyarlar.
Ayrica bu belirleyicilerin  polimorfizm oran1i morfolojik ve biyokimyasal

belirleyicilerden ¢ok daha fazladir (Parmaksiz, 2004; Giindiiz, 2008).

Molekiiler markorler bitkiler aleminde genetik materyalin karakterizasyonu, genetik
teshis, transformantlarin karakterize edilmesi ve filogenetik analizlerde yaygin bir
bicimde kullanilmaktadirlar (Rafalski ve ark., 1996; Ates Sonmezoglu, 2006). Bu
belirleyiciler kullanilarak genetik varyasyon arastirilmakta ve tiirlerin taksonomik
tanimlamas1 yapilarak, filogenetik akrabaliklart bulunabilmektedir (Lowe ve ark.,
1996). Molekiiler belirleyiciler, bitkilerin DNA parmak izlerinin ¢ikarilmasi ve ¢esit
tanimlamasinda da yogun bir sekilde kullanilmaktadir. Molekiiler markorlerin kullanimi
ile detayli durum bugday1 genetik haritalarinin yapisi, makarnada kalite 6zelliklerinin
bazilarin1 etkileyen kromozom bdlgelerinin daha hassas bir sekilde belirlenmesini
kolaylagtirmistir. Durum bugdaymin ilk molekiiler haritalarina RFLP markorlerinin

kullanimi ile baslanmis (Blanco ve ark., 1998) ve daha sonra SSR markdrleri ile
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tamamlanmistir (Korzun ve ark., 1999). Molekiiler markorlerin farkli tiplerinin
birlestirilmesi ile son yillarda ilave haritalar yaymlanmistir (Nachit ve ark., 2001; Elouai
ve Nachit, 2004; Pozniak ve ark., 2007; Maccaferri ve ark., 2008; Peleg ve ark., 2008).
Bu haritalarin bazilarinda tanede sar1 pigment igerigi ve oksidatif enzimleri etkileyen
gen bolgeleri gosterilmistir (Elouai ve ark., 2001; Pozniak ve ark., 2007; Patil ve ark.,
2008; Zhang ve Dubcovsky, 2008).

Molekiiler markorlerden biri olan mikrosatelit markorleri giiniimiizde genotiplerin
tanimlanmasi, kantitatif karakter lokuslarinin (QTL) saptanmasi ve haritalanmasi ile
genetik ¢esitlilik arastirmalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Gupta ve Varshney,
2000; Budak ve ark., 2003; Ates Sonmezoglu ve ark., 2010; Yildirim ve ark., 2011a;
2011b).

Tanede sar1 pigment igerigi ile ilgili QTL, bugdayda 7AL ve 7BL kromozom kollarinin
distal bolgelerinde haritalanmis ve bu bdlgede bulunan Phytoene synthase 1 (Psy-1)
geni aday gen olarak Onerilmistir. Psy-E] geninin tanede sari pigment igerigindeki
faklilik ile tamamen baglantili oldugu da saptanmistir. Psy-/’deki allelik varyasyonlar
ile tanede sar1 pigment igerigi arasindaki iligkiler tanedeki sar1 pigment igeriginin
belirlenmesinde bu genin 6nemli bir rol oynadigin1 gostermektedir. Psy-1’deki allelik
varyasyonlar 7L homolog grubunun uzun kolunun distal bolgesindeki en az bir ilave

gen tanede sar1 pigment icerigindeki farklar ile iligkilidir (Zhanng ve Dubcovsky, 2008).

Reimer ve ark. (2008), makarnalik bugdayda yaptiklar1 bir QTL analizi sonucunda; sar1
renk pigmenti ile iliskili markorlerin makarnalik bugday genomunun biitiin
kromozomlarinda bulundugunu ancak daha c¢ok grup 7 kromozomlarinda
yogunlastigini, birka¢ markoriin 1, 2 ve 3 no'lu kromozomlarda tespit edildigini, bir
Phytoene synthase geni olan Psyl-Bl geninin de sar1 renk pigmenti i¢in bir aday gen

oldugunu bildirmislerdir.

Singh ve ark. (2009), makarnalik bugdayda Psyl-Al geni lizerinde yaptiklar1 bir
calismada; Psyl-AIl geninin 7A kromozomunun uzun kolu iizerinde ve Xwmc809
markdrii yakinlarinda haritalandigini, bu kromozom {izerinde sar1 renk pigmentiyle ilgili

bir QTL tanimlandigini, ikinci bir QTL’nin de Psyl-AIl genine yaklasik olarak 25
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centimorgan (cM) uzaklikta bulundugunu ve sar1 renk pigmentiyle ilgili olan Psyl ve

baska bir genin 7A kromozomunun uzun kolunda yer aldigini bildirmislerdir.

4B kromozomunun kisa kolu iizerindeki QTL, makarna rengi ile ilgili olan Lpx-BI
lokusunda kayda deger bir etki gostermistir. 4A kromozomu tizerinde bulunan Lpx-A43
lokusu tanenin sar1 pigment igerigi lizerinde kayda deger bir etki gostermistir. Calisilan
ornekte Lpx-B1.1 kopyasindaki bir delesyonun, tanedeki lipoksijenaz aktivitesi tizerinde

4.5 katlik bir indirgenme ile iligkili oldugu gosterilmistir (Carrera ve ark., 2007).
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Materyal

Bu calismada bitki materyali olarak daha énce yiiriitiilen bir projede (TUBITAK
Projesi, COST Programi - FA0604 Aksiyonu, Proje No: 1070004) gelistirilen dort adet
ileri 1slah hatt1 ile ICARDA’dan saglanan ve farkli calismalarda (Sakin ve ark., 2004;
2005) verim ve bazi hastaliklara diren¢ bakimindan potansiyeli yiiksek bulunan 11 adet
makarnalik bugday ileri 1slah hatti kullanilmistir (Cizelge 3.1). Aragtirmada tescilli
cesitlerden Saricanak-98, Salihli-92, Selguklu-97, Kiziltan-91, Kyle, Zenit ve Gediz-75
cesitleri de kullanilmistir (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.1. Arastirmada kullanilacak olan makarnalik bugday ileri 1slah hatlar

Sira No | ileri Islah Hatt1

1 TMB 1 (COST Projesi, ileri 1slah hattr)

2 TMB 2 (COST Projesi, ileri 1slah hattr)

3 TMB 3 (COST Projesi, ileri 1slah hatt1)

4 TMB 4 (COST Projesi, ileri 1slah hatt1)

5 Gdem-2 (Mutant hat- Gaziosmanpasa Univ.)

6 Gdem-2-1 (Mutant hat- Gaziosmanpasa Univ.)
7 Gdem-12 (Mutant hat- Gaziosmanpasa Univ.)
8 Hat-1 (Mrb3/Albit-1)

9 Hat-4 (Aghrass-2)

10 Hat-5 (Terbol97-1)

11 Hat-7 (Zna-1//Dra2/Bcr)

12 Hat-11 (Lagamarb-1)

13 Hat-19 (Gby/4/Quadalete//Erp/Mal/3/Unk)

14 Hat-20 (Stj3/4/Stn//Hui/Sorno/3/Yav/Fg//Roh)
15 Hat-24 (Rutucha-1)
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Cizelge 3.2. Arastirmada kullanilacak olan tescilli ¢esitler, tescil yillart ve alindiklar kuruluglar

