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OZET

MAKARNALIK BUGDAY CESITLERINDE LiPOKSIGENAZ
AKTIVITESININ GENETIiK TANIMLANMASI

Medine YURDUSEVEN
Yiiksek Lisans Tezi, Tarla Bitkileri Anabilim Dal
Damisman: Prof. Dr. Taner AKAR
Temmuz 2022; 36 sayfa

Irmik ve makarna iiretimi i¢in kullanilan makarnalik bugdayda (7riticum durum
L.) temel kalite faktorleri arasinda yliksek dane protein icerigi ve kalitesi ile irmik rengi
bulunmaktadir. Makarnada sar1 rengin agarmasina sebep olan oksidatif enzimlerin
basinda lipoksigenazlar gelmektedir. Makarnalik bugday cesitlerinin pigment igerikleri
ve oksidatif enzim aktiviteleri genetik olarak kontrol edilmekle birlikte yetistirme
kosullar1 da bunlari etkilemektedir. Bu nedenle irmik rengi yiiksek fakat oksidatif enzim
aktiviteleri diisiik kararli makarnalik bugday ¢esitlerinin 1slah1 ve yetistirilmesi makarna
endiistrisi i¢in ¢ok dnemlidir. Bu ¢alismada iilkemizde tescil edilmis 56 adet makarnalik
bugday ¢esidi 7 farkli molekiiler belirte¢ kullanilarak lipoksigenaz aktivitesini etkileyen
genler bakimindan tanimlanmistir. Elde edilen molekiiler verilere gore, makarnalik
bugday cesitleri lipoksigenaz aktivitelerine gore diisiik, orta ve yiiksek olarak haplotiplere
ayrilmistir. Calismadan elde edilen sonuglarin tilkemizde diisiik lipoksigenaz aktivitesine
sahip yeni ¢esitlerin gelistirilmesi i¢in yiiriitiilecek 1slah caligmalarina 6nemli katki
saglayacag diistiniilmektedir.

ANAHTAR KELIMELER: irmik rengi, Lipoksigenaz (LOX), Makarnalik bugday,
Triticum durum L.

JURI: Prof. Dr. Taner AKAR (Danigman)
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ABSTRACT

GENETIC CHARACTERIZATION OF LIPOXYGENASE ACTIVITIY
FOR DURUM WHEAT VARIETIES

Medine YURDUSEVEN

MSc Thesis in Field Crops
Supervisor: Prof. Dr. Taner AKAR

July 2022; 36 pages

High protein content and quality together with semolina color are utmost
importance for durum wheat (7riticum durum L) used mainly for semolina and pasta
production. Macaroni color is whitened by mainly lipoxygenases. Semolina color and
oxidative enzymes are controlled genetically; however, environmental factors also
somehow contribute to this criterion. For this reason, selection of macaroni genotypes
with higher semolina color level and lower oxidative enzyme activities is utmost
importance for macaroni industries. In this study, 56 durum wheat varieties registered in
Turkey were genetically characterized by using 7 different molecular markers linked to
lipoxygenase activity. Durum wheat cultivars were classified into three different
haplotypes such as low, medium and high lipoxygenase activity, respectively. It is
thought that these results can contribute to develop new durum wheat cultivars with lower
lipoxygenase activity in Turkey.

KEYWORDS: Durum wheat, Lipoxygenase (LOX), Semolina color, Triticum durum L.

COMMITTEE: Prof. Dr. Taner AKAR (Supervisor)
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1. GIRIS

Insan beslenmesinde enerji kaynagi olarak kullanilan tahillar arasinda bugday
(Triticum L.), 2020 y1l1 verilerine gore 219 milyon ha ekilig alan1 ve yaklagik 761 milyon
ton iiretimiyle diinyada ilk siralarda yer almaktadir (FAOSTAT 2022). Ulkemizde ise
toplam bugday ekilis alan1 6.6 milyon ha ve iiretimi ise 17.6 milyon tondur (TUIK 2022).
Makarnalik bugday (7riticum durum L., 2n=4X=28, AABB) 6zelinde bakilacak olursa
hasat edilen alan yaklasik 1.2 milyon ha ve 268 kg/da verim ortalamasiyla toplam tiretim
yaklasik 3.2 milyon tondur (TUIK 2022).

Makarnalik bugday tiirline ait bugday cesitleri makarna yapimina en uygun
bugdaylar olarak bilinmektedir. Makarnalik bugdaylarinin temel kullanim sekli
makarnadir. Makarnaya ek olarak irmik, bulgur, kuskus ve ¢esitli ekmek yapimlarinda da
kullanilmaktadir. 20. yiizyi1lda makarnalik bugday 1slah programlar1 daha ¢ok verimin
artirtlmas1 ve biyotik ve abiyotik stres faktorlerine dayaniklilik ¢alismalaria
odaklanmistir. Bu yiizyilda ise verimden ziyade kaliteye odaklanma artmis ve arastirma
amagclar1 arasina beslenme degeri ve tahmin edilebilen diger parametreler olan protein
icerigi, su kaldirma kapasitesi ve un rengi gibi 6zellikler eklenmistir. Son zamanlarda ise
insan saglig1 i¢in biiyiik bir beslenme degerine sahip karotenoid pigmentlerinin de 6nemi
artmistir.

Bugday danesindeki karotenoid icerigi ¢cogunlukla lutein ve az miktarlarda da
zeaxanthin ve B-cryopazanthin’den meydana gelmektedir (Hentschel vd. 2002; Adom vd.
2003). Lutein, daha ¢cok makarnanin organoleptik kalitesine (sarilik) katki saglayan bir
maddedir (Hentschel vd. 2002). Yiiksek bir karotenoid icerigi, oksidatif zararlanmaya
kars1 karotenoidlerin hiicre zarin1 koruyucu roliinden dolay1 (Carrera vd. 2007) hiicredeki
serbest radikallerin etkili konsantrasyonu diislirmesiyle birlikte besleyici igerigi
artirmaktadir (Borrelli vd. 1999; Garbus vd. 2009). Dane ve irmik sarili81, bagaktaki igsel
karotenoid igerigi, 6gilitme orani, makarna yapim kosullar1 ve lipoksigenaz enzimlerinin
kilit rol oynadig1 enzimlerin oksidatif degredasyonu gibi bir¢ok faktore bagli olarak
degisiklik gdstermektedir (Borrelli vd. 1999; Porceddu ve Blanco 2014). Bu yiizden, 1slah
programlar1 diigiik oksidatif aktiviteye ve yiiksek igsel karotenoid igerigine sahip
cesitlerin gelistirilmesine odaklanmalidir (Borrelli vd. 2003).

Sar1 pigment icerigi (YPC), sarilik ve makarna kalitesi arasinda pozitif bir iliski
(Borrelli vd. 2003) oldugundan dolayr makarnalik bugday i¢in en oOnemli kalite
parametrelerinden biridir (Borrelli vd. 1999; Troccoli vd. 2000). Bu sebeple, 6zellikle
Avrupa’nin bir¢ok iilkesinde makarna tiretiminde yapay boyalarin kullaniminda yasal bir
sinir koyulmasindan sonra (Hare 2006) sar1 pigment icerigini artirma bir¢ok makarnalik
bugday 1slah programi i¢in ana 1slah amaglarindan biri olmustur.

Yiiksek karotenoid igerigi ve yiiksek endosperm sariligi her ne kadar makarna
kalitesi lizerinde ¢ok biiyiik etkiye sahip olsa da her zaman makarna tirlinlerindeki yiiksek
sarilik icerigini garanti etmemektedir. Makarna yapimi sirasinda karotenidlerin oksidatif
degredasyonlar1 meydana gelebilir ve bu da nihai {iriinlerin agarmasina yol agabilir.
Peroksidaz ve polifenol oksidazlar gibi birka¢ enzim bu degredasyonda rol oynamasina
ragmen asil onemli faktor lipoksigenazlardir. Lipoksigenaz enzimleri, hidroperoksitleri
iretmek i¢in cis, cis-1,4 pentadien sistemi boyunca molekiiler oksijen ilavesini katalize
ederler. Lipoksigenazlar bitkilerin tohumlarinda ve tiim toprak {istii aksamlarinda
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bulunmaktadir ancak danenin farkli kisimlarina, yetistirme kosullarina ve olgunluk
derecesi gibi faktorlere bagl olarak degisiklik gostermektedir (Coskun ve Ercan 2003).

Farkli reaksiyonlardan lipoksigenazlar tarafindan {iretilen metabolitlerin ¢ogu
genel olarak oksilipinler olarak adlandirilir ve bunlar bitki biiylimesi ve gelismesi (Berg
vd. 2006), yaslanma (Seltmann vd. 2010), yaralanma ve stres tepkisi (Veronico vd. 2006)
ve bitki savunmasinda (Wang vd. 2008) onemli roller oynamaktadirlar. Bugday
tanesindeki Lox icerigi ¢ok diisiiktiir, ancak yagin enzimatik oksidasyonu sirasinda
iiretilen reaktif oksijen tiirleri, sadece un, eriste, buharda pisirilmis ekmek ve ekmek unu
iriinlerinin rengini etkileyen pigmenti bozmakla kalmaz (Manna vd. 1998; Loiseau vd.
2001), ayn1t zamanda undan elde edilen iiriinlerin beslenme ve igleme 6zelliklerine de
onemli 6l¢iide etki eder (Shiiba vd. 1991; Trufanov vd. 2007; Permyakova vd. 2010;
Permyakova ve Trufanov 2011).

