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OZET

Doktora Tezi

IN VIVO KATLANMIS HAPLOID TEKNIGI ILE MISIR GENOTIPLERININ (Zea
mays L.) GELISTIRILMESI

Sinem ZERE TASKIN

Bursa Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti
Tarla Bitkileri Anabilim Dali

Damsman: Prof. Dr. Ugur BILGILI

Katlanmis haploid teknolojisi, yeni misir hatlar1 (Zea mays L.) gelistirmek igin
glinlimiizde giderek daha popiiler ve 6nemli bir ara¢ haline gelmistir. Konvensiyonel
misir 1slahinda homozigot kendilenmis hatlar elde etmek yaklasik alt1 ile on nesil boyunca
tekrarlanan kendileme gerektirmektedir. Bu nedenle dnemli 6l¢lide zaman alicidir ve
daha fazla isgiicli ve finansal kaynak kullanilmas1 gibi dezavantajlara sahiptir. Ancak
katlanmis haploid teknolojisi kullanilarak sadece iki generasyonda tamamen homozigot
hatlar iiretilebilmektedir. Bu arastirma; 2019-2021 yillar1 arasinda Bursa Uludag
Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Tarimsal Uygulama ve Arastirma Merkezinde
yuritilmiistir. Arastirmada katlanmis haploid hatlar liretmek igin in vivo maternal
haploid yontemi kullanilmistir. Dondr ebeveyn olarak FAO olum grubu 500-750 arasinda
degisen 32 farkli genotip, tozlayici olarak Stock6 indirgeyici hatt1 kullanilmistir. Tiim
dondr genotipler atdisi tane yapisina sahiptir. Haploid tohumlar, R1-nj renk markorii
dikkate alinarak gorsel olarak tanimlanmustir. Haploid indirgeme (HIO) ve kromozom
katlama oranlar1 belirlenmistir. Arastirmada 488 haploid kabul edilen tohum elde
edilmistir. Katlanmis haploid hat elde etmek i¢in haploid hatlara ait tohumlar 23°C’de
karanlik iklim odasinda ¢imlendirilmistir. Cimlenen haploid fideler %0,06 kolhisin ve
%0,5 dimetil siilfoksitden olusan c¢ozeltide 18°C’de, 12 saat boyunca muamele
edilmiglerdir. Daha sonra yikanan fideler torf doldurulmus plastik kaplara aktarilarak sera
kosullarinda biiytitiilmiistiir. 3-4 yaprakli asamadaki fideler tarlaya aktarilmis, biiytitiilen
bitkilerde kendileme yapilmistir. Katlanmis haploid bitkilerde bazi 6l¢iim ve gozlemler
alimmustir. Ortalama haploid indirgeme orani %2,03 olarak, ortalama kromozom katlama
oran1 %50 olarak belirlenmistir. Sonug olarak, 20 adet katlanmis haploid hat iiretilmistir.

Anahtar Kelimeler: haploid indirgeme orani, in vivo, katlanmis haploid, misir islahi.
2023, vii + 86 sayfa.
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ABSTRACT

PhD Thesis

DEVELOPMENT OF MAIZE GENOTYPES (Zea mays L.) BY USING IN VIVO
DOUBLED HAPLOID TECHNIQUE

Sinem ZERE TASKIN

Bursa Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Field Crops

Supervisor: Prof. Dr. Ugur BILGILI

Doubled haploid technology has become an increasingly popular and important tool for
developing new maize lines (Zea mays L.) breeding. Conventional maize breeding
requires repeated self-pollination for six to ten generations to obtain homozygous inbred
lines. Therefore, it is significantly time-consuming and has disadvantages such as using
more labor and financial resources. However, completely homozygous lines can be
produced in only two generations by using doubled haploid technology. This study was
conducted at Bursa Uludag University Agriculture Faculty Research and Training Centre
in Bursa, Turkey in 2019-2021. In this research, in vivo induction of the maternal haploid
method was used to produce doubled haploid lines. 32 different genotypes ranging from
FAO maturity group 500-750 were used as donor parents, and the Stock6 inducer line
was used as a pollinator. All genotypes have a dent kernel type. Haploid seeds were
identified visually by using dominant anthocyanin color marker genes R1-nj. 488 putative
haploid seeds were obtained. Seeds considered haploid were germinated at 23 °C in a
dark climate chamber for chromosome doubling treatment. Seedlings were immersed in
a 0.06% colchicine solution plus 0.5% DSMO (dimethyl sulfoxide) for 12 h at 18 °C.
Afterward, the washed seedlings were transferred to plastic cups filled with peat and
grown under greenhouse conditions. Seedlings at the 3-4 leaf stage were transferred to
the field, and the grown plants were self-pollination. Some measurements and
observations were taken in doubled haploid plants Haploid induction rates (HIR) and
chromosome doubling rate (CDR) were determined. The average haploid induction rate
was calculated as 2.03%, the average chromosome doubling rate was 50%. Results of this
study 20 doubled haploid lines were developed.

Key words: doubled haploid, haploid induction rate, in vivo, maize breeding.
2023, vii + 86 pages.
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1. GIRIS

Maisir (Zea mays L.), degisik iklim kosullar altinda yiiksek adaptasyon kabiliyetine sahip
bir sicak iklim tahilidir. Diinyada gida, hayvan yemi, endiistriyel hammadde ve enerji
arzinin saglanmasinda kritik bir rol oynamasi sebebiyle ekilis, iiretim ve tiiketim

agisindan 6nemli bir kiiltlir bitkisidir (Cerit vd., 2016; Baser vd., 2022).

Ulkemizde 2022 yil1 itibariyle yem bitkileri ekim alani1 2,7 milyon ha, yesil ot {iretimi ise
66,9 milyon tondur. Yem bitkileri icerisinde silajlik misir %19,3 ekim alan1 ve %42,7

yesil ot iiretimi ile yiiksek bir orana sahiptir (TUIK, 2023).

Misir tiiketiminin sektorel dagilimi incelendiginde, misir kullanim alanlar: igerisindeki
en yiiksek pay diinyada %63,5 ve iilkemizde %83 olmak iizere yem sanayisine aittir
(Tasdan, 2021). Misirin birim alan veriminin yiiksek olmasi, silaj yapimina uygunlugu ve
elde edilen silajin besleme degerinin yiiksek olmasi yem bitkisi olarak yiiksek oranda
tercith edilmesini saglamaktadir. Hayvancilik sektoriinde kaliteli kaba yem ihtiyacinin
artis gostermesi ve hayvanciliga verilen destekler ile iilkemizde silajlik misir ekimi
artmustir. Tiirkiye’de bugiine kadar 281 adet misir ¢esidi tescil edilmis olup bu ¢esitlerin
icinde silajlik misirin gesit oran1 %4,9’dur (TUIK, 2020). Misir silaj1 iiretimimiz igin
yeterli sayida silajlik misir ¢esidinin bulunmamasi, talebin silajlik olmayan misir ¢esitleri

ile karsilanmasina neden olmaktadir.

Tiirkiye’de kaliteli kaba yem acig1 27 milyon ton civarindadir (TAGEM, 2023).
Ulkemizde birim alan veriminin 5 ton/da civarinda oldugu silajlik misirda, verimin dekar
basina 8-10 tonlara ¢ikartilmasi, yem bitkileri agigiminiz kapatilmasina, dolayisiyla birim
hayvandan elde edilecek veriminde artirilmasina katki saglamada biiyiik bir potansiyele

sahiptir.

Yerli misir gesitlerinin {iretimdeki payini arttirmak i¢in verimli ve yiiksek kaliteli yerli
cesit sayisinin arttirtlmasi gerekmektedir. Milli gesitlere sahip olmak stratejik bir konu

olup siirdiiriilebilir iiretimi saglayabilmenin en temel kosuludur. Bu sorunlarin



giderilmesi ve taleplerin karsilanabilmesi i¢in kaliteli ve verimli milli silajlik melez misir

cesitlerinin gelistirilmesi ve ¢iftci kullanimina sunulmasi gerekmektedir.

Uluslararast Tarimsal Arastirma Danisma Grubu'na (CGIAR) gore gelismekte olan
diinyada musir talebinin 2050 yilina kadar ikiye katlanmasi 6ngoriilmektedir (CGIAR,
2023). Misir ve musir bazli iirtinlerin gelecekteki taleplerini karsilamak i¢in iki ana arag;
kaynak tasarrufu saglayan ekim sistemleri ve verimi ytiksek 1slah edilmis {iriin ¢esitlerini
kullanmaktir (Pixley ve Banziger, 2004). Artan diinya niifusu ve iklim degisikligi, diger
tiim kiiltiir bitkilerinde oldugu gibi agresifligi artan biyotik ve abiyotik stres kosullarina
karst dayanikli ve yiiksek verimli yeni muisir cesitlerinin gelistirilmesini zorunlu
kilmaktadir (Cerit vd., 2016). Sinirli kaynaklar, azalan ekilebilir alanlar, kiiresel iklim
degisikligi géz Oniline alindiginda musir {iretimi ve siirdiiriilebilirliginin saglanmasi

giinden giline daha da 6nemli hale gelmektedir (Kumar vd., 2022).

Misir yabanct dollenen bir bitki oldugundan, her generasyonda yabanci dollenme
sonucunda heterozigotluk oran1 artmaktadir. Misir 1slah programlarinda ilk asama melez
cesitlere ebeveyn olacak homozigot hatlarin gelistirilmesidir (Cerit vd., 2016). Daha

sonra homozigot yapidaki materyaller arasinda melezlemeler yapilir.

Homozigot saf hatlar1 elde etmenin bir yolu haploidi 6zelliginden yararlanmaktir.
Haploidler ve katlanmis haploidler (KH), modern musir 1slahinda 1slah siirecini
kisalttiklar1 ve 1slah etkinligini arttirdiklari igin biiyiik 6neme sahiptirler (Chase ve Nanda,
1969). Somatik hiicrelerindeki kromozom say1s1, gamet hiicrelerinde bulunan kromozom
sayist kadar olan bitkilere haploid bitkiler ad1 verilmektedir (Sehirali ve Ozgen, 2013).
[k haploid musir bitkisi Stadler ve Randolp tarafindan 1929°da tanimlanmstir. Chase
1947°de misirda %0,1 haploid oranin tespit etmis ve bu oranin 1slahta hat gelistirmek
icin kullanilabilecegini gozlemlemistir (Chase, 1947). Coe 1959’da genetik tabanda
antosiyanin renk markoriinii kesfetmis ve daha yliksek haploid indirgeme oranina (%2,3)
sahip indirgeyici hat olan Stock6 adl1 hatt1 bulmustur. Bu hat giiniimiiz mevcut indirgeyici

hatlarin atas1 olarak kabul edilmektedir (Coe, 1959).



Katlanmis haploid (KH) teknigi, haploid hiicrelerin yapay olarak katlanmasi islemidir.
Teknigin temelini haploidi 6zelliginden yararlanmak olusturmaktadir. Katlanmis haploid
elde edebilmek i¢in kaynak genotip, indirgeyici denilen 6zel bir misir hattryla melezlenir.
Indirgeyici hat haploid tanelerde 6zel bir renklenmeye sebep olarak haploid tanelerin
tanimlanmasina olanak saglar. Fertil olmayan haploid taneler fertilite kazanmalar1 i¢in
cimlendirildikten sonra kromozomlar1 ikiye katlanir. Elde edilen katlanmis haploid

bitkilerinin ¢gogaltimi i¢in kendileme islemi yapilir (Geiger, 2009; Trentin vd., 2020).

Konvansiyonel bitki 1slahi, misir gelisimine 6nemli l¢tlide katki saglasada, onemli 6l¢iide
zaman alicidir ve fazla isgiicii ve finansal kaynak kullanilmasi gibi dezavantajlara
sahiptir. Zira klasik kendileme metodu ile kendilenmis hatlarin elde edilmesi 6-8
generasyon siirmekte, bu siirenin sonunda ancak %99 oraninda homozigot hatlar elde
edilebilmektedir. Katlanmis haploid tekniginde ise sadece 2 nesilde %100 homozigot
hatlar elde edilebilmektedir. Bu teknik homozigot hat elde edilmesi i¢in harcanan zamani
onemli ol¢tide kisaltmakta, daha az is giici ve maddi kaynak kullanim1 gibi avantajlar

saglamaktadir (Geiger ve Gordillo, 2009; Prasanna vd., 2012; Chaikam vd., 2019).

Katlanmis haploid tekniginin ilk adimi olan haploid indirgeme in vivo ya da in vitro
yontemler kullanilarak gergeklestirilebilir (De La Fuente vd., 2018). Ancak in vitro
yonteminin basarisi iyi bir laboratuar ve uzman ¢alisanlara bagli oldugundan dolay1 kisith
olmustur. Buna karsilik, in vivo haploid indirgeme katlanmis haploid hat gelistirmede
siklikla tercih edilmekte ve yaygin olarak kullanilmaktadir (Chaikam vd., 2019). In vivo
yontemde kullanilan indirgeyici hattin genetik tabaninda antosiyanin renk markorii
bulunmasi hem tohum hem de fide asamalarinda haploidlerin kolay tanimlanmasin
kolaylastirmaktadir. Bu nedenle in vivo yontemi in vitro’ya nispeten daha kolaydir
(Chase, 1969; Chaikam vd., 2019).



A Heteroziglot kaynakh Klasik kendilenmis hat gelistirme %99 homozigot
POpuiasyon (en az 6-8 nesil siirer) kendilenmis hatlar
A ;"4 *
In vivo katlanmig haploid 3
kromozom katlamasi
Katlanmig Haploid (KH) Hat Geligimi

- (yalnizca 2-3 nesil siirer)
B Heterozigot kaynakh %100 homozigot

populasyon KH hatti

Sekil 1.1. Genetik homozigotluga ulasan nesillerin sayisi: (A) Konvensiyonel kendileme;
(B) Katlanmis haploid teknigi (Prasanna, 2023).