Sira No Tescilli Cesit Tescil Yihi Tohumun Alndigs
Kurulus

16 Sariganak-98 1998 GATAE

17 Salihli-92 1995 CUZF

18 Selguklu-97 1997 TBMAE

19 Kiziltan-91 1991 TBMAE

20 Kyle - SPARC

21 Zenit 2001 GATAE

22 Gediz-75 1976 CUZF

(GATAE: Giineydogu Anadolu Tarmmsal Arastirma Enstitiisii; CUZF: Cukurova
Universitesi Ziraat Fakiiltesi; TBMAE: Tarla Bitkileri Merkez Arastirma Enstitiisii;
SPARC: Semiarid Prairie Agricultural Research Center, Kanada)

Calismada genotiplerin kaliteli makarna iiretiminde belirleyici olan pigment igerikleri
ve LOX enzim aktiviteleri arastirilmistir. Tiim analizler her bir ¢esit ve hatta li¢

tekerriirlii olarak yapilmistir.

3.2. Metot

3.2.1. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu i¢in makarnalik bugday ¢esit ve hatlarinin tohumlar1 petrilere ekilerek
iki yaprakli doneme kadar biiyiitiilmiis, yaklagik 4-5 cm boyundaki yaprak ornekleri
alimmis ve geng yapraklarda DNA izolasyonu gerceklestirilmistir. Baz1 degisikliklerle
standardize edilerek ¢alismada kullanilan DNA ekstraksiyonu metodu asagidaki sekilde
Ozetlenebilir (Doyle ve Doyle, 1990).

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

* 100 ml buffer hazirlamak i¢in
° 65 ml saf su,
. 10ml 1M Tris (pH: 7,5),

° 14ml 5M NaClve
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. 10ml 0,5M EDTA (pH: 8,0) karistirilarak 65 °C’de 1sitilir ve buna
o 1 gr CTAB ile
. 1 ml 14 M Beta MerkaptoEtanol (BME) eklenir.

2) Bir iinite Proteinase K eklendikten sonra (bir {inite 5 pl konsantrasyon) vorteksde

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

4) Su banyosundan ¢ikarilan tiiplere 2 / 3 hacim (400 pl) kloroform : isoamil alkol
(24:1) eklenir. 5-10 dakika alt tist edilerek karigtirilir.

5) 10.000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilir.

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

7) 15 dakika 10.000 rpm’de santrifiij edilir.
8) Sivi dokdiliir. Pelet kuruduktan sonra 500 pl 1 x TE eklenir.

9) 10 mg / ml RNase ¢ozeltisinden 1 pl eklenir. DNA 60 °C’deki su banyosunda 3 saat

eritilir.

10) 400 pl kloroform: isoamil alkol (24:1) eklenir. Tiipler 5-10 dakika alt {ist edilerek

karistirilir.
11) 15 dakika 10.000 rpm’de santrifiij edilir.

12) Siipernatant 80 pl 1,2 M NaCl (veya 20 pl 5 M NacCl ) iceren yeni bir tiipe alinir.
Hafif¢e karistirilir.

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

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

saat kurutulur.
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16) Kuruyan pelet 100 pl 1 x TE’ de ¢oziiliir. Toplam 20 pg civarinda DNA elde
edilebilir.

Her bir bitkiden yaprak ornekleri alimarak DNA izolasyonu yapilmistir. Yaprak
ornekleri sapa kalkma doneminde bitkilerin en geng¢ yapraklarindan alinmistir. Elde
edilen DNA’lar agaroz jelde kosulmus ve goriintiilenmistir (Sekil 3.1). DNA miktari

yetersiz olan ¢esitlerde izolasyon islemi tekrarlanmastir.

Sekil 3.1. % 1’lik agaroz jelde kosulan DNA 6rnekleri

3.2.2. Markor Taramalar

Her bir bitkiden izole edilen DNA’lar, LOX aktivitesi ve pigment miktar1 agisindan
molekiiler markorlerle taranmistir. Molekiiler taramalarda bir ¢ok arastirmaci tarafindan

haritalanan mikrosatelit (SSR) ve SCAR markorleri (Cizelge 3.3. ve 3.4) kullanilmistir.
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Cizelge 3.3. Farkli haritalardan alinan ve LOX aktivitesiyle baglantili olan SSR markérleri

LOX
Aktivitesiyle Primer Dizisi Genetik Harita
Baglantih SSR (5---3%) Kaynag
markorleri
Xgwm251-4B Forward- CAACTGGTTGCTACACAAGCA Geng ve ark.,
2010
Reverse- GGGATGTCTGTTCCATCTTAG
Xwmc312-1A Forward- TGTGCCCGCTGGTGCGAAG Somers ve ark.,
2004
Reverse - CCGACGCAGGTGAGCGAAG
Xwmc692-4B Forward- TTATCTTGATCCGAGCGA Somers ve ark.,
2004
Reverse- ATGTGATTAGTCCTAAGGTCTCTCT
Xwmc93-1A Forward- ACAACTTGCTGCAAAGTTGACG Somers ve ark.,
2004
Reverse- CCAACTGAGCTGAGCAACGAAT

Bu amagla Roder ve ark. (1998), Somers ve ark. (2004), Geng ve ark. (2010) ile Patil ve
ark. (2008) tarafindan haritalanan mikrosatellit (SSR) ve SCAR markdrleri
kullanilmistir (Cizelge 3.3 ve 3.4). PZR islemleri farkli primerler i¢in, kaynak

makalelerinde belirtilen sartlara gore gergeklestirilmistir.
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Cizelge 3.4. Farkli haritalardan alinan ve pigment ile baglantili olan SSR ve SCAR markdrleri

Pigment ile

Baglantih Primer Dizisi Gel;g:knl;lfll rita

SSR ve SCAR (53" ynag

markorleri

Xgwm344-7B | Forward- CAAGGAAATAGGCGGTAACT Roder ve ark., 1998
Reverse- ATTTGAGTCTGAAGTTTGCA

Xgwm63-7A Forward- TCGACCTGATCGCCCCTA Roéder ve ark., 1998
Reverse - CGCCCTGGGTGATGAATAGT

Xgwm46-7B Forward- GCACGTGAATGGATTGGAC Roder ve ark., 1998
Reverse - TGACCCAATAGTGGTGGTCA

Xgwm408-5B | Forward- TCGATTTATTTGGGCCACTG Roder ve ark., 1998

Reverse - GTATAATTCGTTCACAGCACGC

Xscar3362-7A

Forward- TTGGCTTATTCCAATGCACA

Reverse- TGTAAGGGCAACTCCCACAT

Patil ve ark., 2008

Xscar807

Forward- GAGAGAGTCTTATCTGATGTACCG
Reverse- GAGAGAGTGGAATCACTTTGTGAG

Patil ve ark., 2008

3.2.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

DNA izolasyonunun tamamlanmasindan sonra her bir primer i¢in, Polimeraz Zincir

Reaksiyonlar1 (PZR) kaynak makalelerinde gosterilen sartlarda yapilmistir. PZR

isleminin gergeklestirildigi Bioneer (MyGenie 96 Thermal Block) marka thermal cycler