Modern molekiiler tekniklerin kullanilmasiyla birlikte arpa (van Mechelen vd.
1999), makarnalik bugday (Carrera vd. 2007; Garbus vd. 2009; Verlotta vd. 2010) ve
ekmeklik bugday (Feng vd. 2010, 2012; Geng vd. 2012; Garbus vd. 2013) gibi bir¢ok
tahilda Lox genleri haritalanmis ve klonlanmistir. Glinlimiize kadar makarnalik bugdayin
4A, 4B, 5A ve 5B kromozomlari iizerinde Lpx-A3 (DQ474242 ve DQ474244), Lpx-Al-
like (FJ518909), Lpx-B1.1 (DQ474240), Lpx-B1.2 (DQ474241), Lpx-B1.3 (HM126469),
Lpx-B3 (DQ474243), Lpx-A2 (DQ448002), ve Lpx-B2 (DQ448001) olmak iizere
toplamda 8 Lox geni kismi veya tam olarak klonlanmistir (Hessler vd. 2002; Carrera vd.
2007; Zhang vd. 2008; Garbus vd. 2009; Verlotta vd. 2010). Verlotta vd. (2010) Lpx-B1.1
lokusunda Lpx-B1.1a (HM126466), Lpx-B1.1b (HM126468) ve Lpx-B1.1c (HM126470)
olmak {izere 3 farkl allel oldugunu belirtmis ve Lpx-BI1b ve Lpx-B1.3 kombinasyonu
tastyan genotipler haplotip I, Lpx-Bl.1a ve Lpx-B1.2 kombinasyonu tasiyan genotipler
haplotip II ve Lpx-Bl.1c ve Lpx-B1.2 kombinasyonu tagtyan genotipler ise haplotip III
olarak adlandirilmistir. Sonug olarak bu haplotiplerin sirasiyla yiiksek, orta ve diisiik
lipoksigenaz aktivitesi sagladigi vurgulanmigtir. Feng vd. (2010, 2012) da TaLoxI
(GU167920/GQ166692), TaLox2 (GU167921/GQ166691) ve TaLox3 (HQ913602)
olarak adlandirilan 3 farklt Lox genini klonlamistir. Geng vd. (2012) da farkh
lipoksigenaz aktivitesine sahip ekmeklik bugday cesitlerine ait 7aLox-BI sekanslarinin
bu lokusta TalLox-Bla (HQ406779) ve TaLox-B1b (HQ406780) olarak adlandirilan 2
farkl allele isaret ettigini belirtmis ve TaLox-Bla ve TaLox-B1b'nin {ligiincii ekzonunda
tek niikleotid polimorfizmi (SNP) bulundugunu tespit etmistir.

Yapilan literatiir taramalarina gore su ana kadar iilkemizdeki makarnalik bugday
cesitlerinin lipoksigenaz aktivitesi ile iliskili oldugu bilinen Lpx-BI.1, Lpx-B1.2, Lpx-
B1.3, TalLox-Bl, TalLox-B2 ve TaLox-B3 lokuslar1 bakimindan molekiiler olarak
incelendigi bir ¢aligmaya rastlanilmamistir. Bu tez ¢alismasi, Tiirkiye’de yaygin olarak
yetistirilen makarnalik bugday ¢esitlerinin lipoksigenaz aktivitesi ile iligkili lokuslar
bakimindan molekiiler olarak taranmasi ve genetik iligkilerinin belirlenmesi amaciyla
yapilmustir.



KAYNAK TARAMASI M. YURDUSEVEN

2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Makarnalik Bugdaymn Onemi

Tiirkiye makarnalik bugdayim énemli gen merkezlerinden biridir. Ulkemizde 2021
verilerine gore yaklasik 1.2 milyon ha’lik makarnalik bugday ekilisi ve yaklagik 3.2
milyon ton iiretimi yapilmaktadir. (TUIK 2022) Toplam bugday ekilen alanin %16’sin1
ve toplam iiretimin ise %17’sini makarnalik bugday olusturmaktadir. Makarnalik bugday
amber ve kirmizi renkli olmak iizere ikiye ayrilir. Makarna sanayisi i¢in kirmizi renkli
olan makarnalik bugdaylar 6nemli degildir, daha ¢ok hayvan yemi olarak kullanilirlar.
Bu grupta yer alan bugdaylar daha ¢ok Arjantin’de yetistirilmektedir. Amber renkli
makarnalik bugdaylar ise makarna sanayisi i¢in Onem arz ederler. Makarnalik
bugdaylarin i¢indeki en sert bugdaylar amber renkli olan bugdaylardir. Protein miktarlar
cevreye bagl olarak degisse de ¢ogunlukla yiiksektir (Morris 2004; Eserkaya 2010).

Makarnalik bugdaylar spagetti ve makarna gibi irmik {irtinleri ile bulgur ve kuskus
gibi tanecikli (graniiler) iiriinler olarak degerlendirilmektedir. insan beslenmesinde gida
olarak ekmekten sonra en ¢ok tiiketilen besin makarnadir. 2017 y1l1 Uluslararas1 Makarna
Organizasyonunun verilerine gore Tiirkiye, Italya ve Amerika’nin ardindan yaklasik 1.3
milyon ton makarna iiretimiyle Diinya {i¢iinciisii konumundadir (IPO 2017). 2019 yili
verilerine gore ise %611k paya tekabiil eden 607 milyon dolar ile italya, Cin ve Kore’nin
ardindan dordiincii biiylik ihracatgidir (Anonymous 2019).

Makarna; kolay ve uzun siire saklanabilmesi, kolay hazirlanisi, ekonomik olmast,
cesit zenginligi, diisiik glisemik indekse (GI) sahip olmasi, diisiik miktarda yag ve tuz
icermesi gibi sebeplerle tercih edilmektedir (Sayaslan 2005). Gerek beslenme gerekse
duyusal bakimdan kaliteli makarna {retimi, uygun hammadde ve uygun isleme
teknolojisi se¢imiyle saglanir. Makarnalik bugdaylarinin makarnalik kaliteleri, ¢cevresel
faktorler ve genetikten farkli derecelerde etkilenen dane fiziksel 6zellikleri ve danenin
kimyasal bilesimleri tarafindan kontrol edilmektedir (Troccoli vd. 2000).

2.2. Makarnalik Bugdayin Kalitesi ve Lipoksigenazlar ile Ilgili Yapilan Calismalar

Makarnalik bugday dane kalitesi ve elde edilen irmigin kalitesi makarna kalitesini
belirleyen en onemli parametrelerdir. Kaliteli makarnalik bugday tanimi {ilkelere,
aligkanliklara ve son tirline gore degisiklik gostermektedir. Bu sebeple kaliteli makarnalik
bugday degerlendirmesi ekmeklik bugdaya gore zordur. Kalite kriterleri 1slah kuruluslari,
makarnalik bugday1 isleyen sektor ve ticaret borsalari istekleri dikkate alinarak
belirlenmelidir. Makarnalik bugday standardinin derecelendirme faktorleri danenin
fiziksel ozellikleri, kalite 6zellikleri ve hastalik ve zararl etkileri olarak ayri ayr ele
alimmalidir (Atl vd. 2010).

Makarnalik bugdaymnin kalitesi, hektolitre agirligi, renk, camsilik orani, dane
sertligi, protein miktar1 ve kalitesi, 6glitme kalitesi (irmik verimi ve kiil orani), sar
pigment icerigi, sar1 renk kayb1 ya da renk kararmasina sebep olan lipoksigenaz (LOX),
peroksidaz (POD) ve polifenol oksidaz (PPO) gibi oksidatif enzimlerin aktiviteleri gibi
tanenin kimyasal, fiziksel ve teknolojik 6zellikleri tarafindan etkilenmektedir (Borrelli
vd. 1999, 2003; Troccoli vd. 2000; Morris vd. 2004; Koyuncu 2009).
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Bu etkenlerden 6zellikle tanenin protein kalitesi (gluten dayanimi) ve protein
miktar1 ile sar1 parlak rengi ve sar1 pigment icerigi olumsuz olarak etkileyen oksidatif
enzimlerin aktiviteleri olduk¢a Onemlidir. Bu parametreler kaliteli bir makarnada
istenilen pigme kalitesini (pisirilirken yapigsmayan ve dagilmayan tiiketilirken agizda
hissedilebilir sertlikte bir yap1 ‘al dente’) ve parlak sar1 renk olusumunu tayin eden
ozelliklerdir (Clarke vd. 1998). Bu 6zellikler her ne kadar genotipik olarak kontrol edilse
de yetistirme kosullar1 ve c¢evresel faktorler de kaliteyi etkileyen 6nemli unsurlardir
(Aalami vd. 2007; Balkan 2011; Ozbey 2016).

Dane iriligi, camsilig1 ve sertligi de 6zellikle kullanim alani ile yakindan iligkili
fiziksel Ozelliklerdir. Dane iriligi biiyiik oranda genotipik olarak kontrol edilmekle
birlikte az da olsa ¢evresel etmenlerden etkilenmektir. Hastaliktan ari, dolgun ve iri
boyutta bir makarnalik bugday danesi 6zellikle 6gilitme islemi ve tavlama islemlerinin
etkinligi i¢in ve dolayisiyla un ve irmik verimi bakimindan olduk¢a 6nemlidir. Dane
boyutuna paralel olarak kabuk-endosperm orani arttig1 i¢in irmik veya un verimini de
yiikselmektedir. Tavlama ve oglitme gibi islemlerde kosullarin ve farkli {iriinlere
uygunluk derecesi saglayan fiziksel Ozelliklerden tanenin sertligi/yumusakligidir.
Bugday tane sertliginde endosperm katmani belirleyici bir etkiye sahip olup, tane
sertliginin temelde gliiten-nisasta arasindaki baglar veya etkilesim kuvveti belirler.
Bugday dane sertligi genetik olarak kontrol edilmektedir. Cogunlukla bugdayin D
genomunun 5. kromozomun kisa kolu (5 DS) iizerinde bulunan Ha gen bolgesi tarafindan
kontrol edilmektedir. Makarnalik bugdayda D genomu bulunmamasindan dolay1 en sert
bugdaylardir. Sert endosperme sahip makarnalik bugdaylarda irmik verimi ve buna baglh
olarak makarnalik degeri olduke¢a yiiksektir (Yiiksel vd. 2011). Makarnalik bugdayin
onemli fiziksel 6zeliklerinden birisi de camsiliktir. Dane sertligi ile iligkili olan camsilik
orani genellikle makarnalik bugdaylarda diger bugday tiirlerine gore daha yiiksektir.
Makarnalik bugdaylarin camsilik oranlar ile parlaklik dereceleri ve irmik verimleri
arasinda pozitif bir iliski vardir. Makarnalik bugday sertliginde genotip belirleyici
etmenken camsilikta ¢evresel faktorler etkilidir (Bushuk 1998; Eserkaya vd. 2010).

Hektolitre agirligi bugday yogunlugunun 6l¢iisii ve belli bir hacimdeki bugdayin
agirhigr olarak bilinmektedir. Hektolitre agirligr ile irmik verimi arasinda olumlu bir
dogrusal iliski (korelasyon) vardir. Bu nedenle makarnalik bugdayin hektolitre agirliginin
yiikksek olmasi istenilir. Makarnalik bugday hektolitresi diger bugday tiirleriyle
karsilastirinca %9-10 kat daha fazladir (Bushuk 1998). Bin dane agirlig1 ise bin adet
bugday danesinin agirligidir. Makarnalik bugdaymn bin dane agirhigi diger bugday
tiirlerine gore daha yiiksektir. Bugday danesi biiyiidiik¢e kabuk orani azaldigi i¢in irmik
verimi artar fakat bu iliski dane biiyilikligliniin homojenligi, camsilig1, danenin sekli ve
dane icerisindeki yabanci madde ile iliskilidir (Hoseney 1994; Eserkaya vd. 2010).