Misirda katlanmis haploid tekniginin kullaniminin avantajlar1 (Réber vd., 2005);

1. Iki generasyonda tamamen homozigot hatlarin gelistirilmesi,

2. Yeni 1slah hatlarini gelistirmek i¢in daha az zaman, isgiicii ve maddi kaynak kullanimi,
3. Ozellikle molekiiler markérlerin kullanilmastyla seleksiyonun daha etkin ve kesin bir
bi¢cimde yapilmasi (Rober vd., 2005; Geiger ve Gordillo, 2009),

4. Katlanmig haploid ebeveyn hatlarda miikemmel bir homozigotluk saglayarak bitki
cesidini korumak i¢in gerekli olan FYD (farklilik, yeknesaklik ve durulmusluk)

gereksinimlerini karsilamasi (Geiger ve Gordillo, 2009) olarak sayilabilir.

Katlanmis haploid tekniginin bu avantajlar1 son 20 yilda musir 1slah1 ve genetigine olan

ilginin artmasina neden olmustur (Geiger, 2009).



Ulkemizde son 10 yilda musir 1slah calismalar yiiriiten kamu ve 6zel kuruluslarda
katlanmis haploid teknigi uygulamalar1 popiiler hale gelmistir. Ulkemizde de diinyaya
benzer sekilde haploid yetistirme programlart maternal haploidlerin in vivo

indirgemesine dayanmaktadir.

Bu calismada; in vivo katlanmis haploid teknigi kullanilarak 2 generasyon gibi kisa bir

zaman icerisinde homozigot misir hatlarinin elde edilmesi amag¢lanmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK ARASTIRMASI

[k haploid musir bitkileri Stadler ve Randolph tarafindan tanimlanmstir (Randolph,
1932).

Chase (1949), misir (Zea mays L.)’1n diploid (2n=20) bir bitki oldugunu ancak haploid

bireylerin (n=10) dogal olarak 1000 tohumda bir oraninda olustugunu bildirmistir.

Coe (1959), normale kiyasla haploid tiretim sikligin1 artiran bir haploid indirgeyici olan
Stock6'y1 kesfetmistir. Arastirici bir genotipin en az %2'lik bir haploid indirgeme oranina

(HIO) sahipse indirgeyici olarak kabul edilecegini bildirmistir.

R1-nj renk markor sistemin bazi simirlamalarindan dolayi, aragtirmacilar maternal
haploidlerin giivenilir bir sekilde ayrimi i¢in 6zellikle ¢imlenme doneminde kok ve sapta
renk olusturan baska renk markorlerini kesfetmislerdir (Rotarenco vd., 2010). P11 (giines
15181na bagl olmadan bitki dokusunda mor renklilik olusturur) ve B1 (giines 1s181na bagl
olarak bitkinin toprak {iistiindeki aksaminda renk olusturur) bitki dokusuna mor veya
kirmizi rengi verebilen iki alleldir. B1 ve PI1 allelleri, R1-nj markor sistemine sahip
indirgeyici hatlara entegre edilebilmektedirler. Boylece, R1-nj (R-Navajo) renkliligi
tanelerde ortaya ¢ikmadigi zaman ¢imlendirilmis haploid tohumlar kék renkliliginden
veya tarlada sap renkliliginden ayrilabilirler. Boyle bir indirgeyici hat ile kaynak materyal
melezlendiginde elde edilen tohumlarda, diploid olanlar renkli (mor) kok ve sapa sahip
olacaktir. Haploid oldugu kabul edilenlerde ise bu renklilik olmayacaktir (Coe ve Sarkar,
1964).

Lashermes ve Beckert (1988), maternal haploid yontemi ile elde edilen haploid oraninin,

paternal haploid yontemine gore daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir.

Zabirova vd. (1993), 3-4 yaprakli evrede olan musir fidelerine %0,125 kolhisin ve %0,5
dimetil stifoksit 3-5 mm enjekte etmislerdir. Bu yontemle arazi kosullarinda %88,6, sera
kosullarinda ise %92,8 canli bitki elde edilmis ve sera kosullar1 daha basarili
bulunmustur. Canli kalan bitkilerin %42,4’linden polen iiretmis, polen {iretebilen

bitkilerden %30,5’i kendilenebilmistir. Arastirmacilar haploidlerin polen orani {izerine



donor genotiplerin biiyiik etkisi oldugunu tespit etmislerdir. Arastirmada bir dondr hattan

elde edilen haploidler %33 oraninda basarili bir sekilde kendilenmistir.

Gayen vd. (1994), n=10 kromozomlu steril haploid tohumlarin kromozom katlama ile
fertil duruma gelebilmeleri i¢in bir teknik gelistirmislerdir. Bu amagla haploid tohumlar1
2-3 giin siireyle 26 °C’de petrilerde sera kosullarinda ¢imlendirmislerdir. Cimlendirilmis
haploid kabul edilen misir tohumlarmin koleoptil uzunlugu 20-30 mm ulastiginda
uclarindan keserek %0,06 kolhisin ve %0,5 dimetil siilfoksit (DMSO) ¢ozeltisinde 12 saat
18 °C’de bekletmistir. Gelistirilen bu teknigin misirda kromozom katlamada oldukga

etkili oldugunu ve muameleden sonra bitkilerin kendilenebildigini bildirmislerdir.

Deimling vd. (1997), n=10 kromozoma sahip olan haploid tohumlarin kromozom katlama
ile 2n=20 kromozomlu fertil duruma gelebilmeleri i¢in ¢alisma yiirtitmiislerdir. Bu
amacla haploid tohumlar1 2-3 giin siireyle 26 °C’de petrilerde sera kosullarinda
¢imlendirmislerdir. Cimlendirilmis haploid musir fidelerini %0,06 colchicine ve %0,5
dimetil siilfoksit ¢ozeltisi ile muamele etmeden dnce kolhisinin daha iyi niifus etmesi i¢in
koleoptilin yan1 sira koklerinde u¢ kisimlarin1 kesmislerdir. Ayrica muamele sirasinda
karanlik ortam olusturulmustur. Boylece kromozom katlama uygulamasinin etkinligini
daha da artirmislardir. Yapay kromozom katlamasindan sonra fideler dikkatli bir sekilde
su ile yikanmis ve 5-6 yaprakli evreye kadar serada ilk giinler yiiksek nem altinda
yetistirilmistir. Bu yontemle bitkilerin %72,5’u kolhisin muamelesinden sag ¢ikmuistir.
Sag kalan bitkilerden %50’sinin fertil bitki, fertil bitkilerden %39’unun kendileme
yapilabilecek bitki ve %27,3’linlin kendileme yapilarak tohum alinabilen bitki oldugu
tespit edilmisgtir.

Roux (1995), calismasinda Stock6, WS14 ve W23ig indirgeyici hatlarinin maternal
haploid indirgeme oranlarini test etmistir. W23ig indirgeyici hatti, W23 atdisi hattinin
izogenik bir formudur. W23ig hatt1 paternal haploidlerin tiretilmesini saglamaktadir. W23
hatt1 ise ne paternal ne de maternal haploid indirgemeyi saglamaktadir. indirgenme
oranlar1 WS14 indirgeyici hatti i¢in %7,3, Stock6 i¢in %2 ve W23ig i¢in %0,2 olarak
bildirilmistir.



Haploid bitkiler diploid homozigot hatlara gore daha kii¢iik ve daha gii¢siizdiirler (Chase,
1952; Auger vd., 2004).

Eder ve Chalyk (2002), in vivo maternal haploid teknigi kullanarak ydrittiikleri
arastirmalarinda, iki farkli indirgeyici hat (MHI ve Stock6) ile 20 farkli donoriin (sert,
atdisi ve sert x atdisi misir grubu) kullanmislardir. Kromozom katlama igin fideler
kolhisin ¢ozeltisi ile muamele edilmistir. Indirgeme melezlemesi sonrasi haploid
indirgeme oraninin %2,7 ile %8,0 arasinda degistigini belirlemislerdir. Muamele
sonucunda haploid bitkilerin %49,41 fertil polen iiretmis, fertil bitkilerden %39'u
kendilenebilmis ve %27,3'i kendileme sonucu tohum Tretebilmistir. Arastiricilar
maternal haploid bitkilerin kullaniminin musir 1slah1 ve musir genetigi i¢in biiylik bir

potansiyele sahip oldugunu belirtmislerdir.

Katlanmis haploid teknigi, misir 1slah programlar1 i¢in tamamen homozigot hatlarin
tiretilmesinde en hizli ve en verimli yolu sunmaktadir. Katlanmis haploid teknigi ile
homozigot misir hatlariin elde edilmesi ve kendilemeyle bu hatlarin nesillerinin
devaminin saglanmas1 miimkiindiir. Maternal haploid iiretiminde indirgeyici hat tozlayici
olarak kullanilmakta ve elde edilen haploidlerin stoplazma ve kromozomlar1 donér
bitkiden gelmektedir. Konvensiyonel islah yontemine kiyasla, bir yilda homozigot
kendilenmis hatlarin gelistirilmesine olanak tanir. Konvensiyonel yontemle elde edilen
kendilenmis hatlarda %2100 homozigotluk elde edilemediginden gesit tescilinde sorunlar
yasanabilmektedir. Ancak katlanmis haploid hatlar tamamen homozigot olmalari
nedeniyle farklilik, yeknesaklik ve durulmusluk (FYD) Oolgiitlerini tam olarak
saglamaktadirlar. Bu 6zellikler haploidleri gesit tescili Ve gesit safiyetinin korunmast igin
avantajli kilmaktadir (R6ber vd., 2005).

Rober vd. (2005), cevrenin indirgeme oranina etkisini belirlemek i¢in KEMS ve RWS
indirgeyici hatlarin1 ve bir yakaciksiz, resesif mutant isaretli dondr genotip
kullanmiglardir. Arastirici, melezlemeler sonucunda en kétii ¢cevrede indirgeme oranini

%2, en 1yi ¢evrede ise %16,4 olarak saptamislardir.



Misirda haploid indirgeme yontemi yaygin olarak kullanilmasina ragmen tam olarak
anlagilamamustir. Iki rakip hipotez mevcuttur. Bu hipotezlerden ilkine gore indirgeyici
hattan gelen iki sperm hiicresinden biri kusurludur ama yumurta hiicresi ile
kaynagabilmektedir. Sonraki hiicre boliinmesi boyunca, indirgeyici hattin kromozomlari
dejenere olur. Ikinci sperm hiicresi merkez hiicre ile birlesir ve triploid endosperm
olusturur (Belicuas vd., 2007). Bir diger hipotezde indirgeyici hattan gelen sperm ile
dollenme normal olarak gerceklesir. Ancak dollenmeden sonra indirgeyici hattin
kromozomlart bozulur. Bozulan kromozomlar elimine edilirler ve bodylece haploid

embriyo olusur (Gernand vd., 2005; Zhang vd., 2008).

Tek kromozom setine sahip olan haploidler diploid bitkilerden olusurlar. Haploidler, her
bir lokustaki allelerden sadece bir seriyi bulundurmalarindan dolayr saf hatlarin kisa
siirede gelistirilmesine olanak saglarlar. Haploid bitkiler, morfolojik olarak normal
bitkilerde bulunan tiim organlara sahiptirler. Ancak diploid bitkilere oranla hiicreleri daha
kiigtiktlir. Bu nedenle boylar1 daha kisa, yapraklar1 daha kii¢iikk ve verimli degildirler
(Y1lmaz, 2005).

Segici yetistirme yoluyla, WS14 (Lashermes ve Beckert, 1988), ZMS (Chalyk, 1994),
KMS (Tyrnov ve Zavalishina, 1984) MHI (Eder ve Chalyk, 2002) gibi bir dizi yeni
indirgeyici hat gelistirilmistir. En etkili indirgeyicilerden biri, Hohenheim Universitesi
tarafindan gelistirilmistir. Kendilenmis hat kokenli Rus sentetik inducer KEMS
(Shatskaya vd., 1994) ve Fransiz inducer hattt WS14 (Lashmermes ve Beckert, 1988)
aralarinda melezlenerek RWS hatt1 elde edilmis ve Orta Avrupa’nin iliman iklimine
adapte olmustur. Bu hat ayrica tropik iklimlerde de etkilidir. RWS hatt1 %8-23 araliginda
indirgeme oranina sahiptir. Cevresel faktorler sebebiyle haploid iiretim oraninda énemli

farkliliklar meydana gelebilmektredir (R6ber vd., 2005)

Rotarenco vd. (2007), haploid embriyo tanelerinin F1 embriyoya gore 6nemli 6l¢iide daha
diisiik yag konsantrasyonuna sahip oldugunu tespit etmislerdir. Bu fark sayesinde haploid
embriyolarla F1 embriyolar birbirleriyle kiyaslanabilirler. indirgeyici hatlarin
ortalamanin iizerinde bir yag konsantrasyonuna sahip olmasi bu yaklasim icin onlar1

uygun kilmaktadir.



Barret vd. (2008), dondr ebeveynler iizerinde tozlayici olarak Fransiz inducer hat PK6
gibi ¢esitli kendilenmis hatlar kullanarak, in vivo haploid indirgemesini etkileyen
kromozom 1 {izerinde eslenmis lokusu tespit etmistir. Arastirmacilar, PK6 allelinin

onemli 6l¢iide kombinasyonlarin ¢gogunda indirgeme oranini arttirdigini bildirmistir.

Kato ve Geiger (2008), kromozom katlamasi i¢in sekiz farkli genotipten elde edilen
haploid musir fidelerini, nitrdz oksit gaziyla (600 kPa'da 2 giin) muamele etmislerdir.
Calismada dondr bitkilerin %44’iinden kendileme ile tohum alinabilmistir. Dondr
genotiplerin kromozom katlama orani lizerinde gii¢lii bir genotipik etkisi gdzlenmistir.
Yontemin, musir 1slah programlarinda kendilenmis hat gelisimi i¢in kullanilabilecegi

belirtilmistir.

Misir 1slahinda daha fazla ilerlemenin katlanmis haploid hatlarin genetik, metodolojik ve
lojistik avantajlarmin gelistirilmesi ile Onemli Olgiide artirilmasi beklenmektedir.
Katlanmis haploid hatlarin basarisi saglam ve verimli bir haploid tiretim tekniginin yani
sira; genetik, teknik ve parasal kaynaklarin optimum kullanimindan olusan islah

stratejilerine baghdir (Gordillo ve Geiger, 2008a-c).