Sekil 3.2°de verilmistir.
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Sekil 3.2. PZR’de kullanilan thermal cycler

Her bir reaksiyonda; 250 nM primer, deoksiniikleotidlerin her birinden 0.2 mM, 2.0
mM MgCl,, bir linite 7ag Polimeraz enzimi ve 50-100 ng kalip DNA mevcuttur. Bir
PZR islemi; 94 °C’ de bir dakika DNA’nin tek zincirli hale gelmesi (denatiirasyon),
primere bagli olarak 50 ile 60 °C arasinda primerlerin baglanmas1 (yapisma), 72 °C’ de
bir dakika zincirin uzamasi ve 72 °C’ de bes dakika son uzatma sirkiilasyonundan

olusmaktadir.
Elde edilen PZR f{iriinleri primere baglh olarak % 3’lilk metaphore agaroz ya da % 1’°lik

agaroz jelde kosulmustur. Sekil 3.3°deki goriinti % 3’liik metaphore agaroz jel

goriintlisii, Sekil 3.4°deki goriintii ise % 1’°lik agaroz jel goriintiisiidiir.

% 3'liikk matephore agaroz jel drnegi

Sekil 3.3. % 3’liikk metaphore agaroz jel 6rnegi
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% 1'lik agaroz jel Grnegi

Sekil 3.4. % 1’lik agaroz jel drnegi

3.2.4. Pigment Icerigi

Bugday 6rnekleri Polymix PX-MFC c¢eki¢li degirmen (Kinematica AG) kullanilarak 1,0
mm’lik elekten gececek sekilde ogiitiilmiistiir (Yiiksel, 2009). Ogiitiilen Srneklerin
karotenoid pigment igeriklerinin tayini i¢in Ornekler su ile doyurulmus n-butanol ile
ekstrakte edildikten sonra spektroskopik (435.8 nm) yaklagimla 6l¢iilmiistiir. Sonuglar,
Sakin ve ark. (2011a) tarafindan optimize edilen standart yonteme (AACC Method 14-
50) gore hesaplanmistir (Anonim, 2000).

Bu yontemde 1 gram oOlglilen 6rnekler 15 mL hacimli tiiplere aktarildiktan sonra
tizerlerine 5 mL su ile doyurulmus n-butanol ilave edilip manuel olarak iyice
calkalanmais, 16 saat siireyle oda sicakliginda karanlik bir ortamda tutulmus, daha sonra
5000 dev/dk hizda 10 dk santrifiijlenerek (Sigma 2-16 KC) berraklastirilmigtir. Daha
sonra elde edilen siipernatantlarin 435,8 nm dalga boyunda absorbanslar1 Slgiilerek
(Optizen 3220 UVbio) pigment icerikleri; Pigment Igerigi (mg/kg) = Absorbansyssg x
30,1 denkligi ile hesaplanmistir (Anonim, 2000; Kdksel ve ark., 2000).
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3.2.5. Enzim Ekstraksiyonu

Ogiitiilen bugday o6rneklerinden lipoksijenaz enziminin ekstraksiyonu, Rani ve ark.
(2001) ile Aalami ve ark. (2007) tarafindan tanimlanan yontemler modifiye edilerek

gergeklestirilmistir.

Ogiitiilen bugday orneklerine (1,0 g) 10 mL sodyum fosfat tampon ¢ozeltisi (50 mM,
pH 7,5) ilave edilmis ve 4 °C’de 1 saat siireyle calkalandiktan (~80 dev/dk) sonra
santrifiij edilmistir (5000 x g, 15 dk). Tiipiin {ist kisminda biriken siipernatant alinmis ve
bu sivi ekstrakt enzim aktivitesi analizlerinde kullanilmistir. Kullanilacagi zamana

kadar LOX enzim ekstraktlar1 buzlu su igerisinde saklanmistir.

3.2.6. Lipoksijenaz (LOX) Aktivitesi

Bugdaylarin irmige o6gitiilmesi ve makarnaya islenmesi sirasinda sari1 renk kaybina
neden olan lipoksijenaz enzim aktivitesi Aalami ve ark. (2007) tarafindan tanimlanan
spektroskopik yontem (234 nm) kullanilarak belirlenmistir. Ogiitiilen bugday ornekleri
once uygun bir tampon c¢ozelti ile belirtilen sartlarda ekstrakte edilmis ve
santrifiijlenerek berraklastirilmistir. Ekstraklar LOX aktivitesi igin linoleik asit ile
uygun sartlarda muamele edilmis ve absorbans degisimleri spektroskopik olarak takip

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

Orneklerin LOX aktivitelerinin dl¢iimiinde kullanilan linoleik asit substrati (7,5 x 107
M) Shiiba ve ark. (1991) tarafindan tanimlanan yonteme gore hazirlanmis sonrasinda
enzim aktiviteleri Sayaslan ve ark. (2011) tarafindan optimize edilen Ool¢iim
prensiplerine gdére belirlenmistir. Enzim aktivitelerinin  6lglimiinde kullanilan
spektrometrenin bulundugu ortamin sicakligl 6l¢iimden 6nce 22+2°C’ye ayarlanmistir.
Spektrometre kiivetine sodyum asetat tampon ¢ozeltisi (2,8 mL, 0,2 M, pH 5,5), linoleik
asit substrat1 (100 pL) ve enzim ekstrakt1 (100 uL) ilave edildikten sonra hizlica manuel
olarak karistirilmis ve absorbanstaki (234 nm) degisim 2 dk siireyle takip edilmistir.
Absorbanstaki 1 birim/dk degisim 1 enzim iinitesi (EU) kabul edilerek 6érneklerin LOX

enzim aktiviteleri hesaplanmistir.
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3.2.7. Nem Icerigi

Ogiitiilmiis 1 gram bugday orneklerinin, 130 °C’de 30 saniyelik nem &lciimiiniin
gosterdikleri degisiklikler dikkate alinarak 2-3 dakika (OHAUS MBA45) siire ile nem
miktarlart saptanmistir. Bu c¢alisma kapsaminda gergeklestirilen tiim analizlerin

sonuglart % 14 nem esasina gore diizeltilmistir.

3.2.8. Istatistiksel Degerlendirme

Tesadiif bloklar1 deneme desenine gore li¢ tekerriirlii olarak elde edilen verilere, SPSS
15.0 yazilim paketi aracilifiyla ¢ift yonlii varyans analizi (ANOVA) uygulanmis,

ortalamalarin kiyaslanmasi amaciyla Duncan Testi’nden yararlanilmistir.

3.2.9. Molekiiler Verilerin Degerlendirilmesi

Genotip analizlerinde UPGMA dendogramlarinin olusturulmasinda Sayisal Taksonomi
ve Multivaryete Analiz Sistemi Yazilimi (NTSYSpc, 2.11 versiyonu) kullanilmistir.
Ileri 1slah hatlar1 ve tescilli gesitler arasindaki genetik uzakliklar Nei-Li (1979) programi

kullanilarak hesaplanmustir.