Makarnalik bugdayda 6nemli kalite kriterlerinden bir tanesi de dane rengidir.
Makarna renginin parlak sar1 olmasi istenmektedir. Un rengi bugday i¢in kilit bir kalite
ozelligidir ve elde edilen son {irlinlin pazarlanmasinda belirleyici role sahiptir. Un, eriste
ve buharda pisirilmis ekmek unu iiriinlerinin rengini ve beslenmesini dnemli 6l¢lide
etkileyen bol miktarda dogal pigmentler igerir (Crawford vd. 2011). Bu konuda yapilan
birgok calisma un renginin danedeki igsel karotenoid pigmentlerinden kaynaklandigi
ancak son {riinlerin elde edilmesi i¢in gerekli siiregler sirasinda Lox (Manna vd. 1998;
Loiseau vd. 2001; Trufanov vd. 2007), fitoen sentaz (Psy) (He vd. 2009b; Crawford vd.
2011) ve polifenol oksidaz (Baik vd. 1995; Chang vd. 2007) gibi enzimlerden
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etkilendigini gostermistir. Agirlikli olarak serbest ve esterlenmis luteinden olusan
karotenoidler, makarna iirlinlerinin 6nemli bir estetik parametresi olmasinin yani sira
yiiksek besin degerine sahiptir. Cogunlukla yasa bagli makula dejenerasyonu ve katarakt
dahil okiiler hastalik riskini azaltmadaki 6nemi ile bilinen lutein tiiketimi, son zamanlarda
kardiyovaskiiler hastalik ve c¢esitli kanser tiirleri gelistirme riskinin azalmasiyla
iliskilendirilmistir. Bu baglamda, makarna gibi yaygin olarak tiiketilen bir gidadaki lutein
iceriginin arttirilmasi, 6zellikle giinliik 6nerilen dozla karsilagtirildiginda diisiik giinliik
lutein alimi ile insan sagliginin korunmasina faydali olmas1 muhtemeldir.

Yukarida da bahsedildigi gibi pigmentler esas olarak iiriinlerin ogiitiilmesi ve
islenmesi sirasinda bozulur. Ogiitme islemi danenin dis kisminda yer alan tabakadaki
pigmentlerin mekanik kaybina sebep olabilir ancak asil maksimum kayip Lox
akvititesinden kaynaklanmaktadir (Borrelli vd. 1999). Lox irmikteki agarma ile iliskili en
onemli enzimlerden biri olarak kabul edilmektedir. Zilic vd. (2010) disiik Lox
aktivitesine sahip g¢esitlerin daha yiiksek besleme degerine sahip olabilecegini
vurgulamigtir. Shiiba vd. (1991) da Lox izozimi ile muamele edilmis unun, enzim
muamelesi yapilmayan kontrol unundan daha kisa hamur gelistirme siiresine ve daha az
dirence sahip oldugunu belirlemistir.

Permyakova vd. (2010) spesifik Lox aktivitesi ile hamur uzayabilirligi arasindaki
negatif korelasyon oldugunu ve bunun bu enzimin gluten ve hamur kalitesindeki kararsiz
roliinii acgikladigin1 iddia etmistir. Trufanov vd. (2007) de Shiiba vd. (1991)’i
dogrulayarak Lox aktivitesi ile gluten dayanimi arasinda negatif bir oldugunu
belirlemistir. Tiimn bu ¢calismalar dikkate alindiginda, Lox aktivitesinin sadece un ve un
iriinlerinin rengini etkilemedigini, ayn1 zamanda gluten mukavemeti ve hamur reolojik
ozellikleri ile de yakindan iligkili oldugu anlasilmaktadir.

Bunun yanisira Lox aktivitesinin depolama sirasinda da 6zellikle ekmeklik
bugdayin depo kalitesini etkiledigine yonelik ¢aligmalar bulunmaktadir. Leenhardt vd.
(2006) daneden ekmege kadar olan siirecte bugday karotenoidleri ve E vitamini igerigi
bakimindan degisimleri ele almis ve bunlarin seviyelerini etkileyen 6nemli isleme
siireclerini irdelemislerdir. Onemli 6lgiide genetik tabana bagl olan karotenoid pigment
kayb1 ile lipoksigenaz aktivitesi arasinda ¢ok giiclii bir pozitif korelasyon (r= 0.97;
p<0.05) oldugunu tespit etmislerdir. Ozellikle yiiksek karotenoid ve diisiik lipoksigenaz
aktivitesine sahip ¢esitlerinin kullanilmasi ile 6nemli bir miktarda karotenoidin ekmekte
muhafaza edilebilecegini vurgulamislardir. Ayrica hamur yapimi sirasindaki E vitamini
icerigi ile LOX aktivitesi arasinda herhangi bir iligskinin bulunmadigini bildirmislerdir.
Sonug olarak, ekmeklik bugdaydaki diisiik Lox aktivitesi depolama siiresini artirmakta ve
dolayisiyla ticari degerini de yiikseltmektedir (Leenhardt vd. 2006; Borrelli vd. 2008).
Tolouie vd. (2018) atmosferik soguk plazma isleminin bugday danelerindeki lipaz ve
lipoksigenazin  inaktivasyonuna etkisini degerlendirmek iizere bir ¢alisma
yiirtitmiislerdir. Caligma ile depolama sirasinda atmosferik soguk plazma islemine maruz
birakilan danelerin igeriginde bulunan lipaz ve lipoksigenaz enzimlerinin bir kisminin
geri kazanildig1 anlagilmis ancak bu oranin lipaz i¢in daha yiiksek oldugu belirlenmistir.
Sonug olarak, soguk plazma isleminin danedeki enzim aktivitesini ¢ok diisiik seviyelere
indirmedigi fakat dane igerigini stabilize etmek ve raf Omriinii uzatmak i¢in yeni bir
potansiyel olarak sunulabilecegi 6ne siiriilmiistiir.
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Ulkemizde makarnalik bugdaylarda lipoksigenaz aktivitesinin aragtirilmasini esas
alan ¢ok detayli bir ¢alisma bulunmamakla beraber biyokimyasal yontemlerle yapilan
birka¢ caligma yapilmistir. Bu ¢aligmalardan birinde Coskun ve Ercan (2003) 9 farkl
makarnalik bugday c¢esidini lipoksigenaz aktivitesi bakimindan degerlendirmis ve
danelerdeki lipoksigenaz aktivitesinin 0.09 ile 0.39 mg O» L-'dk!g! arasinda degistigini
tespit etmistir. Bunun yaninda ayni danelerden elde edilmis irmik ve makarnalarda da
lipoksigenaz aktivitesi aragtirilmig ve sirasiyla 0.06-0.025 I''dk-'g"! ve 0.00 ve 0.09 L-'dk-
o'l arasinda degisim araligina sahip oldugunu bildirmislerdir. Ayni drneklerde pigment
Olgtimleri de yapilmig ve irmik oOrneklerinde pigment miktarinin 5.54-8.81 ppm ve
makarna Orneklerinde ise 42.27-8.06 ppm arasinda degistigi bildirilmistir. Ayrica
makarna pigment kayip oraninin %7.6 ile %22.9 arasinda degistigini ve lipoksigenaz
enzim aktivitesi arttikca makarna pigment miktarindaki kaybin da arttigi vurgulanmaigtir.
Ayni calismada Kunduru-1149 ve Cakmak-79 gibi makarnalik bugday cesitlerinin
lipoksigenaz aktivitelerinin yliksek, Gediz-75 ¢esidinin ise en disik oldugu
belirlenmistir.

Bir diger ¢alismada da Ates Sonmezoglu ve Balkan (2014) 15 saf hat ve 7 tescilli
cesitten olugan 22 genotiplik bir makarnalik bugday setinde molekiiler ve biyokimyasal
yontemler kullanarak LOX aktivitesi ve pigment igerigini belirlemislerdir. Calisma ile
elde edilen sonuclara gére Gediz-75 ve Zenit ¢esitleri ile 4 hattin LOX aktivitesi ile iliski
olarak kaliteli makarna {iretimi i¢in en uygun genotipler oldugunu belirlenmistir. Bunun
yaninda pigment icerigi bakimindan Kyle, Zenit, Gdem-12, Gdem-2, TMB-1 ve TMB-3
genotiplerinin yiiksek potansiyele sahip oldugu bildirilmistir. Her iki 6zellik birlikte
degerlendirildiginde Gediz-75 ve Zenit gesitleri ile Gdem-12 hattinin makarna iiretimi
icin yiiksek potansiyele sahip oldugu vurgulanmaistir.

2.3. Sar1 Pigment Icerigi ve Lipoksigenaz Aktivitesi ile Ilgili Yapilan Molekiiler
Calhismalar

Dane sarilig1 genetik olarak kontrol edilen bir 6zellik olmasina ragmen (Borrelli
vd. 1999; Clarke vd. 2006; Magallanes-Lopez vd. 2017) olduk¢a karmasik bir 6zelliktir
(Patil vd. 2008; Roncallo vd. 2012). Sar1 pigment igerigi icin neredeyse tim
kromozomlarda kantitatif 6zellik lokuslart (QTLs) tanimlanmistir. Phytoene synthase
enzimi (PSY) geranilgeranil difosfattan phytoene sentezindeki hiz kontrol basamagini
kataliz etmektedir. Psyl-A1 ve Psyl-Bl genleri, sar1 pigment igerigi i¢in sirasiyla
kromozom 7A ve 7B’de bulunan biiyiik QTL’lerini kodlamaktadir (Patil vd. 2018). Bu
genlerde bugdaydaki dane sarilig1 varyasyonu ile ilgili allelik varyasyon hakkinda 6nemli
bilgiler bulunmaktadir. Hem makarnalik hem de ekmeklik bugdayda yiiksek sarilik
iceriklerine sahip hatlari/gesitlerin se¢imini kolaylastirabilecek hem Psy/-A/ hem de
Psyl-B1 genleri icin gelistirilmis molekiiler belirte¢ler mevcuttur (Patil vd. 2018; Zhang
vd. 2008; Zhang vd. 2015; Zhai vd. 2016; He vd. 2008, 2009a, 2009b). Diisiik irmik
sariligia saglayan Psyl-Ala, orta irmik sarilig1 saglayan Psyl-A1l ve yiiksek irmik
sarilig1 saglayan Psyl-Alo allelleri Psyl-A1’deki allelik varyantlar olarak bilinmektedir
(Singh vd. 2009). Bunun yaninda Campos vd. (2015) tarafindan 20 modern ¢esit ve 155
kdy cesidinden olusturulan bir set ile yiiriitiilen bir ¢alismada Psy/-Bla ve Psyl-Blb
allellerini tagtyan genotipler arasinda irmik rengi bakimindan bir fark gézlenmedigi rapor
edilmisgtir.
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Ote yandan makarna isleme sirasinda pigment oksidasyonunun bir sonucu olarak
genellikle bir renk kayb1 olmaktadir. Makarnalik bugday irmiginde bulunan peroksidazlar
ve polifenol oksidazlar gibi enzimlerin karotenoid agartmaya katkida bulundugu bilinse
de ana roliin lipoksijenaz-linoleat sistemininki oldugu goriilmektedir. Lipoksijenaz
(LOX, linoleat:oksijen oksidorediiktaz; EC 1.13.11.12), karsilik gelen hidroperoksitleri
iretmek i¢in 1,4-cis,cis pentadien yapilar1 iceren c¢oklu doymamis yag asitlerinin
konumsal ve spesifik dioksijenasyonunu katalize eden proteinsiz (hem olmayan) demir
iceren dioksijenazlarin bir sinifidir. Bitkilerde, LOX reaksiyonunun iiriinlerinin vejetatif
biiylime, yaralanma, otobur ve patojen saldirisina tepki ve ayrica ¢cimlenme sirasinda depo
lipidlerinin mobilizasyonu gibi ¢esitli islemlerde rolleri oldugu gosterilmistir. Makarnalik
bugday irmiginde, linoleat hidroperoksidasyonunun ara durumlar1 sirasinda iiretilen
radikaller karotenoid pigmentlerin oksidasyonuna ve sonug¢ olarak makarna iiriinlerinde
sar1 renk kaybina neden olabilir.