Bilinen kadartyla mevcut tiim ticari katlanmis haploid yetistirme programlari, maternal
haploidlerin in vivo indirgemesine dayanmaktadir (Barret vd., 2008; Rotarenko vd.,
2009).

Katlanmis haploid (KH), haploid hiicrelerin yapay olarak kromozom katlamasi ile
olusmus bir genotiptir. KH teknigi yerine klasik kendilenmis hatlar kullanarak %99
homozigot hatlar elde etmek en az 6-8 nesil siirmektedir. KH tekniginde ise tamamen
homozigot hatlarin hizli gelisimi sayesinde 1slah dongiisii 2-3 nesile kisalmaktadir

(Forster ve Thomas, 2005; Geiger ve Gordillo, 2009; Chang ve Coe, 2009).

Misirda yiiksek kaliteli, verimli ve adaptasyon kabiliyeti yiiksek cesitlerin gelistirilmesi,
stirekli olarak yiiksek kombinasyon kabiliyetine sahip homozigot kendilenmis hatlarin
elde edilmesiyle miimkiindiir. Hibrit misir 1slahinin ana konusu olan kendilenmis hat

gelistirme klasik yontemlerde 6-10 y1l siirmekte ve bu siire sonunda ise %100 homozigot
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hatlar elde etmek miimkiin olmamaktadir. Katlanmis haploid teknigi bir nesilde genetik
homozigotluk saglamaktadir. Haploidlerin her genin yalnizca tek bir kopyasini tagimasi,
resesif mutasyonlarin ortaya ¢ikmasina olanak tanimaktadir. Zararli genlere sahip olan
haploid bitkiler ya oliirler ya da zayif ve kisir olup tohum olusturmazlar. Bu sayede
haploid evrede istenmeyen zararli genlerin siklig1 hizla ortadan kalkmaktadir. Bu siireg,
dogal seleksiyona benzemektedir. Istenmeyen genleri ortadan kaldirmak, genetik havuzu
hizla gelistirmek ve iyi genleri zenginlestirmek icin etkili bir ara¢ saglaktadir.
Haploidlerin kromozomlarinin katlanmasiyla %100 genetik homozigotluga sahip
katlanmig haploid hatlar elde edilmektedir (Chang ve Coe, 2009).

Katlanmis haploid tekniginin basarili olmasi donériin (kaynak materyal) renksiz
tohumlara sahip olmasina, indirgeyici hattin R1-nj geni bakimindan homozigot olmasina
ve tercihen baskin renk genlerine (Al veya A2 ve C2) sahip olmasina baglidir. Dondr
genomu R1 veya C1-I, C2-Idf ve In1-D gibi baskin antosiyanin inhibitr genleri igin
homozigotsa R1-njnin ifadesini inhibe eder. Sert, subtropikal, tropikal ve seker misir
gruplariin bu alellere yliksek oranda sahip olmasi haploidlerin yanlis siniflandirilmasina
neden olmaktadir. In vivo haploid tiretimine dayali katlanmis haploid teknigi, musir
islahinda diinya ¢apinda 1slah verimliligini artirmak i¢in 6nemli bir yontem olarak

taninmaktadir (Geiger, 2009).

Geiger ve Gordillo (2009) katlanmis haploid hat gelistirmede standart ve hizlandirilmis
olmak tizere iki 1slah semas1 ortaya koymuslardir. Standart 1slah semasinin agamalari;

- Secilmis hatlar arasinda melezleme yapilarak yeni varyasyon yaratmak,

- F1 generasyonunda in vivo haploid indirgeme y6ntemini uygulamak,

- Elde edilen tohumlarda haploidlerin belirlenmesi, belirlenen haploidlerde kromozom
katlamasinin yapilmasi, katlanmis haploid 0 (KHO) bitkilerinde kendileme yapilarak
katlanmis haploid hatlarin elde edilmesi,

- Katlanmig haploid hatlarin tek sira denemelerinin yapilmasinin yanisira tohum
cogaltiminin yapilmasi,

- Tek sira denemelerinden segilen KH hatlarda bir veya birden fazla test edici hat ile

yoklama melezi yapilmasi,
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- Coklu lokasyonlarda yoklama melezi verim denemelerinin yapilmasi ve kombinasyon
yetenegi yliksek, verimli katlanmis haploid hatlarin secilmesi asamalarindan

olusmaktadir (Sekil 2.1).

Y1l Sezon Standart Sema Hizlandirilmig Sema
| Klg; <AxB><CxD>, ... <AxB><CxD> ..
Fa)
Fi indirgeyici
on '
2 Yaz ||:1 indirgeyici < H/KH >
2 Kl$ < HIKH > KHxT
f 1 ——— |
3 Yaz < KH > KH tek sira GB KH tek sira GB | YM1
3 Kis KHxT KHx T
I |
YM
4 Yaz ! YM:
' |
KHxT
4 K }: 2. Dongi Deneysel
4 Yaz YMo> Islah Hibritler
1
2. Déngii Deneysel
Islah Hibritler

Sekil 2.1. Katlanmis haploid hatlarin yoklama melezlemesi seleksiyonu ile
gelistirilmesinin standart ve hizlandirilmis 1slah semasi. A, B, C, D: Homozigot hatlar,
F1: Melez, H: Haploid, KH: Katlanmis haploid, KH tek sira GB: Katlanmis haploidlerin
tek siral1 gozlem bahgesi, T ve T’: Test edici hatlar, YM1 ve YM2: Yoklama melezi verim
denemeleri (Geiger ve Gordillo 2009; Cengiz, 2016).
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Farkli cevre ve dondrlerde WS14’iin indirgeme orani %8 olarak tespit edilmistir.
RWSXRWK-76 melezi akraba ebeveynlere sahip olmasina ragmen %9-10 indirgeme
oranina sahip olup anaglarina gore daha fazla polen verme yetenegine sahiptir. Canli ve
giir bitki 6zelligi ile kotlii ¢cevrelerde RWSxRWK-76 indirgeyici hattinin kullanilmasi
polen verimi ile ilgili sorunlar1 en az diizeye indirgemektedir. Haploidleri diploidlerden
ayirt etmek indiikleyicinin tasidigi dominant R-nj (R-Navajo) geni kullanilarak yapilan
bir gorsel se¢im siirecidir. R-nj geninin yardimiyla, F1 (diploid)’ler mor endosperm ve
embriyo fenotipi sergilerken, haploidler mor endosperm ancak renksiz bir embriyoya
sahip olmaktadir. Tipdis1 tohumlar, perikarp renklenmesinin olmamasi ile ayirt

edilebilmektedirler (Geiger, 2009).

Haploidler misirda in vitro veya in vivo teknikler kullanilarak tiretilebilirler. Misirda in
vitro haploid liretimi zaman alic1 ve maliyetli bir siiregtir. Bununla birlikte, haploidin hem
tohum hem de fide asamasinda kolay tanimlanmasini saglamak i¢in indirgeyicinin
genetik tabaninda antosiyanin renk markoriiniin varligi nedeniyle in vivo temelli
katlanmis haploid hatt1 gelistirme in vitro’dan daha kolaydir. Antosiyanin renk geninin
dominant mutant aleli R1-nj en etkili haploid tanimlayici markérdir. R1-nj geni,
endosperm (aleurone) ve embriyo dokusu (scutellum) 'nda derin bir renklenmeye neden
olmaktadir (Geiger ve Gordillo, 2009).

Prigge vd. (2011), {i¢ farkli tropikal lokasyonda haploid indirgeme oranma (HIO)
cevrenin etkisini belirlemek icin bir arastirma yuriitmislerdir. Calismada RWS, UH400
ve RWSxUH400 indirgeyici hatlar1 ve 120 donér kullanilmistir. Calisma sonuglarina gore
thman indirgeyici hatlar, tropikal kosullarda da iliman kosullara benzer haploid
indirgeme orani saglamislardir. Ancak bitkilerin boylar1 kisalmis ve polenleri azalmistir.
Melezlemelerin elle yapilmasi gerekliligi olustugundan dolay: tropikal ¢evrelere uygun

indirgeyici hatlarin gelistirilmesi onerilmistir.

Kebede vd. (2011), misirda katlanmis haploid hatlarin in vivo iiretiminde HIO nun ¢ok
onemli oldugunu ve HIO'nun éncelikle tozlayici olarak kullanilan indirgeyiciye bagl
oldugunu belirtmiglerdir. Bununla birlikte ana ebeveyn olarak kullanilan kaynak

germplazm ve c¢evresel kosullarda haploid indirgeme oranmi etkileyebilmektedir.
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Tropikal misirda; (i) HIO'nun belirlenmesi, (ii) genel ve 6zel kombinasyon yeteneklerinin
belirlenmesi, (iii) genotip X c¢evre interaksiyonunun bu Ozellik iizerindeki etkisini
arastirmak icin bir caligma yiiriitiilmiistiir. 10 kendilenmis hat yarim diallel diizeninde
melezlenmis ve elde edilen 45 adet F1 tek melezi haploid indirgeyici hibrit hatt1 RWS x
UH400 ile tozlanmistir. Mevsimler boyunca ortalamasi alinan tek melezlerin haploid
indirgeme oranlar1 %2,90 ile %9,66 arasinda degismekle birlikte, ortalama %6,74 olarak
tespit edilmistir. Ortalama HIO, kis aylarinda dnemli 6lciide (P\0,01) daha yiiksek
bulunarak (%7,37) yaz sezonuna (%6,11) gore daha yiiksek bulunmustur. Arastiricilar,
tropik misirda daha yiiksek bir HIO'nun, uygun kaynak germ-plazm segilerek ve uygun

cevresel kosullar altinda tozlasma gergeklestirilerek elde edilebilecegini belirtmislerdir.

Chaikam ve Mahuku (2012), bir¢ok donor genotip B1 ve PI1 allelerini igermesinden
dolay1 B1 ve PI1 renk markérlerinin kullaniminda bazi kisitlamalarin meveut oldugunu
belirtmislerdir. Bu alleleri igeren genotiplerden elde edilen haploidlerde kok ve sapta
renklenme gozlemleneceginden, haploidlerin tanimlanmasi imkansiz hale gelmaktadir.
Arastiricilar, B1 ve PI1 allellerinin ortaya ¢ikisinin giin 15181 ve sicaklik gibi g¢evre
kosullarindan etkilendigini, en 1yt mor renklenmenin diisiik sicaklik kosullarinda

meydana geldigini belirtmislerdir.

Liibberstedt ve Frei (2012), arastirmalarinda i1slahta hedeflenen genleri bir genotipte
toplama konusunda katlanmis haploid teknigi ile klasik kendileme yOntemini
karsilagtirmiglardir. KH tekniginde klasik kendileme teknigine gore daha az popiilasyon
biiytlikliigiine ihtiya¢ oldugunu belirtmislerdir. Arastirmada bir ¢ift istenen hedef genin
genetik uzaklig1 ve hedef genlerin sayis1 geri melez programlarinin son adimi olan BCnF2
popiilasyonunda ve katlanmis haploid hatlarda belirlenmistir. Geri melez yonteminde
kendileme generasyonlarinda hedef genlerin birbirleriyle iliskisiz acilimlarinin hizla
artmastyla karsilastirlldiginda 6zellikle hedef genlerde yakin baglant1 (linkage) olmasi

halinde KH hatlarin kullanilmasinin avantajlarini bulmusglardir.

Giliniimiizde yaygm olarak kullanilan haploid indirgeyici hatlardaki R1-nj alleli,

antosiyanin biyosentezi i¢in gerekli diger allellerle birlestirilmistir. Islah programlarinda
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kullanilan ¢ogu misir germ-plasmi tane veya bitki dokusunda kirmizi-mor rengi veren
antosiyanin biyosentezleyen allellere veya R1-nj alleline sahip degildir. Antosiyanin renk
geni icermeyen genotipler ile baba olarak kullanilan indirgeyici hatlar melezlendiginde
R1-nj alleli, renksiz r1 alleline dominant oldugundan elde edilen tiim tohumlarda embriyo
ve endospermde Navajo fenotipinin (R1-nj) ortaya ¢ikmasi beklenir. Yiiksek haploid
indirgeme oranina sahip indirgeyici hatlar indirgeme melezlemesinde kullanildigi zaman,
genellikle %6-10 arasinda maternal haploidler meydana gelmektedir (Chaikam ve
Mahuku, 2012).

Haploid bitkiler; flowsitometri cihazi, ¢i¢ek tozlarinin boylarinin dlgiilmesi, epidermis
hiicrelerinde kloroplastlarin sayilmasi, karyotipik ¢aligsmalarla kromozom sayilmasi gibi
yontemlerle belirlenebilmektedir. R1-nj renk markorii vasitasiyla haploid bitkilerin

belirlenmesi ise ¢ok daha kolay, hizli ve pahali olmayan bir yoldur (Dang vd., 2012).

Haploid tohumlar n=10 kromozomlu yapidadirlar ve gelistiklerinde steril bitkiler
meydana getirirler. Haploid bitkilerin 2n=20 kromozoma sahip fertil bitkiler olusturmasi
icin kromozom katlama uygulamasinin yapilmasi gerekmektedir. Kromozom katlayici
olarak kolhisin, kloral hidrat, eter, kloroform, fenil {iretan gibi maddeler kullanilir.
Bunlardan en yaygin olarak kullanilan kolhisin, mitotik bir inhibitordiir ve mitoz boliinme
sirasinda ig iplik¢iklerinin olusumunu engeller ve kromozomlarin ayrilmasini inhibe eder

(Sehirali ve Ozgen, 2013).

Haploidler, gamet olusturamadiklar1 i¢in kisirdirlar ve tohum olusturamazlar. Haploid
bitkilerin 1slah programlarinda kullanilabilmeleri i¢in yeniden verimli diploid bitkilere

dontstiiriilmesi gerekmektedir (Yarali ve Yanmaz, 2013).