PZR firtinlerinin yiiklendigi % 3’liik metaphore agaroz jel; 6,75 gr mataphore, 44 ml 5 x
TBE buffer ve 176 ml ddH,O’dan olusmaktadir. Orneklerin yiiklendigi % 1’lik agaroz
jel ise; 2,25 gr agaroz, 44 ml 5 x TBE buffer ve 176 ml ddH,O’dan olugmaktadir. Jeller
ethidium bromid (200 ul dH,O, 10 pl ethidium bromid) ile boyanmis ve jel imaj
sisteminde (Vilber Lourmat, QUANTUM ST4) polimorfizm 6zellikleri gézlenmistir.

Ileri 1slah hatlar1 ve tescilli cesitlerin PZR fiiriinlerinin tiim jellerde kosulma sirasi; 1:
TMB 1, 2: TMB 2, 3: TMB 3, 4: TMB 4, 5: Gdem-2, 6: Gdem-2-1, 7: Gdem-12, 8:
Hat-1, 9: Hat-4, 10: Hat-5, 11: Hat-7, 12: Hat-11, 13: Hat-19, 14: Hat-20, 15: Hat-24,
16: Sariganak-98, 17: Salihli-92, 18: Selcuklu-97, 19: Kiziltan-91, 20: Kyle, 21: Zenit,
22: Gediz-75 olacak sekilde diizenlenmistir.
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Jel imaj sisteminde goriintiilenen jellere ait fotograflar QUANTUM ST4 programinda
acildiktan sonra kuyucuklar (lane) isaretlenmistir (Sekil 3.5).

e
100 be
Ladder ‘ ‘ e
[L S N

|._! —— AN NN EE NN NN W NN NN NN NN NN __ N

Sekil 3.5. Kuyucuklari isaretlenmis jel fotografi

Ladder’in baz ¢ifti (b¢) bakimindan bant biiytikliikleri (100b¢ - 1000 bg) ve
bulundugu kuyucuk numarasi girildikten sonra “Detection” imgesi ile bantlar otomatik

olarak isaretlenmistir (Sekil 3.6).

Sekil 3.6. Bantlar1 isaretlenmis jel fotografi

Programin “Results” imgesi kullanilarak bantlarin gruplanmis tablosu elde
edilmistir (Cizelge 3.5). Bant biiylikliiklerinin belirlenmesinde jelden kaynaklanan
hatalarin oniline gegebilmek i¢in biitiin jeller resimler {izerinde manuel olarak iki farkli
arastirmact tarafindan gozle de skorlanmistir. Bodylece tiim bu skorlamalar
karsilastirilarak yanlis okumalarin Oniine gecilmeye calisilmistir. Analizler bant
biiyiikliikleri tiim primerlerin bantlarin1 iceren tabloya yazildiktan sonra yapilmistir.

Bant biiyiikliikleri tabloya yazilirken varsa 1 yoksa 0 yazilmistir.
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Cizelge 3.5. Program tarafindan skorlanan bir jelin bant biiytikliikleri

MW, Values | Lane ‘ Lane 2 ‘ Lane 3 ‘ Lane4 ‘ Lang 3 ‘ Lane b ‘ Lane7 ‘ Lane § ‘ Lanz9 ‘ Lanz 10 ‘ Lane 11 ‘
Band | 400000 147543 1493300 1807000 17WG2E 1SS 20867 1TH9 184789 152850 15A0M
Band 2 300,000
Band 3 200,000
Band 4 100,000
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Molekiiler Veriler

Pigment igerikleri ve LOX enzim aktiviteleri bakimindan ileri 1slah hatlar1 ve tescilli
cesitler arasindaki genetik iligskinin saptanmasi amaciyla 10 adet primer denenmis ve
molekiiler taramalarda polimorfizm gostermeyen Xscar 807 primeri haricindeki dokuz
adet primer kullanilmistir. Bu primerlerden dort tanesi (Xgwm 251, Xwmec 312, Xwmc
692, Xwmc 93) LOX enzimi ile baglantili ve diger bes tanesi de (Xgwm 344, Xgwm
63, Xgwm 46, Xgwm 408, Xscar 3362) pigment ile iliskilidir. SSR primerlerinden elde
edilen PZR firiinleri % 3’liikk metaphore agaroz jelde, SCAR primerlerinden elde edilen
PZR iiriinleri ise % 1’lik agaroz jelde kosulmustur. Goriintiilenen jellerin bazilar1 Sekil

4.1 ve 4.9°da verilmistir.

ekil 4.1.a. Xscar rimeri ile % 1’lik agaroz jel goriintiisii
kil 4.1.a. X 3362 primeri ile % 1’lik ag jel goriintiisii

28



ekil 4.1.b. Xscar 3362 primeri ile % 1’lik agaroz jel gorintiisi
p g jelg

Pigment geni ile baglantili primerlerden Xscar 3362 primerine gore Gdem-2-1, Hat-7,
Hat-24 ve Hat-5 cesitleri tekli bant verirken diger ¢esit ve hatlar ¢ift bant profili
gostermistir (Sekil 4.1.a-b). Tek bant veren bu dort hattin spektrofotometrik pigment
Ol¢limii sonuglar1 da diisiik bulunmustur. Patil ve ark. (2008) da Xscar 3362 primeri i¢in

benzer sonuclar1 bildirmislerdir.
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Ladder 1-1

Ladder 16-1 17-1

Sekil 4.2.a. Xgwm 63 primeri ile % 3’liikk metaphore agaroz jel goriintiisii

Incelenen 22 adet makarnalik bugday hat ve ¢esidi, Xgwm 63 primerinden elde edilen
PZR iirtinlerine gore 262-298 bg¢ arasinda degisen bant boyutlar1 ile 7 ana grupta

toplanmistir.
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Ladder 4-2 4-3 5-2 5-3 6-2 63 7-2 7-3 8-2 8-3 9-2 8-3 10-2 10-3

Ladder 11-2

Ladder 17-2 17-3 18-2 18-3

Sekil 4.2.b. Xgwm 63 primeri ile % 3’likk metaphore agaroz jel goriintiisii




Ladder 1-1 2-1 31 4-1 51 &1 71 B-1

Sekil 4.3.a. Xgwm 46 primeri ile % 3’liik metaphore agaroz jel goriintiisii

Calismada kullanilan makarnalik bugday hat ve cesitleri, Xgwm 46 primerinden elde
edilen PZR firiinlerine gore 155-190 bg arasinda degisen bant profilleri ile 7 ana grupta

toplanmustir.
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Ladder 4-2

Ladder 11-2 11-3 12-2 12-3 132

Ladder 17-2 17-3 18-2

Sekil 4.3.b. Xgwm 46 primeri ile % 3’lilk metaphore agaroz jel goriintiisii
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ladder 11 21 31 41 51 &1 71 81 91 101 111 121 131 141 151