Parada vd. (2020) Phytoene synthase 1 (Psyl) ve lipoksigenaz 1 (Lpx-1) genlerinin
makarnalik bugdayda karotenoid pigmentlerinin katalizinde ve sentezinde rol alan ve
sirastyla irmigin ve makarnanin sart renk derecesini ve bunlarin yiiksekligini ve
diisiikliigini  diizenleyen kilit genler oldugunu vurgulamislardir. Yaptiklari
caligmalarinda ise bu genin yeni haplotiplerinin danede ve irmikte sar1 pigment icerigini
onemli dlciide etkiledigini rapor etmislerdir. Elde edilen sonug¢lardan sonra Psy/ geninin
dane gelisimi sirasinda irmik rengini belirlemede, Lpx-/ geninin ise daha ¢ok hasat
sonras1 donemlerde ve makarna yapim siirecinde daha belirleyici oldugu vurgulanmistir.

Lox aktivitesi iizerine yapilan molekiiler ¢aligmalar irdelenecek olursa dncelikli
olarak Lox aktivitesini kontrol eden lokuslarin arpada (Hordeum vulgare L.) tanimlandig1
ve daha sonra ortologlarinin bugdayda belirlendigi anlasilmaktadir. Arpada LOX-1 ve
LOX-2 olmak tizere iki farkli izoform saflagtirilmis ve karakterize edilmistir (Yang vd.
1993). LOX-1 izoformu olgun danelerdeki toplam LOX aktivitesine katkida bulunurken,
LOX-2 aktivitesinin ¢imlenme sirasinda arttig1 bilinmektedir (Holtman vd. 1996). LOX
proteinlerini kodlayan tic cDNA dizisi arpa tanelerinden izole edilmis ve bunlara karsilik
gelen genlerin kromozomal konumlar1 belirlenmistir. LoxA ve LoxC klonlarinin sirasiyla
LOX-1 ve LOX-2 izoformlarina karsilik geldigi (van Mechelen vd. 1995) ve LoxB (van
Mechelen vd. 1999) olarak bilinen tigiincii bir klonun ise bugiine kadar tanimlanmamais
bir LOX izoformu oldugu belirlenmistir. LoxA ve LoxB lokuslar1 siki bir sekilde
baglantili oldugu (1 cM) ve 4HS kromozomunda tanimlandigi, LoxC lokusunun ise SH
kromozomunun uzun koluna yer aldig1 bilinmektedir (van Mechelen vd. 1999). De
Simone vd. (2010) da diisiik ve yliksek enzim aktivitelerine sahip c¢esitlerin olgun
danelerinde Lpx-1 ve Lpx-3 genlerinin farkli transkriptler sentezledigini fakat Lpx-2
transkriptlerinin bu agamada bulunmadigini bildirmistir.

Makarnalik bugdayda LOX genleri arpa ile dogrusal olan bdlgelerde
bulunmaktadir ve bu nedenle ortolog olduklar: diigiiniilmektedir: makarnalik bugdaydaki
iki Lpx-2 dizisi arpada grup 5 kromozomunda tanimlanmig ve LoxC genine karsilik
gelirken, yine makarnalik bugdayda Lpx-3 olarak tanimlanmus iki dizi arpada grup 4
krozomunda tanimlanan LoxB’ye karsilik gelmektedir. Arpa LoxA'ya ortolog olan
makarnalik bugday genlerinin tanimlanmasma kadar, makarnalik bugdayda, son
introndaki minyatiir bir ters ¢evrilmis tekrar yer degistirebilir elemanin (MITE)
kararsizligindan kaynaklanan ii¢ dogal Lpx/ gen varyant1 oldugu bilinmekteydi (Hessler
vd. 2002). Bu ¢alismada MITE'nin tam (C7.2.1), kismi (J4.2) ve hatta mevcut olmadigi
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(J2.2/C5.36.2) gosterilmis ve bu polimorfizmin 4BS kromozomunda tanimlanan Lpx-1
dizilerinden kaynaklandigi ileri siiriilmiistiir. Arastiricilar, ii¢ dizi arasindaki benzerliklere
ve ¢esitler arasindaki dagilimlarina dayanarak, C721 ve J42 dizilerinin, kromozom 4B'nin
kisa kolundaki ayni Lpx-1 lokusundaki allelleri temsil ettigini, fakat J22 ve C5362
dizilerinin bir farkli bir Lpx-/ lokusundaki bir geni temsil ettigini 6ne siirmiislerdir. Bu
hipotez, MITE'li ve MITE'siz dizilere karsilik gelen DQ474240 ve DQ474241 olmak
tizere iki diziyi vurgulayan Carrera vd. (2007) nin bulgulariyla da desteklenmistir. Garbus
vd. (2009) tarafindan yapilan haritalama calismasinda bu dizilerin makarnalik bugdayin
4B kromozomu iizerinde yer alan Lpx-B1 lokusundaki iki farkli gen (Lpx-B1.1 ve Lpx-
B1.2) oldugu ortaya koyulmustur. Ayni ¢calismada ayrica Lpx-B1.1 geninin kopyasinda
bir delesyon bulundugu ve bu delesyondan kaynakli olusan varyasyonun irmik
ekstraktlarindaki LOX aktivitesinde gii¢lii bir azalma ile iliskili oldugu tespit edilmistir.

Verlotta vd. (2010) olgun danede Lox aktivitesinin belirlenmesinde Lpx-1 geninin
roliiniin etkinligini arastirmak i¢in bir ¢alisma yiiriitmiigler ve bu calismada Lpx-Bl.1la
(aksesyon kodu: HM126466), Lpx-Bl.1b (aksesyon kodu: HM126468), Lpx-Bl.Ic
(aksesyon kodu: HM126470), Lpx-B1.2 (aksesyon kodu: HM126467) ve Lpx-Bl.3
(aksesyon kodu: HM126469) olarak tanimlanan 5 farkli allelin LOX aktivitesindeki
rollerini  tanimlamuglardir.  Yapilan QTL analizleri sonucunda lipoksigenaz
aktivitesindeki varyasyonun %36-54 oraninda Lpx-B1 lokusundan kaynaklandig1 tespit
edilmistir. Bunlara ek olarak, bu genlerden olusan 3 farkli kombinasyon tanimlanmaigtir.
Buna gore Lpx-B1b ve Lpx-B1.3 kombinasyonu tasiyan genotipler haplotip I, Lpx-Bl.1a
ve Lpx-B1.2 kombinasyonu tasiyan genotipler haplotip II ve Lpx-Bl.Ic ve Lpx-B1.2
kombinasyonu tastyan genotipler ise haplotip III olarak adlandirilmistir. Sonug olarak bu
haplotiplerin sirasiyla yiliksek, orta ve diisiik lipoksigenaz aktivitesi sagladigi
vurgulanmigtir. Ayrica Feng vd. (2010, 2012) da ekmeklik bugdayda TaLoxI
(GU167920/GQ166692), TaLox2 (GU167921/GQ166691) ve TaLox3 (HQ913602)
olarak adlandirilan 3 farkli Lox genini klonlamistir. Geng vd. (2012) da farkh
lipoksigenaz aktivitesine sahip ekmeklik bugday cesitlerine ait 7aLox-BI sekanslarinin
bu lokusta TalLox-Bla (HQ406779) ve TaLox-B1b (HQ406780) olarak adlandirilan 2
farkl allele isaret ettigini belirtmis ve TaLox-Bla ve TaLox-B1b'nin ligiincii ekzonunda
tek niikleotid polimorfizmi (SNP) bulundugunu tespit etmistir. Zhang vd. (2015) Lox-B1,
Lox-B2 ve Lox-B3 lokuslarindaki genlerin 5 farkli kombinasyonu arasinda 7aLox-
Bla/TaLox-B2a/TaLox-B3a kombinasyonunun yiiksek Lox aktivitesine yol actigini
ancak TalLox-Bla/TaLox-B2b/TaLox-B3b kombinasyonuna sahip genotiplerin ise diigiik
Lox aktivitesine sahip oldugunu vurgulamistir. Bu ¢aligmalarda tanimlanan lokuslarin
yapilarinin sematik gosterimi Sekil 1’de verilmistir.
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TaLox-B2b '
ATG TGA
TaLox-B3

Sekil 2.1. Makarnalik ve ekmeklik bugdayda Lox genlerinin yapilarinin sematik
gosterimi. Kutular ekzonlari ¢izgiler ise intronlar temsil etmektedir (Zhang vd. 2015)

Lox aktivitesi ile ilgili yapilan diger calismalar agagida 6zetlenmistir. Carrera vd.
(2007) Lpx-B1 lokusunda tekrarlarin oldugunu ve Lpx-B1. I kopyasindaki bir delesyondan
kaynakli bir allelik varyasyon oldugunu ortaya ¢ikarmislardir. Bu delesyonun LOX
aktivitesinde yaklasik 4.5 kat diisiis sagladigini ve markarna rengini artirdigini
(»<0.0001) fakat makarna iiretim siirecinde pigment degredasyonunu azalttigindan dolay1
irmik rengiyle istatistiki olarak iliskisinin olmadigini bildirmiglerdir. UC1113 hatti ile
Kofa ¢esidi arasinda melezden elde edilen bir popiilasyonda 4B kromozomu iizerinde bu
delesyon icin bir molekiiler belirte¢ haritalanmistir. Bunun yaninda 4A kromozomu
iizerinde irmik ve makarna rengi ile iliskili (»p<0.01) ikinci bir lipoksigenaz lokusu (Lpx-
A3) haritalandig1 fakat bu lokusun olgun danede LOX aktivitesi ile iliskili olmadigi
bildirilmistir. Bu belirtegler ve yeni allelik varyantlarin Lpx lokusundaki varyasyonu
etkilemede ve makarna renginin gelistirilmesinde katki saglayabilecegi sonucuna
varilmstir.