Junxiong vd. (2013), haploid tohumlarin genellikle elle se¢ildigini ve elle se¢cimin verimi
diistirdiiglinii belirtmislerdir. Emek, zaman tasarrufu saglayan ve yiiksek dogruluk
oranina sahip bir haploid siiflandirma yonteminin bulunmasi gerektigini belirtmislerdir.
Gilinlimiizde yapay gorme teknolojisi daha da gelistirilerek tarim iiriinlerinin islenmesi,
tanimlanmas1 ve siniflandirilmasinda yaygin olarak uygulanmaktadir. Arastirmacilar

haploid tohumlarin ayriminda da yapay gorme teknolojisinin kullanilabilecegini
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belirtmislerdir. Arastirmacilar, Navajo renk markoriiniin (R1-nj) endosperm ve
embriyoda ortaya ¢ikmasina bagli olarak haploid ve F1 olan tohumlar belirlendiginden,
otomatik gorsel seleksiyonun temelini bu karakterlere bagli olarak planlamislardir.
Tohumlarin embriyolarini fotograflayarak renk markdriinii belirlemislerdir. Arastiricilar,
test sonucunda tanimlama oranini haploid tohumlar i¢in %98,04 ve F1 tohumlar i¢in
%94,44 olarak tespit etmislerdir. Testte tanimlama sonucunu etkileyen ana faktorler
analiz edilmistir. Algoritma ve haploid misir ayiklama platformu dahil olmak {iizere
haploid tohumlar i¢in dinamik bir ayiklama sistemi olusturulmus ve bunun misirda
haploidleri ayiklamanin otomatik olarak gergeklestirilmesi i¢in yararli bir 6neme sahip

oldugunu belirtmislerdir.

Melchinger vd. (2014), R1-nj renk markdoriine ve yiiksek yag oranina sahip UH600 ve
UH601 indirgeyici hatlarin1 gelistirmislerdir. Bu indirgeyici hatlar %10 haploid
indirgeme oranina sahip olup tanelerinde %11-12 yag icermektedirler. Dondr olarak tek
melezler, sentetikler ve yerel irklar, indirgeyici olarakta UH600 indirgeyici hatti
kullanilarak bir ¢aligma yiiriitiilmiistiir. Calismada haploid tohumlar, tane agirligina ve
toplam yag icerigine gore niikleer manyetik rezonans yontemiyle belirlenmislerdir.
Aragtiricilar bu yontemde donériin yiiksek yag oranina sahip olmamasi gerektigini

bildirmislerdir.

Hu (2014), 6 adet indirgeyici hat ve 10 farkli F1°’1 dondr olarak kullanarak farkli
indirgeyici hatlarin indirgeme oranlarin1 belirlemek i¢in bir arastirma ylriitmiistiir.
Arastirma sonuglarina gére hatlarin haploid indirgeme oranlar1 (HIO) diisiikten yiiksege
dogru KMS-3<WY-1<PR-2<YP-13<KMS-2<KMS-1 olarak tespit etmistir. indirgeyici
hatlarin haploid indirgeme orani %2,17-5,33 arasinda degismistir. Arastirict dondrden

donore haploid indirgeme oraninin %1,26-10,27 arasinda degistigini bildirmistir.

Cengiz (2016), in vivo katlanmis haploid teknigi ile haploid misir hatlarinin gelistirilmesi
igin yirittiigli arastirmada RWS, RWK-76, RWS x RWK-76 ve WS14 indirgeyici
hatlarin1 baba ebeveyn olarak, 30 tek melezi ise donér ebeveyn olarak kullanilmistir.
Dondr ile indirgeyici hatlar arasinda yapilan indirgeme melezlemesinden 15 911 adet

tohum elde edilmis, bu tohumlardan R1-nj renk markdriine gore 3012 adet haploid kabul
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edilen tohum segilmistir. En yiiksek haploid indirgeme oranmi %20,42 ile RWK-76
indirgeyici hattindan, en diisiik haploid indirgeme orani ise %17,75 ile WS14 hattindan
elde edilmistir. Arastirmaci, kromozom katlamasindan sonra tarlaya dikilen 2178 fideden
%89 unun canli bitki, canli bitkilerin %57 sinin fertil bitki, fertil bitkilerin %31,23 {liniin
kendileme yapilabilecek bitki ve kendileme yapilan bitkilerden %7,8’inin kendileme
sonras1 tohum alinabilen bitki oldugunu tespit etmistir. Arastirmada sonug olarak 27 adet

katlanmis haploid hat elde edilmistir.

Cerit vd. (2016), hibrit misir 1slahinda in vivo katlanmis haploid hatlarin elde edilmesi ve
farkli indirgeyici genotiplerin indirgeme oranlarini belirlemek amaciyla Dogu Akdeniz
Tarimsal Arastirma Enstitiisii’'nde bir arastirma yiirlitmiislerdir. Calismada baba ebeveyn
olarak RWS, RWK-76, RWSXRWK-76 ve Stock6 indirgeyici hatlar1 kullanilmistir.
Donor ebeveyn olarak 66’s1 F2 kademesinde materyal ve 9’u ticari hibrit olmak {izere 75
farkli genotip kullanilmistir. Indirgeyici genotiplerin haploid indirgeme oranlar
genotipten genotipe degisiklik gostermistir. Ana olarak kullanilan 75 genotiptin 69’undan
haploid tohum alinmis, 6 genotipten alinamamaistir. 75 genotipin 69’undan toplam 1463
adet haploid tohum elde edilmistir. Indirgeyici hatlarin haploid tohum sayilari; RWS’de
271, RWK-76’da 246, RWSxRWK-76’da 397 ve Stock6’da 549 olmak iizere toplam
1463 olarak tespit edilmistir. Haploid tohumlarin tanimlanmasi1 R1-nj renk markoriine
gore yapilmustir. En yiiksek haploid tohum orani %7,80 ile RWK-76 indirgeyici
hattindan, en diisiik haploid tohum orani ise %1,28 ile Stock6 indirgeyici hattindan elde
edilmistir. Arastiricilar ortalama haploid tohum elde etme oranmmi %4,79 olarak

saptamislardir.

Diinyada hibrit misir ¢esit gelistirme calismalarinda 6nemli bir konumda olan Pioneer
Tohumculuk firmasinin 2011 yili igerisinde katlanmis haploid teknolojisi ile gelistirdigi
hat sayis1, gegmisindeki 80 yillik 1slah programi kapsaminda gelistirilen hat sayisindan
daha fazla olmustur (Cerit vd., 2017).

De La Fuente vd. (2018), haploid tohumlarin yanls smiflandirma oranlar1 eger ¢ok

yiiksekse bir sorun haline gelebilecegini belirtmislerdir. Eger yanlis siniflandirma orani

yiiksekse tarladaki bitkilerin birgogu diploid (hibrit) olacaktir ve uzaklastirilmalari
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gerekecektir. Bu 1slah programlar1 i¢in maliyet, zaman ve alan kaybidir. Katlanmis
haploidlerin amaci hiz ve verimliliktir. Genel bir kani olarak, yanlhs siniflandirma
oranlarinin en iyimser sekilde %10'un altinda olmasi istenir. Ancak bu tohumlari
siiflandiran kisi ve tohum {izerindeki renklenmenin derinligi gibi faktorlerden biiyiik
Olclide etkilenebilir. Arastiricilar yiiriittiikleri ¢alismalarinda diizeltilmis indiiksiyon
hizin1 (IRc — The corrected induction rate) = haploid tohum sayisi* (1 - yanlis
siiflandirma orani) / toplam ekilen tohum orani seklinde hesaplamislardir. Diploid
bitkiler yanlis siniflandirilmis haploidler olarak sayilmis ve toplam ekilen tohum sayisina
boliinmiis, c¢cimlenmeyen tohumlar haploid olarak varsayillmistir. Calismada yanlis
siniflandirma oranlar1 %0-45,2 arasinda bulunmustur. Calismaya dahil edilen belirli
hatlar (A427, A637 ve CRIHT) kabul edilebilir sinirlar i¢inde %4,5-5,8 olan yanlis
siiflandirma oranlarina sahipken, WF9’un tiim melezlemelerde kabul edilebilir sinirlarin

disinda bir haploid oranina (%16) sahip oldugu hesaplanmistir.

Molenaar ve Melchinger (2019), in vivo katlanmis haploid teknolojisinin Avrupa, Kuzey
Amerika ve Cin'deki bir¢ok ticari misir yetistirme programi tarafindan benimsendigini

bildirmislerdir.

Son yirmi ile otuz yilda, katlanmig haploid (KH) teknigi, geleneksel kendilenmis hat
gelistirme yontemine etkili bir alternatif olarak ortaya ¢ikmistir. Bu yontemle, genellikle
iki ebeveynli bir hibrit veya bir populasyon olan kaynak germ-plazmanin ayrisan
gametlerini ornekler ve bir adimda tamamen homozigot hatlar elde edilmesini saglar.
Misirda KH hatlart gelistirmek i¢in hem in vitro hem de in vivo yontemler kullanilabilir.
Bununla birlikte, in vivo yontemlerin, KH hatlarin biiylik dlgekli iiretiminde daha
giivenilir ve verimli oldugu kanitlanmistir ve bu nedenle misirda yaygin olarak

kullanilmaktadir (Chaikam vd., 2019).

Hohenheim Universitesi tarafindan gelistirilen ve indirgeme oranlari yaklasik %8-12
arasinda olan RWS ve RWK-76 indirgeyici hatlar giiniimiizde modern indirgeyici hatlar
olarak bilinmektedir. Bu hatlar KEMS ve WS14 indirgeyici hatlarinin melezlenmesi
sonucu elde edilmis olup misir 1slahinda haploid tohum eldesinde indirgeyici hat olarak

kullanilmaktadir. Iliman ve tropikal iklimlere uyum saglayebilen bu hatlar diinyada
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yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu hatlarin yani sira WS14, W23, Stock 6 (Lashermes ve
Beckert, 1988), ZMS (Chalyk, 1994), CAUHOI (Liu ve Song, 2000), MHI, M741H (Eder
ve Chalyk, 2002), KEMS (Réber vd., 2005), UH400 (Kebede vd., 2011) JAAS3 (Cai vd.,
2007), CAU-5 (Xu vd., 2013) gibi birgok indirgeyici hat gelistirilmistir (Yorgancilar vd.,
2019).

Haploid oldugu varsayilan tohumlar, kontaminasyon riskine kars1 fungusitle ilaglanir ve
petri kabi igerisinde 2-3 giin siire ile 26 °C’de ¢imlendirilir. Kolhisinin daha iyi niifus
etmesi i¢in koleptil uzunlugu 2-3 cm’ye ulastiginda koleoptil ve kdk ucu kesilir.
Hazirlanan fideler %0,06 kolhisin ve %0,5 dimetil stilfoksitten olusan ¢ozeltide 18 °C’de
12 saat muamele edilir. Kolhisin uygulamasi sirasinda koruyucu giysi, eldiven ve gaz
maskesi kullanilarak yiiksek derece giivenlik Onlemleri almmalidir. Kolhisin
muamelesinden sonra fideler saksilara sasirtilir ve 26 °C’de uygun nem iceren ortamda 2
hafta siire yetistirilir. 2 hafta sonra toprak hazirlig1 yapilan tarlaya dikim islemi
gerceklestirilir. Eger kolhisin uygulamasi basarili olup fidelerde kromozom katlama
gerceklesmis ise kendileme sonrasinda elde edilen tohumlar katlanmis hatlar

olusturmaktadir (Yorgancilar vd., 2019).

Haploidlerin frekansini artirabilen genotiplere genellikle "haploid indirgeyiciler" denir.
Haploid indirgeyiciler, paternal (babaya bagli) ve maternal (anaya bagli) indirgeyiciler
olmak {izere iki tipe ayrilir. Paternal haploid indirgeme, haploid indirgeme oraninin diisiik
olmasi1 nedeniyle misir 1slah programlarinda yaygin olarak kullanilmamaktadir. Ancak
paternal haploid indirgeme, kendilenmis bir hattin sitoplazmik erkek kisir (CMS)

versiyona doniistiiriilmesi i¢in kullanilabilir (Chaikam ve Prasanna, 2020).

Chaikam ve Prasanna (2020), kapsamli degerlendirmeye uygun kendilenmis hatlar
gelistirmek icin 6 ile 8 kusak arasinda kendilemeye gereksinim oldugunu belirtmislerdir.
Son yirmi yilda katlanmis haploidler hibrit misir 1slahinda kendilenmis hat gelistirmede,
geleneksel yollarla elde edilen kendilenmis hatlarin yerine alternatif olarak ortaya

cikmistir. Homozigot hatlarin elde edilmesi iki nesilde tamamlanabilir.
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Bayhan vd. (2021), in vivo katlanmis haploid teknigi ile yerel gesitlerden elde edilen
haploid bitkilerin saf hat olarak kullanilabilirliginin belirlenmesi amaciyla yiirtittiikleri
caligmalarinda 12 adet katlanmis haploid teknigi ile gelistirilen haploid genotipini
incelemislerdir. Calismada ¢imlendirmeye alinan haploid tohumlardan %77’si
cimlendirme ve kromozom katlamasi sonrasi seraya aktarilmis, %17 sinin steril olmasi
nedeniyle kendileme islemi yapilamamistir. Geriye kalan bitkilerin %41’inden kendileme
sonucu tohum elde edilmistir. KH ile bitki elde etme oraninin %40’1n iizerinde oldugu
hesaplanmistir. Calismada indirgeyici hat ile melezlenen yerel misir genotiplerinden
basarili bir sekilde katlanmis haploid bitkiler elde edebilecegi ortaya konmustur.
Aragtiricilar ana¢ olarak kullanilabilecek KH bitkileri agronomik performanslari
yoniinden siralayarak DZM-45 ve DZM-7 yerel genotiplerinin digerlerine Ustlinliik

sagladigini tespit etmistir.