Sekil 4.4.a. Xgwm 344 primeri ile % 3’liik metaphore agaroz jel goriintiisii

Incelenen 22 adet makarnalik bugday hat ve ¢esidi, Xgwm 344 primerinden elde edilen
PZR iirtinlerine gore 107-145 bg¢ arasinda degisen bant boyutlar1 ile 8 ana grupta

toplanmistir.
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Ladder 4-2

Ladder 112 113 12-2 12-3 13-2 13-3

Ladder 17-2

100 bg

Sekil 4.4.b. Xgwm 344 primeri ile % 3’liikk metaphore agaroz jel goriintiisii
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Ladder 1-1 2-1 : -] b e (R o -1 B1 %1 101 1111 121 131 141 151

Ladder 16-1 171 181 131 2011 211 22-1 12 13 2-2 23 32 33

Sekil 4.5.a. Xwmc 93 primeri ile % 3’liikk metaphore agaroz jel goriintiisii

Kullanilan makarnalik bugday hat ve ¢esitleri, Xwmc 93 primerinden elde edilen PZR

tirtinlerine gore 119-184 bg arasinda degisen bant profilleri ile 9 ana grupta toplanmustir.
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Ladder 17-2 17-3 18-2 18-3 19-2 19-3 20-2

Sekil 4.5.b. Xwmc 93 primeri ile % 3’liikk metaphore agaroz jel goriintiisii




Ladder 1-1 2-1 31 4-1 5-1 61 7-1 81 9-1 10-1 11-1 121 131 14-1 151

100 b

Ladder 161 171

Sekil 4.6.a. Xwmc 312 primeri ile % 3’liik metaphore agaroz jel goriintiisii

Incelenen 22 adet makarnalik bugday hat ve cesidi, Xwmc 312 primerinden elde edilen
PZR iiriinlerine gore 198-236 bg¢ arasinda degisen bant boyutlar1 ile 6 ana grupta

toplanmastir.
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Ladder 4-2 43 5-2 33 &2 63

Ladder 11-2 113 1z 133 13-2

Ladder 17-2 173 18-2 18-3

Sekil 4.6.b. Xwmc 312 primeri ile % 3’likk metaphore agaroz jel goriintiisii
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Ladder 1-1

Ladder 161 171 181

Sekil 4.7.a. Xgwm 408 primeri ile % 3’liik metaphore agaroz jel goriintiisii

Calismada incelenen makarnalik bugday hat ve cesitleri, Xgwm 408 primerinden elde
edilen PZR iiriinlerine gore 153-198 bg arasinda degisen bant profilleri ile 7 ana grupta

toplanmustir.
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Ladder 4-2 4-3

Ladder 11-2 11-3

Ladder 17-2

Sekil 4.7.b. Xgwm 408 primeri ile % 3’liik metaphore agaroz jel gorlintiisii
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100 bg

Sekil 4.8.a. Xgwm 251 primeri ile % 3’liikk metaphore agaroz jel goriintiisii

Arastirmada incelenen 22 adet makarnalik bugday hat ve c¢esidi, Xgwm 251
primerinden elde edilen PZR {iriinlerine gore 88-127 bg arasinda degisen bant boyutlarii

ile 8 ana grupta toplanmistir.
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Ladder

Ladder 11-F i1-3 12-2 12-3 13- 13-3 14-7 15-2 1%-1 162 -1

182 18-1 1%-2 19-3 20-2 20-3 21-2 21-3 222 Ladder

Sekil 4.8.b. Xgwm 251 primeri ile % 3’liikk metaphore agaroz jel goriintiisii




16-1 174 181 151

Sekil 4.9.a. Xwmc 692 primeri ile % 3’liilk metaphore agaroz jel goriintiisii

Incelenen 22 adet makarnalik bugday hat ve ¢esidi, Xwmc 692 primerinden elde edilen
PZR firtinlerine gore 120-125 bg arasinda degisen bant profilleri ile 2 ana grupta

toplanmistir.
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Ladder 4-2 4-3

B B R B T SRR —— e ———— p—

16-2 16-3 Ladder

Ladder

Sekil 4.9.b. Xwmc 692 primeri ile % 3’liikk metaphore agaroz jel goriintiisii
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NTSYSpc 2.11 versiyonu, Nei-Li (1979) programi ile genetik benzerlik ve uzaklik
matrisinden yararlanarak LOX enzimi ve pigmente ait molekiiler verilere dayali olarak

elde edilen dendogramlar sirastyla Sekil 4.10 ve 4.11°de verilmistir.
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Sekil 4.10. Lipoksijenaz enzimi i¢in analiz sonucunda olusan dendogram

(NTSYSpc 2.11)

46



Lipoksijenaz enzimi ile iligkili primerlerden elde edilen verilere dayali olarak
gelistirilen dendograma gore (Sekil 4.10) Hat-4, 1, 20, 7, 5, 19 ve 11 makarnalik bugday
hatlar1 molekiiler olarak yakin gruplara girmistir. Benzer sekilde LOX ile ilgili
molekiiler verilere gore TMB 1 ile Saricanak-98’in; TMB 2 ile Gdem-12 ve Salihli-
92’nin yakin gruplarda yer aldig1r gozlenmistir. TMB 1 ve Saricanak-98 (Yildirim ve
ark., 2011c) ile TMB 2 ve Salihli-92 (Ates Sonmezoglu, 2011) c¢esit ve hatlar1 ayni
melezleme programinda kullanilmistir. Ayrica incelenen LOX primerleri bakimindan
Selcuklu-97 ile Kiziltan-91 ¢esitlerinin de molekiiler agidan birbirine benzer oldugu

tespit edilmistir.

Diisilk LOX degerlerine sahip oldugu bilinen Gediz-75 ve Zenit gesitleri molekiiler
tarama sonuclarina ve dendogramdaki (Sekil 4.10) verilere gore de birbirlerine yakin
gruplarda yer almigtir. Ayrica birbirleri ile yakin LOX degerlerine sahip Hat-1, Hat-4,
Hat-5, Hat-7 ve Hat-11’in molekiiler veriler sonucunda elde edilen dendograma (Sekil

4.10) gore de LOX enzimi bakimindan yakin gruplara girdigi tespit edilmistir.

Pigment ile iligkili primerlerden elde edilen verilere dayali olarak gelistirilen
dendograma gore (Sekil 4.11) TMB 1 ile TMB 2; TMB 4 ile Selguklu-97 ve Salihli-92
cesit ve hatlar1 molekiiler olarak yakin gruplara girmistir. Molekiiler verilere dayal
olarak pigment igerigi bakimindan Hat-11 ile Hat-19’un, Hat-1 ile Hat-20’nin, Hat-4 ile
Gdem 2-1’in birbirine benzer oldugu saptanmistir. Benzer sekilde Gdem-2, Gdem-12 ve
Kiziltan-91 c¢esit ve hatlarinin da yakin gruplarda yer aldigi gozlenmistir. Ayrica
incelenen pigment primerleri bakimindan Hat-5, Hat-7 ve Hat-24’iin de molekiiler

acidan birbirine benzer oldugu tespit edilmistir.
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ITMB-1

IME-2

IMB-3

TMB-4

Selguklu

Salihli

Gdem-2

. Gdem-12

Hat-20

Gdem-2-1

Hat-4

Hat 5§

Hat-7

Sekil 4.11. Pigment i¢in analiz sonucunda olusan dendogram (NTSY Spc 2.11)
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Elde edilen dendograma (Sekil 4.11) gore Kyle ve Zenit makarnalik bugday gesitleri
yakin gruplarda yer almistir. Ayni gesitlerin sirasiyla 7,68 ppm ile 7,72 ppm olan

spektrofotometrik pigment dl¢iimleri de birbirine yakin ¢ikmistir.