De Simone vd. (2010) 71 genotipten olusan italyan makarnalik bugday
koleksiyonunda sar1 pigment igerigi (YPC), lipoksigenaz (LOX) aktivitesi ve Lpx-B1.1
lokusundaki polimorfizmi belirlemek i¢in bir ¢aligma yiiriitmiislerdir. Calisma sonucunda
hem YPC (3.68-9.43 ng/g dw) hem LOX aktivitesi (0.02-7.91 EU/g dw) bakimindan
genotipler arasinda biiylik bir varyasyonun oldugu belirlenmistir. Ayrica LOX
aktivitesindeki farkliliklarla Lpx-B1.1 lokusundaki polimorfizm arasinda Onemli bir
pozitif iliski bulundugu belirlenmistir.

Geng vd. (2011) Zhongyou 9507 x CA9632 melezinden agilan 71 double haploid
hat ile SSR markirlari kullanarak ekmeklik bugdayda LOX aktivitesi icin QTL
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haritalamas1 gergeklestirmislerdir. Calisma sonucunda 1AL ve 4B kromozomlari
iizerinde QLpx.caas.IAL ve QLpx.caas-4B olmak tizere LOX aktivitesi ile yakindan
iligkili iki kantitatif bolge belirlemislerdir. Bu bolgelerdeki Xwmc312 ve Xgwm251 SSR
lokuslari, AL kromozomu i¢in %13.4-25.2 ve 4B kromozomu i¢in %14.3-27.0 fenotipik
varyansi agiklamistir. Bu SSR lokuslarini dogrulamak i¢in 198 Cin bugday ¢esidi ve ileri
hatt1 kullanilarak ¢aligma yiiriitmiisler ve LOX aktivitesi ile yiiksek derecede 6nemli
(p<0.01) iliski tespit etmislerdir. Bu sonuglara dayanarak Xwmc312/Xgwm251 belirteg
kombinasyonunun LOX aktivitesi ig¢in yiiriitilen belirte¢ destekli seleksiyon
caligmalarinda gilivenilir bir sekilde kullanilabilecegini 6ne siirmiislerdir.

Geng vd. (2012) dominant fonksiyonel markirlar olan LOX16 ve LOX 18’in
yiiksek ve diisitk LOX aktiviteleri ile yiiksek derecede iliskili oldugunu belirtmistir. Ek
olarak, TaLOXI ve TaLOX2 gen bolgelerinin ekmeklik bugdayda toplam LOX
aktivitesine katki saglayabilecegini ileri siirmiistiir (Feng vd. 2010; Geng vd. 2011).

Ozbey (2016) hem yiiksek protein kalitesine hem yiiksek lipoksigenaz aktivitesine
sahip olan TMB2 ve TMB3 hatlarindan diisiik lipoksigenaz akvitesine sahip melezler elde
etmek amaciyla bir ¢alisma yiiriitmiis ve enzim aktivitesi oldukea diisiik oldugu bilinen
Gediz-75 ¢esidi melezlemelerde ebeveyn olarak kullanilmigtir. Sonug olarak elde edilen
melezlerden hedeflenen gen bolgesini (Lpx-B1.1) tastyanlar SSR belirtecleri yardimiyla
secilmistir.

Kaur vd. (2019) 33 Hindistan bugday genotipinde lipoksigenaz aktivitesi ve sar1
pigment igerigini biyokimyasal ve molekiiler yontemlerle tespit etmek i¢in bir ¢alisma
yirlitmiislerdir. Calisma sonucunda LOXI16, LOXI8 ve YP7A belirteglerinin LOX
aktitivesi ve sar1 pigment icerigini genotipik olarak kontrol etmede etkili bir arag
oldugunu ve bu belirteglerin c¢esit gelistirme asamalarinda giivenli bir sekilde
kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Lv vd. (2021) Cin bugday orneklerinde lipoksigenaz aktivitesi ile iliskili genleri
tanimlamak i¢in genom ¢apinda iliski analizi (GWAS) ¢alismasi yiiriitmiigler ve 306 tek
niikleotid polimorfizmi (SNPs) tanimlanmiglardir. Bunlarin arasinda bir biparental
popiilasyonda 3B kromozomu iizerinde lipoksigenaz kodlayan TalLpx-B4 genini tespit
etmislerdir. Ozellikle TaLpx gen ailesinin yumusak bugday un kalitesi artirmada faydal
olabilecegini belirtmislerdir.

Tohum depolanabilirligi ya da bir diger adiyla tohum canlilig1 6zellikle tohum gen
bankalar1 ve kendi tohumlugunu iireten ¢iftgiler i¢in oldukca degerli bir 6zelliktir ve
genellikle LOX aktivitesi ile negatif yonlii iligkili oldugu bilinmektedir. Yang vd. (2021)
CIMMYT bugday 6z koleksiyonundaki (CIMGOG) 60 bugday Orneginin tohum
depolanabilirligini ¢imlenme potansiyeli (RGP), ¢imlenme orani (RGR) ve fide vigor
indeksi (RVI) gibi ii¢ parametreyi de igeren yapay yaslandirma testi (AA) yoluyla
degerlendirmislerdir ve PGP, RGR ve RVI arasinda 6nemli pozitif iligkiler belirlenmistir.
Bunun yaninda genotipler, lipoksigenaz aktivitesi ile iliskili i¢ gen bolgesi (QLpx.caas-
4B, OLpx.caas-14AL ve TALOX-BI) ile molekiiler belirtegler yardimiyla tanimlanmiglar
ve Ozellikle Xgwm251.1250p + Xwmc3 122475, + TaLox-B1b haplotipine sahip genotiplerin
tohum depolanabilirliginin yiiksek oldugu sonucuna varilmstir.
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Zheng vd. (2022) 10 bugday c¢esidinin genotip, lokasyon ve bunlarin
interaksiyonunun lipoksigenaz aktivitesi lizerine etkilerini belirlemek i¢in karsilastirmali
bir caligma yiiriitmiiglerdir. Ayrica ¢alisma kapsaminda 192 SSR belirteci kullanarak 123
bugday ¢esidini lipoksigenaz aktivitesini kontrol eden alleller bakimindan degerlendirmis
ve LOX aktivitesi ile iligkili elit allelleri tanimlamislardir. Yapilan iliski analizi
sonucunda toplam 22 SSR belirtecinin LOX aktivitesi ile yiiksek derecede iliskili oldugu
tespit edilmistir. Ozellikle 4., 5. ve 7. homolog gruplardaki 13 belirteg lokusunun %27 ile
%32 arasinda degisen varyansa sahip oldugunu bildirmislerdir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal
3.1.1. Genetik materyal

Bu c¢aligmada eski ve yeni makarnalik bugday cesitlerinden olusturulan 56 ¢esit genetik
materyal olarak kullanilmistir. Bu setin igerisindeki 32 ¢esit 2000 y1l1 ve sonrasinda tescil
edilmigtir. Bunlarin yaninda diisiik lipoksigenaz aktivitesine sahip oldugu bilinen Kyle
cesidi kontrol olarak kullanilmistir. Calismada kullanilan makarnalik bugday cesitlerine
ait bilgiler Cizelge 3.1°de verilmistir.
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Cizelge 3.1. Calismada kullanilan makarnalik bugday c¢esitlerine ait bilgiler

No Cesit ad1 Tescil eden kurulug*  Tescil yili | No  Cesit ad1 Tescil eden kurulug  Tescil yili | No  Cesit adi Tescil eden kurulug ~ Tescil yili
| Akbasak073/144 TARM 1964 20 Meram-2002  BDUTAEM 2002 39 GAP ETAEM 2004
2 Kunduru414/44 TARM 1963 21 Tunca79 TTAEM 1979 40  Turabi ETAEM 2004
3 Berkmen469  TARM 1967 22 Gokgdl 79 TTAEM 1979 41 Sham-1 DAKTAEM 1991
4 Cakmak 79 TARM 1979 23 Diyabaki-81  GAPUTAEM 1987 4  Amanos97 ~ DAKTAEM 1997
5 Kizltan 91 TARM 1991 24 Ceylan 95 GAPUTAEM 1995 43 Fuatbey2000 DAKTAEM 2000
6  Altn40/98 TARM 1998 25 SariCanak9g ~ OAPUTAEM 1995 44 San Basak DAKTAEM 2013
7 Yilmaz 98 TARM 1998 26 Altntoprak 98 OAPUTAEM 1998 45  Akcakale-2000 GAPTAEM 2002
8 Ankara 98 TARM 1998 27  Aydin-93 GAPUTAEM 1998 46 Ozberk Harran Universitesi 2005
9 Cesit-1252 TARM 2000 28 Firat-93 GAPUTAEM 2002 47 Pmar-2001 Uludag Universitesi 2001
10 Mirzabey 2000  TARM 2000 29 Artuklu GAPUTAEM 2002 48 Zenit TASACO 2001
11 Eminbey TARM 2009 30 Eyyubi GAPUTAEM 2008 49 Svevo TASACO 2001
12 imren TARM 2009 31 Sahinbey GAPUTAEM 2008 50  Levante TASACO 2011
13 Kundurull49  GKTAEM 1967 32 Ziihre GAPUTAEM 2008 51 Saragolla TASACO 2011
14 Altintas 95 GKTAEM 1995 33 Giiney Yildizs =~ GAPUTAEM 2010 52 Maestrale TASACO 2012
15 Kiimbet2000  GKTAEM 2000 34 Gediz-75 GAPUTAEM 1976 53 Burgos Fito Tohumculuk 2011
16  Yelken 2000 GKTAEM 2000 35 Ege88 ETAEM 1988 54  Bisante Trakya Tarim 2012
17 Dumlupimar GKTAEM 2006 36 Salihli 92 ETAEM 1992 55 Karam TASACO 2022
18 Fata‘S’ GKTAEM 1964 37 Solen 2002 ETAEM 2002 56 Tirex TASACO 2022
19 Selcuklu-97 BDUTAEM 1997 38 Tiiten 2002 ETAEM 2002

*TARM: Tarla Bitkileri Merkez Arastirma Enstitiisii Miidiirliigi, GKTAEM: Geg¢it Kusagi Tarimsal Arastirma Enstitiisii Midiirliigii, BDUTAEM: Bahri Dagdas Uluslararas1 Tarimsal
Aragtirma Enstitiisii Miidiirliigli, TTAEM: Trakya Tarimsal Arastirma Enstitiisii Miidiirliigii, GAPUTAEM: GAP Uluslararasi Tarimsal Aragtirma ve Egitim Merkezi Midiirliigii, ETAEM:
Ege Tarimsal Arastirma Enstitiisii Miidiirliigli, DAKTAEM: Dogu Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisii Miidiirliigi, GAPTAEM: GAP Tarimsal Arastirma Enstitiisti Midiirliigii.
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3.2. Metot
3.2.1.DNA izolasyonu

Genomik DNA izolasyonu i¢in NucleoSpin Plant II (Macherey-Nagel) DNA
izolasyon kiti kullanilmistir. Yiiksek miktarda ve kaliteli DNA eldesi i¢in bir genotipe ait
en az 3 tohum viyollere ekilmis ve 2-3 yaprakli doneme kadar yetistirilmistir (Sekil 3.1).