Cengiz ve Esmeray (2021), misir 1slahinda in vivo maternal haploid teknigini uygulamak
i¢in kullanilan haploid indirgeyici hatlar, Tiirkiye'de kamu ve 6zel sektor tarafindan ithal
edildigini belirtmislerdir. Bu nedenle R1-nj renk markoriiniin Tiirkiye'deki yerel
kendilenmis musir hatlarina aktarilmasi i¢in ¢alisma yiiriitiilmiistiir. RWS ve RWK-76
haploid indirgeyici hatlar1 donér olarak kullamlmustir. indirgeyici hatlar1 gelistirmek igin
pedigree metodu uygulanmistir. Bitkilerin antosiyanin renklenmesi, piiskiil uzunlugu,
puskiil dal sayisi, bitki boyu, ¢iceklenme giinleri, embriyo-endosperm renkliligi ve
haploid indirgeme oranlar1 (HIO) belirlenmistir. Geri melez (BC1) popiilasyonlarindan
%8'in iizerinde HIO’ya sahip genotipler secilmistir. in-1021 ve in-1076 isimli aday
haploid indirgeyici hatlarin HIO’lar1 %10.5 ve %12.3, bitki boylar1 195 ve 200 ¢cm ve
ciceklenme giinleri degerleri sirasiyla 69 ve 68 giin olmustur. RWS dondr haploid
indirgeyicisinin HIO degeri %8,9 ile %11,3 ve RWK-76 i¢in %7,3 ile %9,8 arasinda
degismistir. Misir Arastirma Enstitiisii tarafindan gelistirilen hatlar ADAIL-1 ve ADAIL-

2 olarak tescil ettirilmistir.

Flowsitometri cihaz1 ile kromozom sayimi yapilarak haploid bitkilerin belirlenmesi
miimkiindiir. Ancak tohum sayis1 goz oniine alindiginda oldukca zaman alic1 ve pahali
bir yontemdir. Buna karsilik R1-nj renk markorii yardimiyla haploidlerin tanimlanmasi

cok daha hizli, basit ve ucuz bir sekilde yapilabilmektedir (Cerit ve Cengiz, 2022).
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Kahriman vd. (2022), yerel misir popiilasyonundan tane kalitesi bakimindan farklilik
gosteren homozigot hatlar gelistirmek amaciyla ¢alisma yiiriitmiiglerdir. Calismada donor
materyal olarak 12 farkli yerel misir ¢esidi kullanilmistir. Bu popiilasyonlar, Eyliil
2020'de ADAIL-I indirgeyici hatti ile sera kosullarinda indirgeme melezine tabi
tutulmustur. Eyliil 2021'de sera kosullarinda toplam 12 adet haploid hat elde edilmistir.
Elde edilen hatlarda; bitki boyu, ilk kocan yiiksekligi, sap ¢api, oleik asit icerigi, linoleik
asit icerigi, protein igerigi gibi ozellikler incelenmistir. Homozigot hatlarin bitki boyu
degerleri 123 cm ile 250 cm arasinda; ilk kogan ytiksekligi 54 cm ile 120 cm arasinda;
govde c¢ap1 0,7 cm ile 1,2 cm arasinda; yag icerigi %2,39 ile %7,54 arasinda; oleik asit
icerigi %15,34 ile %30,98 arasinda; linoleik asit icerigi %50,4 ile %67,8 arasinda; protein
icerigi %6,75 ile %13,74 arasinda ve zein igeriginin %4,58 ile %5,04 arasinda oldugu
tespit edilmistir. Calisma sonucunda dondr materyallerin haploid indiiksiyon oranlari
(HIO) %6,08 ile %11,71 arasinda degistigi tespit edilmistir. ADAIL-I indirgeyici hattinin
ortalama HIO degeri %8,20 olarak belirlenmistir.

Trentin vd. (2023), haploid indirgeme sistemlerinin etkinliginin yalnizca yiiksek haploid
indirgeme orani i¢in degil, ayn1 zamanda kaynak tasarrufu i¢cinde 6nemli oldugunu
vurgulamislardir. Hibritlerin indirgemesi i¢in izole alanlar Onerilmektedir. Bununla
birlikte, haploid hat iiretiminde yiiksek HIO, bol polen iiretimi ve uzun bitkilerin elde
edilmesi indirgeyici hattin 6zelliklerine baghdir. Arastiricilar tarafindan, yedi adet hibrit
indirgeyici hat ve ilgili ebeveynlerin {i¢ y1l siiresince; haploid indirgeme oranlari, bitki ve
kocan yiiksekligi, tepe piiskiilii boyutu ve dallanmasi gibi 6zellikleri olglilmiistiir.
Arastiricilar hibrit indirgeyicilerin HIO'dan 6diin vermeden bitki giiciinii iyilestirerek

haploid indirgeme icin kolaylik ve kaynak kullanim etkinligi sundugunu bildirmislerdir.
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: 1 , | | 1
Generasyon  F2 F3 F4 FS Fé F7 F8

N

Homozigotiuk 50% 75% 87.5% 93.75% 96.875% 98.45% 99.23%
Aylar 6 12 18 24 30 36 42
b

~ | ¥ Haploid D ~.  Kromozom F
indiikleme | w katlama , \'

~ ‘

Diploid(F1/F2) Haploid Katlanmis haploid
Kromozom # 2N N 2N
Homozigotluk 50% i 100%
Aylar 6 12

Sekil 2.3. (a) Geleneksel kendilenmis hat gelisimi. Her kendileme neslindeki
homozigotluk orani (%) ve her ilerleme asamasina ulagmak i¢in gegen siire, (b) Misirda
kendilenmis haploid hatt1 gelisimi. Kaynak popiilasyonun homozigotlugunun (%) %50
oldugu varsayilmistir.

CIMMYT (2023)’e gore, indirgeyici hatlar ile baslangic materyallerinin melezleme

isleminden sonra elde edilen koganlarda 3 farkli kategoride tohum olugmasi

beklenmektedir. Birinci kategoride renksiz embriyo ve renksiz endosperme sahip

tohumlar yer almakta olup, bunlar kontaminasyondan dolay1 yabanci toz alma veya

kendileme sonucu olusan haploid olmayan tohumlardir. Bu kategorideki tohumlar ¢ok az

bir orana sahiptir. ikinci kategoride mor renkli embriyo ve mor renkli endosperme sahip

tohumlar yer almakta olup, bunlar indirgeyici hattin ¢igek tozlarinin ana bitkilerin
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cigeklerini dollemesi sonucu olusan tohumlardir ve haploid degildirler. Bu kategorideki
tohumlar toplamda en yiiksek orana sahip tohumlardir. Uciincii kategoride ise renksiz
embriyo ve mor renkli endosperme sahip tohumlar yer alir ve bunlar indirgeyici hattin
ana bitkilerin ¢iceklerini dollemesi sirasinda ortaya ¢ikan anormal ddllenme sonucu
haploid embriyodan parthogenetik olarak olusan haploid tohumlardir Haploid olarak
sec¢ilen tohumlarin embriyolar1t n=10 kromozoma sahiptir ve bu tohumlardan olusacak

bitkiler fertil degildirler.

Poliploid bitki elde etmek i¢in kullanilan kromozom katlama yontemleriyle ilgili ilk
caligmalar 1931 yilinda baslamis, bu konuda esas calismalar ise 1937 yilindan sonra
"kolkisin" (colchicine) maddesinin bulunmasiyla hizlanmistir. Kolkisin, giiz ¢igdemi
(Colchicum automnale) bitkisinden elde edilen kuvvetli bir alkoloiddir. Bu maddenin
kromozom sayilarini iki katina ¢ikarmasi, mitoz boliinme sirasinda i ipliklerinin gecici
bir siire tahrip etmesi ve anafaz hareketinin engellenmesiyle agiklanmaktadir. Boylelikle,
hiicre bolinmeden kromozomlar bdliinmekte ve boliinen kromozomlar ayni hiicre
icerisinde kalarak kromozom sayisi katlarina ¢ikmaktadir. Kolkisin maddesi genellikle
tohum, kok ve siirgiinlere uygulanmaktadir. Uygulamanin siiresi ve hazirlanan eriyigin
yogunlugu, uygulanacak bitkinin tiiriine ve kullanilacak yonteme bagli olmaktadir.
Tohum ve ¢imlere genel olarak %0,1-0,4'liik kolkisin uygulanmakta ve bunun siiresi 30
dakika ile ii¢ saat arasinda degigsmektedir. Yogunlugun %0,05'e inmesi halinde, siire 24

saate kadar ¢ikabilmektedir (Anonim, 2023).
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Deneme alam ve bitki materyali

Bu galisma; Bursa Uludag Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarimsal Uygulama ve Aragtirma
Merkezi’nde 2019-2021 yillar arasinda yiirtitiilmiistiir. Calismanin yiiritiildigli Bursa
ili gecis iklimi kusagindadir. Akdeniz ve Karadeniz iklimlerinin 6zelliklerini tagiyan ilde

yaz mevsiminde siddetli kurakliklar goriilmezken kis mevsimi de ¢ok sert gegmez.

Calismanin yiiriitiildiigi yillara ait iklim verileri ve uzun yillar ortalamasi Cizelge 3.1°de
verilmistir. Sicaklikla ilgili veriler incelendiginde, tiim yillarda sicaklik ortalamasinin
uzun yillar ortalamasina benzer oldugu goriilmektedir. Toplam yagisla ilgili veriler
incelendiginde tiim yillarin yagis degerlerinin uzun yillar ortalamasinin altinda kaldig:
goriilmektedir. Oransal neme iligkin verilere bakildiginda, denemenin tiim yillarinda

ortalama oransal nemin uzun yillar ortalamasindan yiiksek oldugu goriilmektedir.

Cizelge 3.1. Calismanin yiiriitiildiigii Bursa Ili’nde 2019, 2020, 2021 ve uzun yillar
ortalamas1 (UYO)’na ait sicaklik (°C), yagis (mm) ve nem (%) degerleri.

Aylar Top./Ort.

Yillar | Mayis | Haziran | Temmuz | Agustos | Eylil | Ekim

Ortalama Sicaklik (°C)
2019 19.3 23.6 23.7 24.4 20.9 17.1 21,5
2020 17.5 21.7 24.8 24.7 23.0 18.4 21,7
2021 18.6 20.9 25.5 25.9 20.3 14.7 21,0
uyo* 18,0 22,5 25,1 25,1 20,8 15,9 21,2

Toplam Yagis (mm)
2019 45.9 46.8 27.9 38.5 10.3 28.3 197,7
2020 93.7 40.5 1.3 1.8 6.5 68.7 2125
2021 14.5 61.7 32.8 0.1 10.9 42.0 162,0
UuYyO 48,5 42,1 15,1 16,9 50,3 84,2 257,1

Ortalama Nem (%)

2019 67.3 68.6 64.6 64.3 63.5 75.4 67,3
2020 68.8 67.9 64.1 62.0 67.3 71.8 67,0
2021 67.1 73.0 66.1 60.6 64.5 72.8 67,4
UuYO 66,9 62,7 59,4 61,3 67,4 74,7 65,4

*: UYO: Uzun yillar ortalamasi (1990-2020)
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Deneme alaninin farkli yerlerinden 0-20 cm derinlikten alinan toprak 6rneklerinin fiziksel
ve kimyasal analizleri Uludag Universitesi Ziraat Fakiiltesi, Toprak Bilimi ve Bitki
Besleme Boliimii, Toprak Analiz Laboratuvari’nda yaptirilmis ve sonuglar Cizelge 3.2°de

sunulmustur.

Cizelge 3.2. Calismanin yiiriitiildiigii Uludag Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarimsal
Uygulama ve Arastirma Merkezi’ndeki deneme alaninin toprak analiz sonuglari.

% Kum 48,16
% Silt 21,52
% Kil 30,32
Tekstiir Kumlu - Killi - Tin
pH 7,89
EC, uS cm? 779,0
Kireg, % 0,88
Org.madde % 2.016
% N 0.113
Alinabilir P, mg kg 12,18
Alinabilir K, g kg 0,504

Toprak analiz sonuglarina gore, deneme alani topragi agir ve orta biinyeli olup organik
madde yoniinden fakirdir. Tekstiir bakimmdan kumlu-killi-tin gruba girmektedir. Azot

igerigi yeterli seviyede olup, fosfor ve potasyum igerigi bakimindan zengindir.

Caligmada ticari 32 adet genotip dondr ebeveyn kullanilmistir. Dondr ebeveyn olarak
kullanilan 32 genotipe ait baz1 6zellikler Cizelge 3.3’te verilmistir. Tiim dondr genotipleri
atdisi tane yapisinda olup, renksiz aleuron ve embriyo dokusuna sahiptir. Dondr
genotiplerin FAO olum gruplar1 500-750 arasinda degismektedir. Tiim dondr genotiplerin
ciceklenme tarihleri belirlenmistir ve ¢izelge 3.3’de sunulmustur. Calismada baba
ebeveyn olarak Maize Genetics Cooperation-Stock Center (USDA/ARS)’dan temin
edilen Stock6 (Zea mays ssp. mays) indirgeyici misir hatt1 kullanilmistir. Stock6, in vivo
maternal haploidlerin iiretilmesinde tozlayici olarak kullanilmakta ve Al, A2, B1, C1, C2,
PI1 ve R1-nj alellerini birlikte icermektedir (MaizeGDB, 2023). Baba ebeveyn olarak

kullanilan Stock6 indiikleyici hattina ait bitki gértintimii Sekil 3.1°de sunulmustur.
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Cizelge 3.3. Arastirmada kullanilan dondr genotiplerin 6zellikleri.