Pigment degerleri 5,64-6,59 ppm arasinda olan TMB 1, TMB 2, TMB 3 ve TMB 4 ileri
islah hatlar1 (BC4F4) pigment ile ilgili primerlerle yapilan molekiiler tarama

sonuglarma (Sekil 4.11) gore de molekiiler olarak yakin grupta goriilmiislerdir.

4.2. Lipoksijenaz Enzimine ve Pigment Miktarlarma iliskin Spektrofotometrik

Ol¢iim Verileri

fleri 1slah hatlar1 ve tescilli cesitlerin lipoksijenaz enzim aktiviteleri ve pigment
Olctimlerinden elde edilen spektrofotometrik Ol¢iim sonuglari sirasiyla Cizelge 4.1 ve
4.2’de verilmistir. Verilere ¢ift yonlii varyans analizi (ANOVA) uygulanmistir. Ayni
situnda bulunan farkli kodlu harfler istatistiki olarak birbirinden farkli gruplar

gostermektedir (p<0,05).
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Cizelge 4.1. Lipoksijenaz enzimine ait ortalama degerler

Hat ve Cesitler Ortalama (EU/g) Istatistiki Grup
TMB 1 51,33 1
TMB 2 50,75 1
TMB 3 66,38 k
TMB 4 73,74 1
Gdem-2 51,02 1
Gdem-2-1 48,80 hi
Gdem-12 22,76 ab
Hat-1 49,43 hi
Hat-4 39,17 fg
Hat-5 36,09 f
Hat-7 28,03 cd
Hat-11 46,98 h
Hat-19 24,48 b
Hat-20 29,76 de
Hat-24 49,52 hi
Sariganak-98 32,70 e
Salihli-92 30,83 de
Selguklu-97 41,43 g
Kiziltan-91 51,68 1
Kyle 61,65 j
Zenit 25,93 bc
Gediz-75 20,94 a

Makarna iiretiminde sar1 pigmentlerin oksidatif indirgenmelerine neden olan
lipoksijenaz enzimi 6l¢iim degerleri incelenen bugday cesit ve hatlarinda 20,94-73,74
EU/g arasinda degiskenlik gostermistir. Istatistiki analizlere gore incelenen gesit ve

hatlar LOX aktiviteleri bakimidan 12 farkli gruba girmislerdir.
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Yapilan spektrofotometrik ol¢limlere gére LOX aktivitesi en diisiik ¢ikan hat ve ¢esitler
sirastyla Gediz-75 (20,94 EU/g), Gdem-12 (22,76 EU/g), Hat-19 (24,48 EU/g), Zenit
(25,93 EU/g), Hat-7 (28,03) ve Hat-20 (29,76 EU/g)’dir. Bunlar1 30,83-39,17 EU/g
arasinda degisen LOX degerleri ile Salihli-92, Saricanak-98, Hat-5 ve Hat-4 cesit ve
hatlar1 takip etmektedir. LOX enzim degerleri en yliksek olanlar sirastyla TMB 4 (73,74
EU/g), TMB 3 (66,38 EU/g) ve Kyle (61,65 EU/g)’dir. Bunlar sirastyla 51,68-50,75
EU/g arasinda degisen LOX degerleri ile Kiziltan-91, Gdem-2, TMB 1 ve TMB 2 hat ve
cesitleri izlemektedir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. Makarnalik bugday ileri 1slah hatlar1 ve gesitlerine ait LOX degerleri

Biyokimyasal analizlere gore 20,94-25,93 EU/g arasinda degisen LOX degerleri ile
Gediz-75, Gdem-12, Hat-19 ve Zenit ¢esit ve hatlar1 yakin gruplarda (a,ab,b,bc) yer
almistir. Salihli-92 ve Hat-20 genotipleri ise LOX degerleri bakimindan yapilan
gruplandirmaya gore ayni istatistiki sinifa (de) girmistir. Benzer sekilde LOX enzim
aktiviteleri 48,80-49,52 EU/g degerleri arasinda degisen Gdem-2-1, Hat-1 ve Hat-24
genotipleri de ayni (hi) istatistiki grupta yer almigtir. TMB 2, Gdem-2, TMB 1 ve Kiziltan-91
cesit ve hatlar1 da 50,75-51,68 EU/g arasinda degisen LOX degerleri ile "1" grubuna
girmistir. Ayrica en yiiksek LOX degerlerine sahip olan Kyle, TMB 3 ve TMB 4 genotipleri

yapilan istatistiki analizlere gore yakin gruplarda yer almislardir.
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Yiiksel (2009) yaptig1 ¢aligmada kullandig1 ¢esit ve 1slah hatlarindan Gdem-12, Hat-4,
Hat-5 ve Hat-7’nin digik LOX aktivitelerine sahip olduklarini tespit etmistir. Bu
calismada da LOX degerleri bakimindan yapilan analizler sonucunda ayn1 hatlarin LOX

aktivitelerinin diisiik oldugu ve sonuglarin birbirleriyle benzer ¢iktig1 saptanmastir.

Spektrofotometrik LOX o&lgiimlerine gore birbirine yakin degerler gosteren Hat-7 ve
Hat-20 bugday hatlar1 molekiiler pigment tarama sonuclarina gore de birbirine yakin

gruplarda goriilmiustiir.

Elde edilen veriler ozellikle diisiik enzim aktivitesi ile bilinen Gediz-75 ve Zenit
cesitleri ile Gdem-12 hatt1 i¢in beklenen degerler arasindadir. Sakin ve ark. (2011b) da
makarnalik bugday genotiplerinin kalite Ozelliklerini inceledikleri ¢alismalarinda
Gediz-75, Zenit ve Gdem-12 hat ve ¢esitlerinin diigilk LOX aktivitesine sahip oldugunu
bildirmislerdir. Coskun ve Ercan (2003), bazi makarnalik bugday ¢esitlerinin
lipoksijenaz enzim aktivitesinin belirlenmesi amaciyla yaptiklar1 c¢alismada,
inceledikleri c¢esitler arasinda LOX enzim aktivitesi en diisiik ¢esidin Gediz-75
oldugunu saptamislardir. Bu calismada incelenen ¢esit ve hatlar arasinda da en diisiik

LOX aktivitesini 20,94 EU/g degeri ile Gediz-75 ¢esidi gdstermistir.