SRR, TS L AR
- E=2

L - - o SR R O e R B .
Sekil 3.1. DNA izolasyonu icin genetik materyallere ait tohumlarin ekimi ve
cimlenmelerine ait gorseller

Ayn1 genotipe ait en az 3 bitkiden birlikte (bulk) alinmig yapraklardan 50-100 mg
tartilarak 1.5 mL’lik mikrotiiplerin igerisine koyulmus ve iizerine 400 uL PL1 tampon
cozeltisi ilave edilmistir. Yaprak 6rnekleri tiip icerisinde rahatga hareket ettirilebilen steril
plastik ezme gubuklari (pistil) ile iyice ezilmistir. Ezme isleminin ardindan mikrotiiplerin
icerisine 10 uL. RNAaz eklenmis ve ornekler 65 °C’de 1 saat termal calkalayicida (TS-
100, Biosan, Letonya) inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyondan sonra mikrotiiplerin
icerisindeki 6rnekler mikropipet yardimiyla collection tiiplere aktarilmis ve 2 dk 13000
rpm’de santrifiijlenerek filtrasyon islemine tabi tutulmustur. Filtreden gegen kisim
yeniden mikrotiiplere aktarilmis ve mikrotiiplere 450 pL PC tamponu eklenerek
vortekslenmistir. Tampon ile iyice karisan lizatlardan mikropipet yardimiyla 700 pL
cekilerek yeniden collection tiiplere aktarilmis ve 1 dk 13000 rpm’de santrifiijlenmistir.
Santriflij sonrasi filtrenin altinda kalan kisim dokiilmiis ve 400 uL. PW1 tamponu
eklenerek 1 dk 13000 rpm’de santrifiij islemi gergeklestirilmistir. Filtrenin altinda kalan
kisim dokiilmiis ve bu sefer 700 uL PW2 tamponu eklenerek 1 dk 13000 rpm’de santrifiij
islemi gerceklestirilmistir. Yikama islemi tamamlanan 6rneklerin filtreleri mikrotiiplere
aktarilmis ve 65 °C’de 6nceden 1sitilmig 50 pL TE (10 mM Tris-HCL and 1 mM EDTA,
pH 8.0) tampon ¢dzeltisi eklenerek 5 dk 65 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonras1 mikrotiipler 1 dk 13000 rpm’de santrifiijlenmistir. Bu islem tekrarlanmig ve 100
uL stok genomik DNA c¢ozeltisi elde edilmistir. Genomik DNA’nin tamponun igerisinde
cozlinmesi i¢in en az 1 saat oda sicakliginda bekletilmistir. DNA izolasyonu ait gorseller
Sekil 3.2°de verilmistir.
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Sekil 3.2. Genomik DNA izolasyonu agamalarina ait gorseller

TE tamponu igerisinde ¢6zdiiriilmiis DNA’larin yogunluklari, standart DNA (A)
ile agaroz jel elektroforezinde karsilagtirilarak belirlenmistir. Her bir genotipten elde
edilen 5 pLL hacimde DNA 2 pL 6X yiikleme boyasi ile karistirilarak dnceden hazirlanmis
%1’lik agaroz jele otomatik pipet yardimiyla yiiklenmistir. Elektroforez cihazinda 65
voltta 30 dk yiiriitiilen jeller, UV goriintiileme cihazi (Solo Touch, UVP-Analytik Jena
AG, Ingiltere) yardimiyla gériintiilenmistir. Yogun oldugu belirlenen DNAlar, standart
DNA ile karsilagtirllmis ve TE tamponu eklenerek seyreltilmistir. Seyreltme islemi
sonrasi polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) analizlerinde kullanilacak DNA’lar +4 °C’de,
geri kalan stok DNA’lar ise -20 °C’de muhafaza edilmistir. Elde edilen DNA’lara ait
ornek agaroz jel goriintiisii Sekil 3.3’te verilmistir.

Sekil 3.3. Genomik DNA’lara ait 6rnek agaroz jel goriintiisii

3.2.2.Molekiiler belirteclerin belirlenmesi

Caligma kapsaminda kullanilan genetik materyallerin lipoksigenaz aktivitesinin
genetik olarak belirlenmesi i¢in daha Onceki c¢alismalarda gelistirilen molekiiler
belirtecler polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) analizlerinde kullanilmistir. Molekiiler
belirteclerin secimi dncesinde detayli bir kaynak taramasi yapilmis ve molekiiler belirteg
destekli se¢cim (MAS) calismalarinda en giivenilir ve yaygin olarak kullanilanlarin
secilmesine dnem verilmistir.
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Lpx-Bl.1, Lpx-Bl1.2 ve Lpx-Bl.3 lokuslarindaki allelik varyasyonun
belirlenebilmesi i¢in Verlotta vd. (2010) tarafindan gelistirilen molekiiler belirtegler
kullanilirken TaLox-Bl, TaLox-B2 ve TalLox-B3 lokuslarindaki allelik varyasyonun
tespitinde Geng vd. (2011, 2012) tarafindan gelistirilen belirtegler kullanilmistir.
Calismada kullanilan molekiiler belirteclere ait bilgiler Cizelge 3.2’de verilmistir.

Cizelge 3.2. Calismada kullanilan molekiiler belirteclere ait bilgiler

Belirteg Baz dizilimi (5’-3”) Baglanma Fragman Kaynak
sicaklig1 (°C) | boyutu (bp)

Lpx-Bl.1a/Lpx-B1.1b GCAGGCGCTGGAAAGCAACAGGC 68 992 Verlotta vd.
2010

ACTCCGCGTACTCGTCCGTCCCG

Lpx-Bl.1c CCAAGATGATACTGGGCGGGC 67 1558
CGCCGCCTTGCCGTGGTTGG
Lpx-B1.2 TACACGCCGGTGCCGAGCGGCAG 1137

CGTGTCACGCTGCCCGAGGTAGAG

Lpx-B1.3 CCGGTGCCGAGCGGCTCCATG 871

CGGTTCGGGAGGAACCCCGCGTAG

LOXI16 CCATGACCTGATCCTTCCCTT 60 489 Geng vd.
GCGCGGATAGGGGTGGT 2012

LOX18 ACGATGTGAGTTGTGACTTGTGA 60 791
GCGCGGATAGGGGTGC

Lox-B23 TTCCCGCTCCAGCTCATCAA 64 788/677/660 Zhang vd.
AGGGCCTGCATGCAACAAGT 2013

3.2.3. Polimeraz zincir reaksiyonu

PZR caligmalarinda Verlotta vd. (2010), Geng vd. (2011, 2012), Zhang vd. (2015)
ve Parada vd. (2020) tarafindan Onerilen reaksiyon hacmi ve kosullar1 kullanilmistir.
Onerilen hacim ve kosullarda tam sonug alinamadig1 durumlarda gradient PZR ile ilgili
belirteg i¢in en uygun baglanma sicakligi bulunarak optimizasyon saglanmustir. ilgili
lokuslar i¢in optimize edilen reaksiyon hacmi ve PZR kosullar1 Cizelge 3.3 te verilmistir.
Calisma kapsaminda kullanilan cihazlara ait gorseller Sekil 3.4’te verilmistir.

16



MATERYAL VE METOT M. YURDUSEVEN

Cizelge 3.3. Her bir belirteg i¢in PZR caligmalarinda kullanilan reaksiyon hacmi, reaksiyon igerigi ve ¢cogaltma kosullar1

Belirteg Reaksiyon hacmi Reaksiyon igerigi Cogaltma kosullari

Lpx- 20 uL 1X PZR tamponu (Thermo Scientific), 1.5 mM MgCl,, 0.2 mM dNTPs, 10 pmol forward ve reverse 1x 94 °C 1; 35 x (94 °C 30"; 68 °C 10"; 72 °C 1'25"); 1

Bl.1a/Lpx- primer, 1 U Taq polimeraz (Thermo Scientific), 100 ng kalip DNA x72°C7

BI.1b

Lpx-Bl.1c 20 uL 1X PZR tamponu (Thermo Scientific), 1.5 mM MgCl,, 0.2 mM dNTPs, 10 pmol forward ve reverse 1 x 94 °C 1’; 35 x (94 °C 30"; 67 °C 20"; 72 °C 1'35"); 1
primer, 1 U Taq polimeraz (Thermo Scientific), 100 ng kalip DNA x72°C7

Lpx-B1.2 20 uL 1X PZR tamponu (Thermo Scientific), 1.5 mM MgCl,, 0.2 mM dNTPs, 10 pmol forward ve reverse 1x94°C5';35x(94°C 1';72°C30";72°C 1'); 1 x72
primer, 1 U Taq polimeraz (Thermo Scientific), 100 ng kalip DNA °CT

Lpx-B1.3 20 uL 1X PZR tamponu (Thermo Scientific), 1.5 mM MgCl,, 0.2 mM dNTPs, 10 pmol forward ve reverse 1x94°C5';35x(94°C 1';72°C30";72°C1'); 1 x72
primer, 1 U Taq polimeraz (Thermo Scientific), 100 ng kalip DNA °CT

LOXI6 20 pL 1X PZR tamponu (Thermo Scientific), 1.5 mM MgClz, 0.15 mM dNTPs, 10 pmol forward ve reverse 1 x 94 °C 5'; 35 x (94 °C 45"; 60 °C 45"; 72 °C 1'30"); 1
primer, 1 U Taq polimeraz (Thermo Scientific), 100 ng kalip DNA x72°C 10’

LOX18 20 pL 1X PZR tamponu (Thermo Scientific), 1.5 mM MgClz, 0.15 mM dNTPs, 10 pmol forward ve reverse 1 x 94 °C 5'; 35 x (94 °C 45"; 60 °C 45"; 72 °C 1'30"); 1
primer, 1 U Taq polimeraz (Thermo Scientific), 100 ng kalip DNA x72°C 10’

Lox-B23 20 uL 1X PZR tamponu (Thermo Scientific), 1.5 mM MgCl,, 0.2 mM dNTPs, 10 pmol forward ve reverse 1 x 94 °C 5'; 35 x (94 °C 45"; 64 °C 45"; 72 °C 1'30"); 1
primer, 1 U Taq polimeraz (Thermo Scientific), 100 ng kalip DNA x72°C 10’
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Sekil 3.4. Molekiiler calismalarda kullanilan cihazlara ait goriintiiler; a: Santrifiij cihazi,
b: PZR cihaz1 (Thermal Cycler), e¢: Agaroz jel elektroforezi, d: UV goriintiileme cihazi.