. . Ciceklenme | FAO olum
No Genotipler | Genotipler | Tane yapisi tarihi (giin) grubu
1 G3 P.2088 Atdisi 70 700
2 Gb FAMOSO Atdisi 70 700
3 G6 DKC-7240 Atdisi 78 750
4 G8 DKC-6876 Atdisi 70 700
5 G9 DKC-5783 Atdisi 70 500
6 G10 DKC-6761 Atdisi 74 650
7 G12 TK-6063 Atdisi 70 650
8 G13 SABIA Atdisi 70 700
9 Gl4 P.31A34 Atdisi 70 700
10 G16 P.3394 Atdisi 74 580
11 G17 KERBANIS Atdisi 61 550
12 G18 DKC-6441 Atdisi 78 650
13 G19 P.0729 Atdisi 70 550
14 G21 P.1921 Atdisi 61 700
15 G22 P.0937 Atdisi 70 550
16 G24 P.31Y43 Atdisi 70 680
17 G26 DKC-6589 Atdisi 70 700
18 G30 KiLOWAT Atdisi 70 700
19 G34 SAMADA-07 Atdisi 70 700
20 G35 KONTIGOS Atdisi 61 600
21 G37 P.1241 Atdisi 70 650
22 G38 SAKARYA Atdisi 70 700
23 G40 ZP 707 Atdisi 74 700
24 G41 ADA-523 Atdisi 50 700
25 G42 P.32W86 Atdisi 78 550
26 G43 KATONE Atdisi 50 650
27 G44 AGA Atdisi 50 700
28 G45 KERMES Atdisi 78 600
29 G46 HACIBEY Atdisi 74 650
30 G47 P.1574 Atdisi 70 700
31 G49 P.3167 Atdisi 50 600
32 G51 KOPIAS Atdisi 70 700

Kromozom katlama uygulamasi igin kolhisin ve dimetil siilfoksit (C2HsOS)
kullanilmistir. K suda ¢6ziiniir bir alkaloiddir. Dimetil siilfoksit renksiz, s1v1 haldedir ve

kimyasal reaksiyonlar i¢in ¢oziicii olarak kullanilmaktadir.
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Sekil 3.1. (A) Stock6 indirgeyici hattinin tepe piiskiilii gériiniimii. (B) Stock6 indirgeyici
hattinin bitki gériintimii.
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3.2. Yontem

Misirda katlanmig haploid hatlart gelistirmek igin in vitro ya da in vivo yontemler
kullanilabilir. Bu tez calismasinda, KH hatlarin {iretiminde daha giivenilir ve verimli
oldugu, ayrica yaygin olarak kullanildigi i¢in in vivo yontemi (Chaikam vd., 2019) tercih
edilmistir. Bu teknikte haploidlerin iiretilmesi ig¢in kaynak genotip, indirgeyici denilen
0zel bir musir ¢esidiyle tozlanmaktadir (Rober vd., 2005). Baba hat olarak kullanilan
indirgeyici musir ¢esidi haploid tanelerin ayirt edilebilmesi igin 6zel bir renk markor
ozelligine sahiptir (Geiger, 2009). Olusan haploid taneler indirgeyici misir hattinin
kromozomlarin1 igermezler. Sadece ana hat olarak kullanilan kaynak materyalin

kromozomlarin tagirlar. Bu nedenle kaynak materyaller dondr olarak isimlendirilirler
(Cengiz, 2016).

1 V. 4

‘ Donér indirgeyici
Y ¢
F, " x II indirgeyici A\
/\ A ~,(",\ — Haploid tohumlar
W\
Haploid fideler f __Kolhisinle kromozom
' I I l Tfjc” katlama
|

W “Sera™ ¥y by

/ ker'w\dner‘ne\

Katlanmig 7
haploid hatlar

Sekil 3.2. Katlanmis haploid hat {iretiminin agamalar1 (Geiger, 2009)
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Sekil 3.2’de bu ¢alismada izlenen katlanmis haploid hat tiretiminin adimlar1 6zetlenmistir.
Calismanin ilk y1l1 indirgeme melezlemeleri yapilmistir. Elde edilen tohumlardan haploid
tohumlar belirlenmistir. Ikinci yil elde edilen haploid tohumlar g¢imlendirilmis ve
kromozom katlama uygulamasi gergeklestirilerek katlanmis haploid bitkiler elde
edilmistir. Elde edilen katlanmis haploid bitkilerde katlanmis haploid hat iiretimi i¢in
kendileme islemi yapilmistir. Calismanin {i¢iincli ve son yilinda tohum ¢ogaltimi igin

katlanmis haploid hatlarda kendileme islemi yapilmistir (Chaikam vd., 2019).

3.2.1. Dondr ve indirgeyici genotiplerin yetistirilmesi

Donér ve indirgeyici genotiplerin ekilecegi arazi pullukla siiriilmiis, ardindan rotavatorle
islenerek tohum yatagi hazirligi tamamlanmistir. Melezlemede yer alacak olan tiim
genotipler; sira aras1 70 cm ve sira iizeri 20 cm olacak sekilde 5 m uzunlugundaki siralara
15.06.2019 tarihinde ekilmiglerdir. De La Fuente vd. (2018), yiiksek miktarda haploid
tohum elde etmek i¢in indirgeyiciler i¢in coklu ekim tarihlerinin kullanilmasin
onermektedirler. Bu amagla indirgeyici hat 22.06.2019 tarihinde bir kez daha ekilmistir.
Arastirmamizda iki farkli tarihte indirgeyici hattin ekiminin gerceklestirilmesi uzun bir
stire polen alimin1 saglamis, dolayisiyla dondr ve indirgeyici hat arasinda tozlagma tarihi
uyusmazligi yasanmasinin oniine gegilmistir. Her iki tarihte de indirgeyici hattan 6 sira,
toplamda ise 12 sira ekim yapilmustir. Indirgeyici hat ekimlerinde her bir ocaga bir tohum

birakilmistir. Ekimlerle birlikte deneme alanina 15-15-15 taban giibre uygulanmistir.
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Sekil 3.3. Ekim sonras1 deneme alaninda sulama islemi

Bitkilerin ¢imlenmesinden 4-5 yaprakli doneme kadar elle yabanci ot miicadelesi
yapilmustir. Bitkilerin birinci ¢apasi 15-20 cm boylandiklar1 4 yaprakli donemde, ikinci
capa bitki boylar1 40-50 cm oldugu 6-8 yaprakli donemde yapilmistir. Birinci ¢apa
esnasinda her tohum yataginda bir bitki kalacak sekilde tekleme yapilmistir. Yabanci

otlara kars1 ayrica piilverizatorle herbisit uygulanmistir.

Ikinci ¢apayla birlikte 7 kg/da, tane doldurma donemi dncesinde ise 8 kg/da azot (%46
iire) verilmistir. Sulama i¢in her bir siraya damla sulama sistemi gekilerek sulama

yapilmustir (Sekil 3.3).

Donor genotiplerde kogan taslaklar1 piiskiil ¢ikisindan dnce beyaz izolasyon torbasi ile
izole edilmistir. indirgeyici hatlarda ise tepe piiskiilii, anterler %50 polen tozu vermeye
basladig1 zaman izolasyon torbasi ile kapatilmistir. Melezleme islemi daha fazla tohum
tutumunun saglanmasi i¢in kogan piiskiilii goriildiikten 2-3 giin sonra elle yapilmistir
(Rotarenco vd., 2002). Her bir dondr genotipten segilen {i¢ adet bitkiye Stock6 indirgeyici

hattindan alinan polenler verilmistir (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. (A) Melezleme oncesi donér ebeveynler, (B) Polen verilmeden 6nce donor
genotipe ait kogan piiskiilii, (C) Donér genotip koganinin Stock6 indirgeyici hattin polen

tozuyla d6llenmesi, (D) Melezleme islemi tamamlanmis olan bir donér genotip koganinin
izolasyon torbasi ile izole edilmesi.
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Calismanin ilk yil1 her bir genotipin ¢iceklenme tarihleri belirlenmistir. Zamanla taneye
yapraklardan fotosentez asimilantlarini tagiyan iletim demetleri fizyolojik olarak yaslanir
ve oliirler (apoptosis = programlanmis hiicre 6liimii). Taneler kocandaki disi ¢icege sap
(pedicel) ile baghdirlar. Sap ile iletim demetleri arasinda karbon birikimi meydana gelir
ve birikmis karbon siyahlagarak bir tabaka meydana getirir. Siyah tabaka olusumu ilk
olarak kog¢anin u¢ kisimlarindaki tanelerden baslar daha sonra koganin orta kismindaki
tanelerde ve en son dip kisimlarindaki tanelerde olusur. Koganda tanelerin en az %75’ inde
siyah tabaka olusumunun go6zlemlenmesi, fizyolojik olum donemine girildiginin
isaretidir. Tanenin hem siit ¢izgisinde hem de kocana baglandig1 dip ucunda siyah tabaka
olusumu olup olmadigina bakilir. R6 doénemi 4 ila 7 giin siirmekte, tane bu donemde
maksimum kuru madde agirligina ulagmaktadir. Fizyolojik olgunluga ulagma tanenin
gelisimini tamamlamasi anlamina gelmektedir (Nielsen, 2023). Tez ¢alismasinda hasat
icin fizyolojik olum dénemi takip edilmistir. Fizyolojik olum donemine (R6) erisen

bitkilerde 08.11.2019 tarihinde elle hasat yapilmistir.

3.2.2. Haploidlerin tammmlanmasi

En etkili haploid tanimlayici markdr, dominant kirmizi tane rengi geni R1-nj (R-
navajo)’dir. R1-nj geni (Al ya da A2 ve C2 geni ile birlikte), aleuron (endosperm pargasi)
ve scutellum (embriyo pargasi)’da derin renklenmeye sebep olur. Renklenme, donér ve
indirgeyici hattin genetik ge¢misine bagli olarak kapsam ve yogunluk bakimindan
degisebilir. PI1 (Mor 1) ve B1 (Booster 1), bitki dokusunda (koleoptil ve kok) giines
1s18indan bagimsiz mor renklenmeye sebep olan iki alleldir. Kuru tohum asamasinda R1-
nj’nin scutellumda zayif bir renklenme gostermesi yanlis tanimlanan haploid tohumlara
sebebiyet verebilmektedir. (Geiger ve Gordillo, 2009). B1 ve PI1 allellerinin kokte veya
govdede olusturdugu renklenme sayesinde, haploid tohumlarin ¢imlendirildikten sonra

daha etkili bir ayrimi1 yapilabilmektedir (Coe ve Sarkar, 1964; Rotarenco vd., 2010).
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Sekil 3.5. Haploid indirgeme melezlerinden kaynaklanan haploid embriyolu taneleri
tanimlamak i¢in R1-nj haploid tanimlayict markoriiniin kullanimi (Geiger, 2009).

Melezlemelerden sonra olusan tohumlarin iginden haploid tanelerin tanimlanmasi,
antosiyanin markor geni R1-nj (Chase, 1969) araciligiyla gerceklestirilmistir. Indirgeme
melezlemesi sonucunda belli bir oranda normal F1 taneleri, haploid embriyo ve triploid
endosperm olugmaktadir. F1 tanelerinde hem endosperm hem embriyoda renklenme
vardir. Haploid taneler ise renkli endosperm ve renksiz embriyo dokusuna sahiptir
(Geiger, 2009). Hasat edilen tohumlar iizerinde R1-nj renk markori dikkate alinarak her

bir genotipin tohumlar1 kategorize edilmistir (Sekil 3.5).

R1-nj ayn1 zamanda ek renk genleri B1 ve PI1 ile baglantili olarak, koleoptil ve kokte
renklenme sagladigindan haploid tohumlarin nihai tanimlanmasi, ¢alismanin ikinci yili
tohumlar ¢imlendirildikten sonra kok renkliligine gore yapilmistir (Geiger, 2009). Renkli
(mor) kok ve govdeye sahip olanlar diploid olarak, herhangi bir renklenmeye sahip

olmayanlar haploid olarak kabul edilmistir (Coe ve Sarkar, 1964; Rotarenco vd., 2010).
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Sekil 3.6. Cimlendirme sonras1 haploid (n) ve diploid (2n) tohumlarin kok renkliligine
gore secilmesi (Rotarenco vd., 2010).

3.2.3. Haploid indirgeme oramimin (HiO) hesaplanmasi

In vivo maternal haploid yonteminde indirgeme melezlemesinden sonra pratikte 4 farkli
kategoride tohum olusmaktadir;

1. Haploid Tohumlar: Endospermi renkli, embriyosu renksiz olan tohumlar,

2. Diploid Tohumlar (F1): Hem endosperm hem de embriyosunda renklenme olan
tohumlar,

3. Tipdist Tohumlar: Embriyosu renkli, endospermi renksiz olan tohumlar ve

4. Melez Dis1 Tohumlar: Melezleme sirasinda istenmeden donériin kendi polen tozunu
almas1 veya disaridan bagka bir renksiz donérden polen almasi sonucu olusan ve herhangi
bir renklenmeye sahip olmayan tohumlar olarak kategorize edilmistir (Sekil 3.5) (Geiger,
2009; Cengiz, 2016).
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R1-nj renk markorii dikkate alinarak ¢alismanin ilk yili hasat edilen her bir genotipin
tohumlar1 4 farkli kategoriye gore ayrildiktan sonra her bir kategorinin tohum sayilari
belirlenmistir. Tohum sayilar1 belirlenen her bir genotipin haploid indirgeme orani (HIO)

ve kromozom katlama oranlar1 (KKO) asagidaki formiilere gore hesaplanmustir.

HIO = (Haploid oldugu varsayilan tohum sayisi/Kogandaki toplam tohum sayis1) x 100
(Dong vd., 2013; Trentin vd., 2023).