Ileri 1slah hatlar1 ve tescilli gesitlerin ortalama pigment Sl¢iim degerleri ve ¢ift yonlii
varyans analizi (ANOVA) uygulanarak elde edilen istatistiki gruplar Cizelge 4.2°de
verilmigtir. Ayni1 siitunda bulunan farkli harfler istatistiki olarak birbirinden farkli

gruplar1 géstermektedir (p<0,05).
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Cizelge 4.2. Pigmente ait ortalama degerler

Hat ve Cesitler Ortalama (ppm) Istatistiki Grup
TMB 1 6,06 g
TMB 2 5,64 ef
TMB 3 6,59 1
TMB 4 5,87 fg
Gdem-2 8,064 k
Gdem-2-1 4,68 c
Gdem-12 6,39 h1
Hat-1 5,65 ef
Hat-4 5,88 fg
Hat-5 5,61 ef
Hat-7 4,74 c
Hat-11 5,62 ef
Hat-19 4,63 c
Hat-20 5,16 d
Hat-24 4,12 b
Sariganak-98 5,24 d
Salihli-92 4,05 b
Selguklu-97 5,14 d
Kiziltan-91 3,44 a
Kyle 7,68 J
Zenit 7,72 ]
Gediz-75 5,52 e

Spektrofotometrik pigment Ol¢limii sonuglarina gore, ileri 1slah hatlar1 ve ¢esitlerin
pigment icerikleri 3,44-8,64 ppm degerleri arasinda degiskenlik gostermistir. Yiksel’de
(2009)  yaptig1 calismada bugdaylarin makarna renginde etkili olan pigment
igeriklerinin 3,67-8,31 ppm arasinda degisim gosterdigini saptamistir. Makarnalik

bugdayda sar1 renk pigmenti igeriginin genotipe gore degistigi farkli arastiricilar
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tarafindan da bildirilmistir (Mathney, 2001; Coskun ve ark., 2010; Sakin ve ark.,
2011a).

Spektrofotometrik dl¢limlerden elde edilen verilere gore pigment icerigi en yiiksek olan
makarnalik bugday genotipinin Gdem-2 (8,64 ppm) hatt1 oldugu tespit edilmistir. Bu
hatt1 sirastyla Zenit (7,72 ppm), Kyle (7,68 ppm), TMB 3 (6,59 ppm), Gdem-12 (6,39
ppm) ile TMB 1 (6,06 ppm) ¢esit ve hatlar1 takip etmektedir. Ortalama pigment
degerleri en diisiik olan ¢esit ve hatlar sirasiyla Kiziltan-91 (3,44 ppm), Salihli-92 (4,05
ppm), Hat-24 (4,12 ppm), Hat-19 (4,63 ppm), Gdem-2-1 (4,68 ppm), ve Hat-7 (4,74
ppm)’dir. Bunlar1 sirasiyla 5,14-5,88 ppm arasinda degisen pigment degerleri ile
Selcuklu-97 (5,14 ppm), Hat-20 (5,16 ppm), Saricanak-98 (5,24 ppm), Gediz-75 (5,52
ppm), Hat-5 (5,61 ppm), Hat-11 (5,62 ppm), TMB 2 (5,64 ppm), Hat-1 (5,65 ppm),
TMB 4 (5,87 ppm) ve Hat-4 (5,88 ppm) hat ve ¢esitleri izlemektedir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. Makarnalik bugday ileri 1slah hatlar1 ve gesitlerine ait pigment degerleri

Farkli arastirmalarda da Zenit ¢esidi pigment icerigi en yiiksek olan genotip olarak
belirlenmis, ayrica incelenen genotipler arasinda Gdem-12 ve Gdem-2 1slah hatlarinin
pigment igerikleri bakimindan yiiksek potansiyelli genotipler olduklar: tespit edilmistir
(Yiiksel, 2009; Sakin ve ark., 2011b). Benzer sekilde bu c¢alismada da sirasiyla en
yiiksek pigment degerlerine sahip olan Gdem-2, Zenit ve Kyle hat ve cesitlerinin
pigment icerikleri bakimindan {istiin potansiyelli genotipler olduklar1 belirlenmistir.

Yiiksel (2009)’in yaptig1 ¢alismada yiiksek pigment igerigi (7,15 ppm) ile 6ne ¢ikan
Kiziltan-91 c¢esidi, bu ¢alismada yapilan spektrofotometrik 6l¢iim sonuglarinda 3,44
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ppm gibi diisiik bir deger vermistir. Ortaya ¢ikan bu farkli veri sonuglari, makarnalik
bugday kalitesinde genetik Ozelliklerin yani sira yetistirme kosullarinin da 6nemli
oldugunu (Mariani ve ark., 1995; Bushuk, 1998; Ames ve ark.,1999; Troccoli ve ark.,
2000) dogrulamaktadir.

Yapilan spektrofotometrik dl¢imlere gore 1, 4, 5, 7, 11, 19 ve 20 nolu 1slah hatlarinin
pigment icerikleri 4,63-5,88 ppm degerleri arasinda degisim gostermistir. Ayn1 hatlarin
kullanildig1 farkli bir arastirmada da, hatlarin pigment igeriklerinin sirastyla Hat-1 i¢in
5,86 ppm, Hat-4 i¢in 5,37 ppm, Hat-5 i¢in 5,10 ppm, Hat-7 i¢in 4,68 ppm, Hat-11 i¢in
5,27 ppm, Hat-19 i¢in 4,52 ppm ve Hat-20 i¢in 5,13 ppm oldugu saptanmistir (Yiiksel,
2009). Ayni hatlarin kullanildig1 iki farkli calismada elde edilen pigment verilerinin
birbirine yakin c¢iktifi goézlenmistir.  Bu sonuca dayali olarak pigment igerigi
bakimindan bazi 1slah hat ve ¢esitlerinin ¢evre sartlarindan ziyade genotipten etkilendigi

ve daha stabil olduklan ifade edilebilir.

Istatistiki analizlere gore incelenen cesit ve hatlar pigment igerikleri bakimindan 11
farkli gruba girmislerdir. Biyokimyasal analizlere gore yliksek pigment iceriklerine
sahip Zenit (7,72 ppm) ve Kyle (7,68 ppm) ¢esitleri ayn1 istatistiki sinifa (j) girmistir.
Benzer sekilde pigment igerikleri 5,61-5,65 ppm degerleri arasinda degisen Hat-5,
Hat-11, TMB 2 ve Hat-1 genotipleri de ayni istatistiki grupta (ef) yer almistir. Hat-19,
Gdem-2-1 ve Hat-7 hatlar da 4,63-4,74 ppm arasinda degisen pigment degerleri ile "c"
grubuna girmistir. Selguklu-97, Saricanak-98 ve Hat-20 genotipleri pigment verilerine
gore ayni gruba (d) girmislerdir. Ayrica TMB 3 ve Gdem-12 genotipleri sirasiyla 6,59

ppm ve 6,39 ppm pigment l¢iim verileri ile yakin gruplarda yer almiglardir.