3.2.4. Jel elektroforezi ve goriintiileme

Agaroz jel elektroforezinde tampon ¢ozeltisi olarak Tris/Borik asit/EDTA (TBE)
kullanilmistir. 54 g/L trizma (Tris-HCI), 27.5 g/L borik asit ve 40 mL EDTA (0.5 M, pH:
8.3) 1 L suda ¢ozdiiriilerek 10X yogunlugunda TBE elde edilmistir. Tampon ¢ozelti,
distile su ile 1X yogunluguna seyreltilerek analizlerde kullanilmistir. Tiim analizler
%1.5’luk agaroz jel kullanilarak yiiriitilmustir. PZR’da ¢ogaltilan {irtinleri
karsilastirmak icin daha once yapilan ¢aligmalarda belirlenen bant biiyiikliikleri dikkate
alinarak calismada 100 bp ve 1 kb’lik DNA cetvelleri (GeneRuler®, Thermo Scientific)
kullanilmistir. Elektroforez sonrasinda jeller, UV goriintiileme cihazi (Solo Touch, UVP-
Analytik Jena AG, Ingiltere) yardimiyla goriintiilenmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Makarnallkk Bugday Cesitlerinin Lipoksigenaz Aktivitesi Bakimindan
Genotipik Tanimlanmasi

Materyal ve metot kisminda da agiklandigi {izere 56 makarnalik bugday ¢esidinde
Lpx genleri/allellerinin tanimlanmasi i¢in PZR analizleri yiiriitilmiis ve agaroz jel
elektroforezi yardimiyla goriintiilenmistir. Daha 6nceki ¢calismalarda da bulundugu tizere
Lpx-B1.1a allelini bulunduran ¢esitler 1312 bp, Lpx-B1.1b allelini bulunduran ¢esitler ise
1238 bp uzunlugundaki fragman ile tanimlanmaktadir (Verlotta vd. 2010). Ayn1 sekilde
Lpx-Bl.1c alleli 1558 bp, Lpx-B1.2 alleli 1137 bp ve Lpx-B1.3 alleli ise 871 bp
uzunlugundaki fragman ile tanimlanabilmektedir. Caligma kapsaminda Lpx-B1 lokusu
icin elde edilen 6rnek jel goriintiileri Sekil 4.1°de verilmistir. Agaroz jel goriintiilerinin
degerlendirilmesi ile ¢esitlerin bu lokus bakimindan allelik durumlar1 belirlenmis ve bu
sonuclar da Cizelge 4.1°de verilmistir.

a) S §’
'Q,\
§ S 385888
u\‘ 7 o~
5 ST %9 S 4 &5
5 & §F§ £ 5§ & 7S
L & &8 §5 % 35

Sekil 4.1. Lpx-B1 lokusunun analizi i¢in elde edilen 6rnek jel goriintiileri [a) 1312 bp
biiyiikligiindeki fragman Lpx-B1.1a alleli, 1238 bp biiyiikliigiindeki fragman Lpx-B1.1b,
b) 871 bp uzunlugundaki fragman Lpx-B1.3, bos olanlar Lpx-B1.2]

Verlotta vd. (2010) bu allellerin 5 farkli sekilde birliktelik olusturdugu ve Lpx-
B1.1b ve Lpx-B1.3 birlikteligine sahip genotiplerin haplotip I, Lpx-Bl.1a ve Lpx-B1.2
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birlikteligine sahip genotiplerin haplotip Il ve Lpx-B1.1c ve Lpx-B1.2 birlikteligine sahip
genotiplerin ise haplotip III olarak adlandirildigini bildirmistir. Bu haplotiplerin de
sirastyla yiiksek (4.6 unit/g KM), orta (2.59 unit/g KM) ve diisiik (0.12 unit/g KM)
lipoksigenaz aktivitesini dogruladigini vurgulamstir.

Cizelge 4.1 Lpx-BI genleri ve allellerinin 56 makarnalik bugday ¢esidi arasindaki
dagilimi

Cesitler Lokus }ﬁlp[i;;fill)i
Lpx-B1.1 Lpx-B1.2 | Lpx-Bl.3

Lpx-Bl.1a | Lpx-B1.1b | Lpx-Bl.Ilc

Eski (1970 ve

oncesi)

Kunduru 414/44 | N I

Akbasak073/144 | N I

Fata ‘S’ N N I

Berkmen 469 N N I

Kundurul 149 N N I

Orta (1971-

1990)

Gediz-75 N N I

Tunca 79 N N I

Gokedl 79 v v I

Cakmak 79 N N I

Diyarbakir-81 N N I

Ege 88 N 7 I

Modern (1991-

giiniimiiz)

Kiziltan 91 N N 11

Sham-1 N N I

Salihli 92 N N I

Altintas 95 N N I

Ceylan 95 N N I
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Cizelge 4.1’in devami

Selguklu-97

\/

11

Amanos-97

11

Sar1 Canak 98

pa

11

Altin toprak 98

pa

< <21 <1 2]

11

Aydm-93

Altin 40 /98

Yilmaz 98

11

Ankara 98

11

Cesit-1252

11

Mirzabey 2000

11

Kiimbet 2000

11

Yelken 2000

11

Fuat bey 2000

11

Pinar-2001

2] 2] 2 =2 2 =<2 =21 2]

11

Zenit

I

Svevo

11

Meram-2002

2] 2] =2 2] <2 2] <2 =2 =2 =<2 2]

11

Firat-93

Artuklu

Solen 2002

11

Tiiten 2002

11

Akgakale-2000

11

GAP

11

Turabi

11

Ozberk

11

Dumlupinar

<2 2] <2 =2 <2 =<2 2]

<2 2] =2 <=2 <2 =<2 <2

11

Eyyubi

Sahinbey
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Cizelge 4.1’in devami

Ziihre v V I
Eminbey N N I
Imren N N I
Giliney Yildizt N N I
Levante N N 11
Saragolla N N I
Burgos N N I
Maestrale N N II
Bisante N N II
Sar1 Basak N N I
Karam N N I
Tirex V V 1l

Bu caligma kapsaminda elde edilen sonucglar da Verlotta vd. (2010) tarafindan
Onerilen sekilde degerlendirilmis ve c¢esitler allel birlikteliklerine  gore
haplotiplendirilmistir (Cizelge 4.2). Buna gore Lpx-Bl lokusu bakimindan 41 g¢esit
(%73.21) orta lipoksigenaz aktivitesini temsilen haplotip II, 14 cesit (%25.00) yiiksek
lipoksigenaz aktivitesini temsilen haplotip I ve 1 cesit (%1.79) diisiik lipoksigenaz
aktivitesini temsilen haplotip III olarak siniflandirilmistir. Haplotip III olarak tanimlanan
cesit ise Zenit gesididir.

Cizelge 4.2. Makarnalik bugday ¢esitlerinde tanimlanan Lpx-B1 haplotiplerine ait bilgiler

Haplotip | Allel birlikteligi Genotip sayis1 Frekans (%)
I Lpx-B1.1b ve Lpx-B1.3 14 25.00

II Lpx-Bl.1l.a ve Lpx-B1.2 | 41 73.21

I Lpx-Bl.1c ve Lpx-B1.3 1 1.79

Cesit tescil yillarina gore haplotip durumlarina bakilacak olursa haplotip I’in 1970
yil1 ve dncesinde tescil olan cesitlerdeki dagiliminin olduk¢a yiiksek (%60.0) oldugu
giiniimiize kadar gelen siirecte ise azaldig1 agik bir sekilde goriilmektedir. Bunun yaninda
tescil yillarina gore eski (1970 ve dncesi), orta (1971-1990) ve modern (1991-giiniimiiz)
olarak tanimlanan tescil donemlerinin tiimiinde de en yiiksek dagilim haplotip II’de
bulunmustur (Cizelge 4.3). Ozellikle orta ve yeni gesitlerdeki bu artis dolayli olarak son
30 senede yiiksek irmik rengine dayali se¢cimin etkisinden ileri gelebilir.
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Cizelge 4.3. Lpx-B1 haplotiplerinin tescil donemlerine gore dagilimlar

Dagilim (%)
Haplotip

Eski Orta Modern
I (Lpx-B1.1b ve Lpx-B1.3) 60.0 16.7 22.22
Il (Lpx-B1.1.a ve Lpx-B1.2) 40.0 83.3 75.56
I (Lpx-B1.1c ve Lpx-B1.3) 0.0 0.0 2.22

Geng vd. (2012) tarafindan TaLox-BI lokusu ve Zhang vd. (2015) tarafindan
TaLox-B2 lokusu ig¢in tasarlanan belirtegler kullanilarak yapilan PZR analizleri
sonucunda elde edilen 6rnek agaroz jel goriintiileri Sekil 4.2°de verilmistir. Agaroz jel
goriintlilerinin degerlendirilmesi ile ¢esitlerin bu lokus bakimindan allelik durumlar
belirlenmis ve bu sonuglar da Cizelge 4.4’de verilmistir.

a) &

660bp 677.bp

Sekil 4.2. TalLox-Bl ve TalLox-B2 lokuslarmin analizi i¢in elde edilen Ornek jel
goriintiileri [a) 791 bp biiylikligiindeki fragman TaLox-B1b alleli, bos olanlar TaLox-
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Bla, b) 788bp ve 677 bp biiyiikliigiindeki fragmanlar Talox-B2a/TaLox-B3, 660 bp
uzunlugundaki fragman TaLox-B2b alleli]

Cizelge 4.4. TaLox-B1 genleri ve allellerinin 56 makarnalik bugday cesidi arasindaki
dagilimi

Cesitler Lokus
TaLox-B1 TaLox-B2 TaLox-B3

TaLox-Bla | TaLox-B1b | TaLox-B2a | TaLox-B2b | TaLox-B3a/b

Eski (1970 ve

oncesi)

Kunduru 414/44 N N| N

Akbasak073/144 N N

Fata S’ N N N

Berkmen 469 N N

Kundurul149 N N N

Orta (1971-1990)

Gediz-75 N N N

Tunca 79 N N N

Gokgdl 79 v N N

Cakmak 79 N N J

Diyarbakir-81 N N N

Ege 88 N N 7

Modern (1991-

giiniimiiz)