KKO = (Fertil bitki say1st / Kolhisin uygulanan bitki sayis1) x 100 (Zararsiz vd., 2019)

3.2.4. Yapay kromozom katlamasi

Kromozom katlamasi, katlanmis haploid tiretiminde gerekli bir islemdir. Diploid bitkiler
hiicrelerinde her bir kromozomun iki kopyasini igerirler. Bu iki kromozomun bir kopyasi
erkek ebeveynden, digeri disi ebeveynden alinir. Haploid bitkiler, hiicrelerinde her bir
kromozomun yalmizca bir kopyasm igerirler. /n vivo maternal indirgemeyle iiretilen
haploidler, yalnizca disi ebeveynden gelen kromozomlari i¢ermektedirler. Haploid
bitkilerin tireme yapilarinda homolog kromozom ¢iftleri olusamadigi i¢in mayotik hiicre
boliinmeleri ilerleyememekte, bunun sonucunda erkek ve disi gametik hiicreler
tiretilememektedir. Yani haploid bitkiler genellikle kisirdir. Kromozom katlamasinin
amaci, bir haploidden (n) double haploid (2n) bitki iireterek haploid bitkilerde fertiliteyi
elde etmektir. Bu sayede katlanmis haploid bitkilerde kendileme islemi yapilarak
katlanmig haploid hatlarin iiretimi yapilabilmektedir. Kromozom katlamasi i¢in yaygin
olarak kullanilan kimyasal kolhisindir. Kolhisin varliginda kromozom katlamas: interfaz
sathasinda normal olarak meydana gelir. Kolhisin mitoz boliinmenin metafaz sathasinda
1g ipliklerinin olusumunu engeller. Anafaz sirasinda, iki kardes kromatidlerin katlanmis
kromozomlar1 ayridir, ancak hiicrenin farkli kutuplarina tasmamaz, bunun yerine
hiicrenin merkezinde kalirlar. Telofazda ise ¢ekirdek membrani ayrilmamig kromozom
etrafinda olusturulur. Boylece mitoz boliinme ¢ift kromozomlu bir hiicre ile sonuglanir

(Chaikam ve Mahuku, 2012).
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3.2.4.1. Yapay kromozom katlama uygulamasinin basamaklari

Tohum c¢imlendirme ve fidelerin kolhisin muamelesine hazirlanmast icin gerekli
ekipmanlar;

- Cimlendirme kagidi

- Plastik tank

- Iklim kabini

- Tl torbalar

- Aliiminyum folyo

- Etiketler

- Bistiiri

- Hassas terazi

- Olgme silindirleri: 5.000 ml; 1.000 ml; 500 ml; 100 mi

- Pipetler: 1.000 mikrolitre; 200 mikrolitre; 100 mikrolitre

- Koruyucu kiyafetler

- Eldiven ve maskeler

Kimyasal uygulamalar icin;
- Kaolhisin (Sigma-C9754 powder)
- Dimetil siilfoksit (DMSO)
- Sodyum hipoklorit (NaClO)

Kromozom katlama uygulamasi Chaikam & Mahuku (2012)’e gore yapilmistir.
Asamalar; tohum ¢imlendirme, kolhisin muamelesi, fidelerin plastik kaplara alinmasi,
fidelerin seraya aktarilmasi, bitkilerin tarlaya dikiminden olusmaktadir. Tiim asamalar

sirastyla detayli olarak asagida agiklanmustir.

Tohum ¢imlendirme;
- Cimlendirme kagitlar1 kontaminasyonu onlemek igin %0,05 c¢amasir suyu
¢ozeltisi ile nemlendirilmistir,
- Her bir genotipten haploid kabul edilen belirli miktarda tohum diizgiin bir sekilde

¢imlendirme kagidinin iizerine dizilmistir (Cizelge 4.2),

36



- Iki adet c¢imlendirme kagidi kullanilarak biri digerinin iistiine Ortiilmiis ve
c¢imlendirme kagitlari rulo haline getirilmistir. Daha sonra saf su ile 1slatilmistir,

- Rulolar ¢imlenmenin saglanmasi igin 23 °C sicakliga ayarlanmis iklim kabininde
72 saat bekletilmistir.

- Cimlenme gergeklesene kadar kurutma kagitlar1 saf su ile islatilmaya devam

edilmistir.

Sekil 3.7. (A) Cimlendirme kagid iizerine yayilmis haploid tohumlar, (B) Iklim kabinine
yerlestirilmis materyaller
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Fidelerin hazirlanmast;

72 saat sonra fideler kolhisin muamelesi igin ideal olan 3-5 cm kok ve yaklasik 2
cm koleoptil boyuna erismistir,

Kolhisin muamelesinden dnce kolhisinin daha iyi niifus etmesi igin koleoptil ve
kok uclarindan yaklasik olarak 1 c¢cm olacak sekilde steril bistiiri yardimiyla
kesilmistir (Zabirova vd., 1996; Deimling vd., 1997)

Ayni1 populasyondan gelen kesilmis fideler ayni tiil torbalara yerlestirilmistir,
Kolhisin muamele tankina konmadan Once fideler birka¢ saat saf suda

bekletilmistir.

Kolhisin muamelesi;

Kolhisin muamelesi i¢in %0,06 kolhisin ve kolhisinin daha iyi niifus etmesi i¢in
%0,5 dimetil siilfoksit (DMSO) olacak sekilde soliisyon hazirlanmistir (Gayen
vd., 1994; Zabirova vd., 1996). iki litre soliisyon i¢in 1200 mg kolhisin, 10 ml
dimetil siilfoksit ve 1990 ml saf su kullanilmistir.

Kolhisin tozu hassas terazide tartilmis ve su i¢inde ¢oziindiiriilmiistiir.

Fideler dikkatli bir sekilde ¢ozeltiye yerlestirilmis ve yontemin daha etkili olmasi
icin plastik tank aliiminyum folyo ile kaplanarak karanlik ortam saglanmis ve
iklimlendirme kabinine yerlestirilerek 12 saat 18 °C’de bekletilmistir (Deimling
vd., 1997).
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Sekil 3.8. (A) Haploid fidenin kok ve siirgiin uglarindan kesilerek kolhisin muamelesi
icin hazilanmasi, (B), (C) Kolhisin muamelesi dncesi farkli genotiplere ait fidelerin ayri
ayr1 tiil torbalara yerlestirilmesi
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(A)

(B)

Sekil 3.9. (A) Tiil torbalarin kolhisin soliisyonu ile dolu plastik tanka yerlestirilmesi, (B)
Plastik tankin iklim kabinine yerlestirilmesi
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Fidelerin seraya aktarimast,

12 saat sonunda tank bosaltilmis ve fideler akan su altinda dikkatlice yikanmistir.
Kolhisin muamelesinden dolay1 ¢ok kirilgan halde olan fidelerin plastik kaplara
dikimi dikkatli bir sekilde gergeklestirilmistir.

Fidelerin sulama suyuna 15-15-15 igerikli giibre ilave edilmistir.

Fideler serada 3-4 yaprakli asamaya kadar biiyiitiilmiistiir (Geiger, 2009).

Sekil 3.10. Serada 3-4 yaprakli evreye kadar yetistirilmek {izere plastik kaplara dikkatli
bir sekilde dikimi yapilmis katlanmis haploid bitkiler

3.2.5. Katlanms haploid bitkilerin (KHO) yetistirilmesi ve kendileme islemi

Fidelerin yetistirilecegi tarla diskaro ve rotavator aletleriyle islenmistir. Dikimle birlikte

dekara 50 kg 15-15-15 kompoze giibre verilmistir. Dikim oncesi fide ¢ukurlar1 agilmis ve

bitki materyallerinin 08.07.2020 tarihinde tarlaya dikimi yapilmistir. Haploid bitkiler

darbelere kars1 hala ¢ok hassas olduklarindan kirilabilmektedirler. Bu nedenle araziye

nakil ve dikim sirasinda bitki kayiplarin1 6nlemek igin 6zen gosterilmistir.
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Sekil 3.11. (A) Fidelerin araziye aktarilmasi, (B) Dikime hazir bir katlanmig haploid hat,
(C) Katlanmis haploid fidelerinin tarlaya dikilmesi, (D) Dikim sonrasi fidelerin tarladaki

goriintimleri
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Damla sulama borular1 her siraya ¢ekilmis ve diizenli olarak sulama yapilmistir. Birinci
capayla birlikte dekara 20 kg olacak sekilde iire glibresi uygulanmistir. Yabanci otlar ile

miicadele el ¢apasi yapilarak gerceklestirilmistir.

Sekil 3.12. Katlanmig haploid bitkilerde ¢capalama islemi

Toz verme agsamasina gelmis olan katlanmis haploid bitkilerde kendileme islemine
baslanmistir. Kogan taslagi ¢ikisi Oncesi izolasyon kagitlari ile kogan taslaklari izole
edilmistir. Tepe piiskiilii anterleri ana eksende %50 toz vermeye basladigi zaman
izolasyon torbasi ile kapatilmistir. Kendileme islemi yapilirken bir bitkiden diger bitkiye
gegiste polen bulagsmasini 6nlemek igin eller ve kullanilan geregler %70°lik etil alkol (Ek-
A) ile steril edilmistir. Polenlerin piiskiil tepesi iizerine tiniform dagilarak déllenmenin
eszamanli olmasinin saglanmasi i¢in kendilemeden 2-3 giin 6nce kogan piiskiilleri kogan
ucunun 2 cm tlizerinden makas yardimiyla kesilmistir. 2-3 giin sonra tepe piiskiilii
izolasyon torbasi igerisinde biriken polenler hizli bir sekilde kogan tlizerine dokiilmiis ve

yeniden izole edilerek kendileme islemi tamamlanmustir (Sekil 3.13).
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Sekil 3.13. (A, B, C, D) Katlanmis haploid bitkilerde kendileme islemi
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KHO asamasinda; arazide canli kalan bitki yiizdesi, canli kalanlardan fertil bitki yiizdesi,
kendileme yapilabilen bitki yiizdesi, kendilenen bitkilerden tohum alinabilme yiizdeleri
belirlenmigtir. Katlanmis haploid bitkilerin hasadi tanede fizyolojik olum
tamamlandiginda gerceklestirilmistir. Her bir bitki bir misir hattini temsil ettiginden hasat
sirasinda her bir bitkinin koganlar1 ayr1 ayr file torbalara konularak etiketleri yazilmustir.

Hasat edilen kogan ve tane sayilar belirlenmistir.

3.2.6. Kendilenen katlanms haploid hatlarin (KH1) yetistirilmesi ve tohum
cogaltim

Calismanin igiincli yilinda genotiplerin tohum ¢ogaltimi ve morfolojik 6zellikler
bakimindan karakterizasyonunun yapilmast i¢in 27.05.2021 tarihinde ekilmislerdir.

Katlanmis haploid hatlarda tohum ¢ogaltimi kendileme yapilarak saglanmistir.

Sekil 3.14. Kendilenen katlanmis haploid (KH1) hatlarin goriiniimleri
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3.2.7. Kendilenen katlanmis haploid (KH1) hatlarda alinan 6l¢iim ve gozlemler

Katlanmis haploid hatlarda UPOV (Yeni Bitki Cesitlerinin Korunmasi Uluslararasi

Birligi) prensipleri dikkate alinarak, misir 6zellik belgesindeki her bir karakter icin en

uygun donemde 6l¢tim ve gozlemleri yapilmistir. Cizelge 3.4’te UPOV 6zellik belgesinde

yer alan 34 ozellik ve degerlendirme kriterleri sunulmustur (UPOV, 2023).

Cizelge 3.4. Kendilenen katlanmis haploid hatlarda (KH1) alinan 6l¢iim ve gozlemler.

Ozellikler Gozlem Donemi Degerlendirme

Yok veya ¢ok az: 1

1. i1k yaprak: Yaprak kininda Iki yaprakli '(A)\ftas 5

antosiyanin renkliligi donemde .
Koyu: 7
Cok koyu: 9
Sivri:1l
. : , Sivri-yuvarlak: 3
2. Ik yaprak: Yaprak ucu sekli Dort yaprakli )
d6nemde Yuvarlak: 5

Yuvarlak-kasiks1: 7
Kasiks1: 9

3. Yaprak: Govde ile yaprak
arasindaki ag1 (Sadece {ist koganin
tizerindeki yaprak)

Anterlerin olugsmaya
baslama zamani

Cok dar (<5°): 1
Dar (5°-50°): 3
Orta (50°-75°): 5
Genis (75°90°): 7
Cok genis (>90°): 9

4. Yaprak: Yaprak ayasi durusu
(Sadece tist koganin tizerindeki
yaprak)

Anterlerin olugsmaya
baslama zamani

Diiz: 1

Hafifce asag1 dogru: 3
Asag1 dogru: 5

Kuvvetlice asag1 dogru: 7
Cok kuvvetli agagt dogru: 9

5. Govde: Govdedeki bogumdan

Anterlerin %50’si

Yok veya ¢ok az: 1

boguma zigzag derecesi < Hafif: 2
olustugunda Kuvvetli: 3
Yok veya ¢ok az: 1
6. Govde: Destek koklerde| Anterlerin %50°si |Az: 3
antosiyanin renkliligi olustugunda-Siit |Orta: 5
olum zamani Kuvvetli: 7
Cok kuvvetli: 9
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Cizelge 3.4. Katlanmis haploid hatlarda UPOV o6zellik belgesindeki 34 6zellige gore
alian 6l¢iim ve gozlemler (devam)

Cok erken (<45): 1
Cok erken-erken (45-50): 2
Erken (51-55): 3
7. Tepe piiskiilii: Tepe piiskiilii . , . | Erken-orta (56-60): 4
cikis zamani (Bitkilerin Anterlemj H50si Orta (61-65): 5
%50°sinde) olustugunda | 5t oo (66-70): 6
Geg (71-75): 7
Geg-gok gec (76-80): 8
Cok gec (>80): 9
8. Tepe piiskiilii: Tepe piiskiili '\A(\(Z).kgveya gok az: 1
kavuzu tabanindaki antosiyanin Anterlerin %50’si .
renkliligi (Ana eksenin ortadaki olustugunda orta: 5 .
1/3 “iinde) Kuvvetli: 7 _
Cok kuvvetli: 9
Yok veya ¢ok az: 1
9. Tepe pﬁSkﬁlﬁf Tepe puSkuh} Anterlerin %50’si Az 3
kavuzlarinda antosiyanin renkliligi lustusund Orta: 5
(Ana eksenin ortadaki 1/3 “{inde) OUFUEURAa K uwvetli: 7
Cok kuvvetli: 9
Yok veya ¢ok az: 1
10. Tepe piiskiilii: Anterlerde , , . |Az:3
antosiyanin renkliligi (Ana eksenin Antelrlerlrj #50si Orta: 5
ortadaki 1/3 “iinde) olustugunda | 0\ etli: 7
Cok kuvvetli: 9
11. Tepe piiskiilii: Basak¢ik . , . |Seyrek:3
yogunlugu (Ana eksenin ortadaki Ant?rlerlrj %20 ' lorta: 5
1/3 “iinde) olustugunda |y o5un: 7
0\ -
12. Tepe piiskiilii: Ana eksen gOk d%r (<05 _)' .
: : : - ar (5°-50°): 3
ile yan dallar arasindaki ag1 Anterlerin %50’si Orta (50°-75%): 5
(ptiskiiliin dipten itibaren olustugunda . 0 anoN.
1/3°iinde) Genis (75 -90°): 7
Cok genis (>90°): 9
Diiz: 1
13. Tepe piiskilii: Yan dallarm | Anterlerin %50°si | e asagi dogru: 3
durusu (12 kriterdeki gibi) olustugunda Asadl dqgru: >
' Kuvvetlice asag1 dogru: 7
Cok kuvvetli agagt dogru: 9
Yok veya ¢ok az (0-3): 1
14. Tepe piiskiilii: {lk yan dal | Anterlerin %50°si |22 (4-10): 3
sayisi olustugunda Orta (11-15): 5
Fazla (16-20): 7
Cok fazla (>20): 9
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Cizelge 3.4. Katlanmis haploid hatlarda UPOV o6zellik belgesindeki 34 6zellige gore
alian 6l¢iim ve gozlemler (devam)