Pigment ol¢lim degerlerine gore Hat-4 ve Hat-5 yakin gruplara girerken molekiiler
analiz sonuglarina gore de benzer gruba girmislerdir. Molekiiler pigment analizlerinde
ayni grupta yer alan Hat-1 ve Hat-20 bugday hatlari, spektrofotometrik pigment
Olctimleri bakimindan sirasiyla 5,65 ve 5,16 ppm olmak tizere birbirine yakin degerlere
sahiptir. Yine benzer sekilde molekiiler analizlerde ayn1 grupta bulunan TMB 4 ve
Selcuklu-97 cesitleri yapilan pigment OSlgiimlerinde de birbirlerine yakin sonuglar
vermistir. Ayrica pigment degerlerine ait molekiiler verilere gore ¢cok yakin grupta yer

alan Kyle ve Zenit ¢esitlerinin pigment 6l¢tim degerleri de (7,68-7,72 ppm) birbirlerine
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olduk¢a yakin c¢ikmustir. Sar1 pigment igerigi yetistirme kosullarindan etkileniyor
olmasina ragmen esas belirleyici faktoriin genotip oldugu bilinmektedir (He ve ark.,

2008).
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5. SONUC

Makarna firiinleri i¢in 6nemli olan kalite 6zelliklerinin basinda gelen parlak sar1 renk
tanedeki karotenoid pigmentlerinin miktarlarina baghidir ve bu renk, pigmentin sentezi
ile LOX tarafindan indirgenmesi arasindaki dengenin sonucunda olugsmaktadir (Garbus
ve ark., 2009). Bu nedenle makarnalik bugday cesit ve hatlarinin pigment ve LOX
igeriklerinin bilinmesi olduk¢a Onemlidir. Karotenoid pigment igerikleri ve oksidatif
enzim aktiviteleri bugday cesitlerinin gerek kalitelerinin belirlenmesi gerekse cesitler

arasindaki ve i¢indeki farkliliklarin saptanmasinda kullanilmaktadir.

Bu calisma ile 22 adet makarnalik bugday ¢esidi ve ileri 1slah hattinin pigment igerikleri
ile LOX enzim aktiviteleri arastirilarak kaliteli makarna yapimina en uygun olan ¢esit
ve hatlar tespit edilmeye calisilmistir. Béylece incelenen genotipler arasindan pigment
icerigi ve LOX enzim aktiviteleri bakimindan kaliteli son iiriin {iretimine en uygun olan
cesit ve hatlar hem spektrofotometrik Sl¢limlerle biyokimyasal olarak hem de DNA

markdrleri ile molekiiler olarak tespit edilmistir.

Makarnalik bugdaylarin pigment igerikleri genotip ve yetistirilme sartlarina bagl olarak
genellikle 4-8 ppm arasinda degismektedir (Troccoli ve ark., 2000; Coskun, 2001;
Borrelli ve ark., 2003). Bu arastirmadan elde edilen verilere gore pigment iceriklerine
ait istatistiki Ol¢timler dikkate alindiginda sar1 renkli makarna iiretme potansiyeli en
yiiksek olan genotiplerin Gdem-2, Zenit, Kyle, Gdem-12, TMB 1 ve TMB 3 hat ve
cesitleri oldugu sdylenebilir. Ayrica pigment igerikleri 5,5-5,9 ppm arasinda degisen
TMB 4, Hat-4, Hat-1, Hat-5, Hat-11, TMB 2 ve Gediz-75 ¢esit ve hatlarinin da kaliteli

makarnalik bugdayda istenen pigment degerlerine sahip oldugu belirlenmistir.

Son tiriiniin sar1 rengini olumsuz yonde etkileyebilen LOX enzimine ait istatistiki veriler
dikkate alindiginda kaliteli makarna yapimi i¢in LOX enzim aktivitesi bakimindan en
uygun ¢esit ve hatlarin Gediz-75, Gdem-12, Hat-19, Zenit, Hat-7 ve Hat-20 genotipleri
oldugu saptanmaistir.

Bu calismada incelenen cesit ve hatlardan pigment igerigi yiiksek olan genotiplerin

cogunlukla LOX aktivitelerinin diisiik oldugu saptanmistir. Ekmeklik ve makarnalik
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bugday cesitlerinin karotenoid konsantrasyonlart ile lipoksijenaz aktiviteleri bakimindan
genetik cesitliligin aragtirilldig farkli bir calismalarda da, LOX aktivitesinin karotenoid
pigment miktar ile ters orantili oldugu belirlenmistir (Coskun, 2001; Leenhardt ve ark.,

2006).

Caligmada kullanilan genotiplerin pigment ve LOX enzimine iligkin spektrofotometrik
Olclim sonuglarinin, ayni genotiplerin kullanildigi farkli aragtirmalarda da bazi gesit ve
hatlar i¢in benzer oldugu belirlenmistir. Incelenen 6zellikler bakimindan bazi 1slah hat
ve ¢esitlerinin ¢evre sartlarindan ziyade genotipten etkilendigi ve daha stabil olduklari
ifade edilmistir (Rharrabti ve ark., 2003; Yiiksel, 2009; Sakin ve ark., 2011b). Ancak
bazi genotiplerin ise farkli yetistirme kosullarinda pigment ve LOX degerleri
bakimindan farkli degerler verdigi gozlenmistir. Bu veriler incelendiginde makarnalik
bugdayda lipoksijenaz aktivitesi ve pigment icerigi i¢in, genotipin yani sira cevre
faktorlerinin de 6nemli bir etken oldugu goriilmektedir (Mariani ve ark., 1995; Bushuk,

1998; Ames ve ark.,1999; Troccoli ve ark., 2000).

Bugdaylarin pigment ve oksidatif enzim igerikleri genotip ve ¢evreden etkilendiginden
(Kruger ve Reed, 1988; Troccoli ve ark., 2000; Aalami ve ark., 2007), parlak sar1 renkli
makarna tiretimi i¢in s6z konusu 6zellikler bakimindan iistiin ve ayni zamanda farkli
yetistirme kosullarinda stabil ¢esitlerin secilmesi veya 1slah edilmesi gerekmektedir. Bu
baglamda oncelikle mevcut makarnalik bugday cesit ve hatlar1 pigment ve oksidatif
enzim  igerikleri  bakimindan incelenerek,  molekiiler ve  biyokimyasal
karakterizasyonlarinin yapilmas: ve incelenen kalite 6zellikleri bakimindan {istlin

genotiplerin belirlenmesi gerekmektedir.

Bu ¢aligsma ile bazi makarnalik bugday genotiplerinin kalite {izerinde etkili olan pigment
icerikleri ve LOX aktiviteleri bakimindan biyokimyasal ve molekiiler analizleri
yapilmistir. Pigment igerikleri ve LOX aktiviteleri birlikte degerlendirildiginde
Gediz-75, Gdem-12 ve Zenit makarnalik bugday ¢esidi ve hatlarinin sar1 renkli makarna
tiretme potansiyellerinin olduk¢a yiiksek oldugu tespit edilmistir. Pigment igerikleri ve
LOX aktivitelerinin birlikte degerlendirildigi farkli aragtirmalarda da Gdem-12 1slah
hattinin sar1 renkli makarna elde etme potansiyelinin yiiksek oldugu ifade edilmistir

(Yiiksel, 2009; Sakin ve ark., 2011b). Aalami ve ark. (2007) da makarnalik bugday
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cesitlerinin protein ve pigment igerikleri ile oksidatif enzim aktivitelerini ve aralarindaki
iligkileri gz Oniinde bulundurarak makarna yapimina en uygun g¢esitleri tespit

etmislerdir.
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