Kiziltan 91 N N 7

Sham-1 N N v

Salihli 92 N N N

Altintag 95 N N 7

Ceylan 95 N | J

Selguklu-97 N N

Amanos-97 N N| N
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Cizelge 4.4’lin devami

Sar1 Canak 98

Altin toprak 98

Aydmn-93

Altin 40 /98

Yilmaz 98

Ankara 98

Cesit-1252

Mirzabey 2000

Kiimbet 2000

2] 2] 2] 2] <2 =2 2] =<2 <2]

Yelken 2000

Fuat bey 2000

Pinar-2001

Zenit

Svevo

Meram-2002

Firat-93

Artuklu

2] 2] =2 2] =2 =2 2] =2 2] =2 =2 <2 =2 <2

2] 2] =2 2] =2 2] 2] =2 2] =2 =2 <2 =2 2]

Solen 2002

Tiiten 2002

Akgakale-2000

GAP

Turabi

Ozberk

Dumlupinar

Eyyubi

Sahinbey

Ziihre

2] 2] =2 2] 2] =2 2] =2 2 <2 =2 2 =2 2 <2 =2 2]

Eminbey

2] 2] =2 2] =2 =2 <2 =2 <2

2] 2] =2 2] =2 =2 <2 =2 <2
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Cizelge 4.4’lin devami

fmren N N N
Giiney Yildizi N N N
Levante N N N
Saragolla N N N
Burgos N N N
Maestrale N N N
Bisante N N N
Sar1 Basak N N N
Karam N N N
Tirex N N N

TaLox-BI lokusu bakimindan elde edilen sonuglar incelendiginde 9 c¢esidin
(%16.07) TaLox-Bla alleline sahip oldugu geri kalan 47 ¢esidin (%83.93) TaLox-B1b
alleline sahip oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.5). Bu allelik varyasyonu ortaya ¢ikarmak
icin kullanilan belirteclerin gelistirildigi calismada TaLox-B1a allelinin yiiksek ve TaLox-
BIb allelinin yiiksek lipoksigenaz aktivitesine yol a¢tifi ve bunun biyokimyasal
yontemlerle dogrulandigi belirtilmistir. 7aLox-B2 lokusu bakimindan elde edilen
sonuglar incelendiginde TaLox-B2a/TaLox-B3 allel birlikteligine sahip cesit sayist 52
(%92.86) olarak tespit edilirken 4 ¢esidin (%7.14) de sadece TaLox-B2b alleline sahip
oldugu belirlenmistir. Zhang vd. (2015) 6zellikle TaLox-Bla/TalLox-B2a/TaLox-B3a allel
birlikteliklerinin yiiksek lipoksigenaz aktivitesine buna karsin TaLox-Bla/TaLox-
B2b/TaLox-B3b allel birlikteliginin ise istatistiki olarak diisiik lipoksigenaz aktivitesine
yol actigint vurgulamistir. Bu calismada da TaLox-Bl ve TaLox-B2 lokusu birlikte
degerlendirildiginde 43 c¢esidin TalLox-B1b/Talox-B2a/TalLox-B3 allel birlikteligine, 9
cesidin TaLox-Bla/TaLox-B2a/TaLox-B3 allel birlikteligine ve 4 ¢esidin de TalLox-
BIb/TaLox-B2b allel birlikteligine sahip oldugu belirlenmistir. Dolayisiyla bu
birlikteliklerden de ¢esitlerin cogunlugunun orta lipoksigenaz aktivitesine sahip oldugu
sOylenebilir. Ancak daha kesin sonuca ulagmak i¢in 7aLox-B3 lokusu i¢in ayirici bir
belirte¢ kullanilarak allelik varyasyonun belirlenmesi gereklidir.

Cizelge 4.5. Makarnalik bugday cesitlerinde tanimlanan TaLox-BI ve TalLox-B2
allellerine ait bilgiler

Belirte¢ | Allel N* Frekans (%)

Lox-B23 | TaLox-B2a/TaLox-B3 52 92.86
TaLox-B2b 4 7.14

Lox-16 Talox-Bla 9 16.07

Lox-18 TaLox-B1b 47 83.93
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Ulkemizde makarnalik bugdaylarda lipoksigenaz aktivitesinin belirlenmesi
konusunda su ana kadar yapilmis ¢cok az calisma bulunmaktadir. En 6ne ¢ikan ¢aligma
Coskun ve Ercan (2003) tarafindan yapilmistir. Bu ¢aligmada 9 farkli makarnalik bugday
cesidinin danesinde ve bu danelerden elde edilen irmik ve makarnasinda lipoksigenaz
aktivitesi incelenmistir. Elde edilen sonuglara gore danedeki lipoksigenaz aktiviteleri
bakimindan ¢esitler yiiksekten kiigiige Cakmak 79, Kunduru 1149, Ege-88, Cesit-1252,
Salihli 92, Kiziltan, Cosmidur, Diyarbakir 81 ve Gediz 75 olarak siralanmistir. Bu tez
calismasinda da Coskun ve Ercan (2003) tarafindan yapilan ¢aligmada da oldugu gibi
Cosmidur ¢esidi hari¢ diger cesitler kullanilmis ve genotipik olarak elde edilen verilerin
uyumlu oldugu anlasilmistir. Ancak Coskun ve Ercan (2003) tarafindan yiiriitiilen
caligmada kullanilan gesitlere ait danelerin farkli lokasyonlardan ve tek yillik verilerden
elde edilmis olmasindan dolay1 kesin bir yargiya ulasilamayacagi diigiiniilmektedir.
Cilinkii her ne kadar bu 6zellik genotipik olarak kontrol edilse de (Verlotta vd. 2010; Geng
vd. 2011, 2012; Zhang vd. 2015) cevresel varyasyonun etkisi de olduk¢a fazladir.
Ulkemizde yapilan diger bir ¢calismada da (Ates Sonmezoglu ve Balkan 2014) 15 saf hat
ve 7 tescilli gesitten olusan 22 genotiplik bir makarnalik bugday setinde molekiiler ve
biyokimyasal yontemler kullanarak LOX aktivitesi ve pigment igerigini belirlenmistir.
Calisma ile elde edilen sonuglara gore Gediz-75 ve Zenit ¢esitleri ile 4 hattin diisiik LOX
aktivitesi ile iligski olarak kaliteli makarna iiretimi i¢in en uygun genotipler oldugunu
belirlenmistir. Bu ¢alismadan elde edilen molekiiler veriler 6nceki arastirmada kullanilan
cesitler ile biiylik oranda benzerlik gostermektedir.
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5. SONUCLAR

Ulkemizdeki makarnalik bugday 1slahi ¢aligmalarinda irmik rengi yiiksek
genotiplerin se¢imine doniik olarak yillardir melezleme ve secim (seleksiyon)
yapilmaktadir. Genellikle fenotipe dayali olarak yani dogrudan daneden ya da irmikten
renk dl¢limiiyle yapilan analiz sonuglarina gore se¢im yapilmaktadir. Yiiksek irmik rengi
tek basina yeterli olmayip bu genotiplerin ayn1 zamanda sarilik degerlerini (irmik rengi)
makarna yapimi sonrast koruyabilmesi i¢in aym1 zamanda diisiik lipoksigenaz
aktivitelerine de sahip olmalar1 gerekmektedir. Molekiiler tekniklerin geligsmesi ve 1slah
caligmalarinda yaygin olarak kullanilmaya baglanmasi ile birlikte hem fenotip hem de
genotipe dayali 1slah caligmalar1 6zellikle gelismis tilkelerin 1slah programlarinda yer
almaya baglamistir. Bu baglamda iilkemizde tescil edilen eski ve yeni makarnalik bugday
cesitlerinin lipoksigenaz aktivitelerindeki genetik varyasyonun belirlenmesi biiyiik 6nem
tasimaktadir. Bu calisma kapsaminda 56 adet makarnalik bugday cesidindeki LOX
aktivitesi bakimindan genetik degisimin (varyasyonun) 7 ayr1 molekiiler belirteg
kullanilarak incelenmis ve elde edilen sonuglar asagida 6zetlenmistir:

1. Daha once yapilan QTL analizlerine gore lipoksigenaz aktivitesindeki varyasyonu
onemli Olglide agiklayan (%36-54 ) Lpx-B1 lokusu bakimindan eski (1970 dncesi) orta
(1971-1990) ve yeni (modern) (1991 sonrasi) gelistirilen cesitler arasinda LOX
aktivitesindeki degisimi belirlemek amaciyla [yiiksek (haplotip I; Lpx-B1.1b ve Lpx-
B1.3), orta (haplotip II; Lpx-Bl.1.a ve Lpx-B1.2) ve diislik (haplotip III; Lpx-Bl.1c ve
Lpx-B1.3)] uluslararasi kaynaklarla da uyumlu bir bicimde olusturulan allel birlikteligi
(kombinasyonlar1) gore:

a) Genotiplerin biiyiik cogunlugu (41 adet) molekiiler olarak orta (II) LOX aktivitesine
sahip iken (%73.21) bunu %25 ile yiiksek (I) LOX aktivitesine sahip grup izlemis ve
sadece 1 ¢esit diisiik LOX aktivitesine sahip olarak tanimlanmistir,

b) Tescil yillarina gore cesitler degerlendirildiginde ise eski cesitlerde daha ¢ok yiiksek
LOX aktivitesi (Haplotip 1) (%60.0) gozlenirken orta ve yeni cesitlerde Haplotip II
oranlar sirastyla % 83.3 ve % 75.6 olarak daha yiiksek bulunmustur,

c) Eski cesitlerden orta ve gilinlimiiz ¢esitlerine dogru gelirken yliksek LOX aktivitesine
sahip (Haplotip I) ¢esitlerin oraninda bir diisiis olurken 6zellikle Haplotip II oraninda
belirgin bir goriilmektedir.

2. Diger LOX genlerinden Lpx-B1.2 ve Lpx-B1.3 bakimindan da 6nemli diizeyde degisim
belirlenmistir,

3. Makarnalik bugday cesitlerinde tanimlanan 7aLox-BI ve TaLox-B2 allelleri birlikte
degerlendirildiginde ise arastirmada kullanilan ¢esitlerin cogunlugunun orta lipoksigenaz
aktivitesine sahip oldugu dolayisiyla bu lokuslardan elde edilen verilerin Lpx-Bl
lokusundan elde edilen bulgularla biiyiik oradan benzerlik gosterdigi saptanmustir,

4. Bu caligmadan elde edilen molekiiler verilerin ayni ¢esitler kullanilarak fenotipik
olarak elde edilecek LOX ve irmik rengi verileriyle dogrulanmas1 gerekmektedir,
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5. Fenotipik olarak dogrulanan haplotip birliktelikleri makarnalik bugday 1slahinda
hatlarin se¢iminde hiz ve etkinligi artirabilecektir.
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