15. Kocan: Piiskiil ¢ikis zamani
(Bitkilerin %50’si)

Anterlerin %50’si
olustugunda

Cok erken (<45): 1

Cok erken-erken (45-52): 2

Erken (53-57): 3
Erken-orta (58-62): 4
Orta (63-67): 5
Orta-geg (68-72): 6
Geg (73-77): 7
Geg-gok gec (78-82): 8
Cok geg¢ (>83): 9

16. Kocan: Piiskiil antosiyanin Anterlerin %50’si | Yok: 1
renkliligi olustugunda Var: 9
Cok zayif: 1
17. Kogan: Piiskiilde Anterlerin %50’si éﬁ;'ﬂ;
antosiyanin yogunlugu olustugunda Kuvvetlic 7
Cok kuvvetli: 9
Yok veya ¢ok zayif: 1
18. ‘Yap‘rak: ngl:a}k k}npoakl Koganda daneler Zayl.f: 3
antosiyanin renkliligi (Bitkinin sulu iken Orta: 5
orta kisminda) Kuvvetli: 7
Cok kuvvetli: 9

19. Tepe piiskiilii: En alt yan
daldan itibaren eksen uzunlugu

Koganda daneler
sulu iken

Cok kisa (<30 cm): 1
Kisa (30-35 cm): 3
Orta (36-40 cm): 5
Uzun (41-45cm): 7
Cok uzun (>45 cm): 9

20. Tepe piiskiilii: En {ist yan
daldan itibaren eksen uzunlugu

Koganda daneler
sulu iken

Cok kisa (<20 cm): 1
Kisa (20-25 cm): 3
Orta (26-30 cm): 5
Uzun (31-35cm): 7
Cok uzun (>35cm): 9

21. Tepe piiskiilii: Yan dallarin
uzunlugu

Kocanda daneler
sulu iken

Cok kisa (<15 cm): 1
Kisa (15-20 cm): 3
Orta (21-25cm): 5
Uzun (26-30 cm): 7
Cok uzun (>30 cm): 9

22. Bitki: Boyu (tepe ptiskiili
dahil) (Sadece saf hatlar i¢in)

Sit olum zamani

Cok kisa (120 cm): 1
Kisa (120-160 cm): 3
Orta (160-200 cm): 5
Uzun (200-240 cm): 7
Cok uzun (>240 cm): 9
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Cizelge 3.4. Katlanmis haploid hatlarda UPOV o6zellik belgesindeki 34 6zellige gore
alian 6l¢iim ve gozlemler (devam)

Cok kiigiik (<0.30): 1

23. Bitki: Ust kocanin bitkiye Kigiik (0.31-0.40): 3
baglandig1 yerin bitkinin toplam Siit olum zaman1 | Orta (0.41-0.50): 5
yiiksekligine orani Biiytik (0.51-0.60): 7

Cok biiyiik (>0.60): 9
Cok dar (<5cm): 1
Dar (6-8 cm): 3

Orta (9-11cm): 5
Genis (12-14 cm): 7
Cok genis (>14 cm): 9
Cok kisa (<3cm): 1
Kisa (4-6 cm): 3

Orta (7-9cm): 5
Uzun (10-12 cm): 7
Cok uzun (>12 cm): 9
Cok kisa (<15 cm): 1
Kisa (16-19 cm): 3
Tanelerin tam olumu | Orta (20-23 cm): 5
Uzun (24-27 cm): 7
Cok uzun (>27 cm): 9
Cok kiigiik (<4 cm): 1
Kiigtik (4.1-5¢cm): 3
Tanelerin tam olumu | Orta (5.1-6): 5

24. Yaprak: Yaprak ayasi Siit olum zamani
genisligi (list kogan igin)

Tane yumusak

25. Kocan: Sap uzunlugu hamurumsu iken

26. Kocan: Kogan uzunlugu
(kogcan kavuzu haric)

27. Kocan: Kocan cap1 (orta

kisunda) Genis (6.1-7): 7
Cok genis (>7): 9
Konik: 1

28. Koc¢an: Kogan sekli Tanelerin tam olumu | Konik-silindirik: 2
Silindirik: 3
Cok az (<10): 1
. . . Az (10-12): 3
Sai?S.IKoqan. Kocandaki sira Tanelerin tam olumu Orta (13-14): 5

Fazla (15-16): 7
Cok fazla (>16): 9
Sert: 1

Sert gibi: 2

Orta: 3

Tanelerin tam olumu | At disi gibi: 4

At disi: 5

Tatli: 6

Cin musir: 7

30. Kogan: Tane tipi (Kocan
ortast 1/3’liikk kisimda)
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Cizelge 3.4. Katlanmis haploid hatlarda UPOV o6zellik belgesindeki 34 6zellige gore

alinan 6l¢iim

ve gozlemler (devam)

31. Kocan

: Tane ucu rengi

Tanelerin tam olumu

Beyaz: 1

Sarimsi beyaz: 2
Sar1: 3
Sari-portakal: 4
Portakal: 5
Kirmizi-portakal: 6
Kirmizi: 7

Koyu kirmizi: 8
Mavi siyah: 9

32. Ko¢an

: Tane sirt rengi

Tanelerin tam olumu

Beyaz: 1

Sarimsi beyaz: 2
Sar1: 3
Sari-portakal: 4
Portakal: 5
Kirmizi-portakal: 6
Kirmizi: 7

Koyu kirmizi: 8
Mavi siyah: 9

33. Kocan
renkliligi

: Somakta antosiyanin

Taneler seyrek ve
gevsek iken

Yok: 1
Var: 9

34. Kocan
yogunlugu

: Somakta antosiyanin

Taneler seyrek ve
gevsek iken

Cok zayif: 1
Zayif: 3

Orta: 5
Kuvvetli: 7
Cok kuvvetli: 9
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4. BULGULAR ve TARTISMA

Haploid bitkilerin elde edilmesi amaciyla 32 adet dondr genotipin Stock6 indirgeyici hatti
ile melezlenmesi sonucunda 81 adet kogan elde edilmistir. Melezleme sonucu olusan bazi

koganlarin goriiniimleri Sekil 4.1.”de sunulmustur.

R1-nj renk markdrii tohumlarin endosperm ve embriyo dokusu iizerinde renklenmeye
neden olmaktadir. Arastirmada R1-nj renk markoriiniin yogunlugu ve sekli genotipten
genotipe varyasyon gostermistir. Bazi genotiplerde endospermin ta¢ kisminda sadece
kiiglik bir nokta seklinde renklenme gozlemlenirken (Sekil 4.1. C), baz1 genotiplerde
endopsermin tag kismini kaplayan belirgin bir renklenme gézlemlenmistir (Sekil 4.2. A).
Renklenme koyulugu ise agiktan ¢ok koyuya dogru ¢esitlilik gostermistir. Geiger (2009),
renklenmenin dondr ve indirgeyicinin genetik ge¢misine bagli olarak kapsam ve
yogunluk bakimindan degisebilecegini bildirmistir. Indirgeme melezlerinde haploidleri
tanimlamaya yonelik; molekiiler markorler (Belicuas vd., 2007), flowsitometri (Couto vd,
2013), fenotipik markérler (R1-nj) (Nanda ve Chase, 1966), tohum yag icerigi
(Melchinger vd., 2013), kirmiz1 kok markorleri (Chaikam vd., 2016), mor kin (Prigge vd.,
2012; Raéber vd., 2005) ve fide ozellikleri (Chaikam vd., 2017) gibi gesitli teknikler
mevcuttur. Ancak R1-nj renk markord, haploidlerin tanimlanmasinda yaygin olarak
kullanilmakta ve diinya ¢apindaki tiim haploid indirgeyicilerde bulunmaktadir (Prasanna

vd., 2012; Chaikam vd., 2019).

Katlanmis haploid tekniginin basarili olmasi; dondriin renksiz tohumlara sahip olmasina,
indirgeyici hattin R1-nj i¢in homozigot olmasina ve tercihen baskin renk genlerine (Al
veya A2 ve C2) baghdir. R1-nj renk markdriiniin tohum seleksiyonunda bazi
kisitlamalarinin oldugu bildirilmektedir. Dondr genomu C1-1, C2-1df ve In1-D gibi baskin
antosiyanin inhibitor genleri bakimindan homozigotsa R1-nj'nin renk olusturmasini
engellemektedir. Bu alleller sert, subtropikal, tropikal ve seker misir gruplarinda yiiksek
oranda bulunmaktadir (Réber vd., 2005; Geiger, 2009). Calismada kullanilan tiim donér
genotipleri atdisi tane tipinde oldugundan indirgeme melezlemeleri sonucu olusan tiim

kocanlarda R1-nj renk markoriiniin sebep oldugu renk gézlenmistir.
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-nj renk markoriine sahip indirgeyici Stock6 hatti ile donor

C,D)R1
genotiplerin indirgeme melezlemesi

Sekil 4.1. (A, B,

sonucu olusan koganlari
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Elde edilen tohumlar R1-nj renk markor sistemine gore kategorize edilmistir. Renkli bir
endosperm ve renksiz bir embriyoya sahip olan tohumlar haploid olarak
siiflandirilmistir. Hem embriyo hem de endosperminde renklenme olan tohumlar F1
olarak, embriyosunda renklenme olup renksiz bir endosperme sahip olan tohumlar ise tip
dis1 olarak secilmistir. Istenmeden kendileme veya kendi soyu disinda digsaridan polen
alma sonucu olusan tohumlarda belirlenmis ve melez dis1 olarak kategorize edilmistir. Bu
tohumlar renksiz bir embriyo ve endosperme sahip olmalarindan selekte edilmislerdir

(Sekil 4.2).

J ©

Donér indirgeyici
Haploid embriyo F1 embriyo Tip disi Melez disi
(Gelisemez)

Sekil 4.2. Melezlemelerden elde edilen farkli kategorideki tohumlar

Haploid tohum se¢iminin dogrulugu, haploid tanimlamasinda markor olarak kullanilan
embriyo ve endosperm {iizerindeki R1-nj renklenmesini iyi kavrayan arastirmacilara
baglidir (Cengiz, 2016). Cengiz ve Korkut (2020), tohumlari selekte eden arastirmacilarin
tecrlibeli olmasini, yiiksek 1s1k altinda ¢alisilmasini ve 4 saatten fazla tohum se¢iminin
yapilmamasini onermislerdir. Aragtirmamizda ise tohum segimleri yiiksek 1s1k altinda ve

2 saati gecmeyecek sekilde yapilmustir.

Cizelge 4.1°de indirgeme melezlemesi sonucu olusan haploid, F1, tip dis1 ve melez dis1

tohum sayilar1 sunulmustur.
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Cizelge 4.1. Indirgeme melezlemesi sonucu olusan kogan sayilar1 ve haploid, F1, tip dis1
ve melez dig1 tohum sayilar1 (adet).

. Kogan Haploid F1 . Melez dis1
Genotipler Sayﬁan toﬁum Tip dist ? Toplam

G3 3 10 389 30 265 694
G5 3 2 656 20 278 956
G6 3 16 411 12 101 540
G8 2 17 407 7 112 543
G9 2 4 105 5 31 145
G10 2 10 213 3 53 279
G12 3 15 1051 114 208 1388
G13 3 46 977 7 405 1435
Gl14 3 12 936 52 321 1321
G16 2 9 150 2 108 269
G17 3 19 571 27 395 1012
G18 2 3 504 4 173 684
G19 3 19 1200 32 497 1748
G21 3 51 871 76 564 1562
G22 2 25 409 42 280 756
G24 2 10 573 9 232 824
G26 2 1 440 2 157 600
G30 3 6 683 35 244 968
G34 3 11 383 6 860 1260
G35 3 34 539 53 523 1149
G37 3 10 629 20 518 1177
G38 3 38 712 35 389 1174
G40 2 8 238 12 183 441
G4l 2 17 233 8 310 568
G42 3 3 878 12 308 1201
G43 1 6 90 0 114 210
G44 3 24 325 43 353 745
G45 2 1 19 0 28 48

G46 3 34 643 59 315 1051
G47 3 5 772 52 146 975
G49 1 2 25 0 64 91

G51 3 20 398 31 149 598

Toplam 81 488 16 430 810 8684 26 412
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Tiim kategorilerden toplam 26 412 adet tohum elde edilmistir. Indirgeme melezlemeleri
sonucu 488 adet haploid oldugu varsayilan tohum elde edilmistir. En fazla tohum sayis1
F1 (16 430) tohum kategorisinden, en az tohum sayisi ise tip dist (810) tohum
kategorisinden elde edilmistir. Melez dis1 tohum sayisi ise 8684 adet olmustur (Cizelge

4.1).

Cerit vd. (2016), genotiplerin dort farkli indirgeyici hatla (RWS, RWK-76, RWSXRWK-
76 ve Stock6) melezinden toplam 62 913 adet tohum elde etmislerdir. Arastirmada en
yiiksek tohum sayis1 55 746 adet ile F1 kategorisinden elde edilmistir. Cengiz (2016),
genotiplerin dort farkli indirgeyici hat (RWS, RWK-76, RWSXRWK-76 ve WS14) ile
melezlenmesi sonucu toplam 15 911 adet tohum elde etmis, en yiiksek tohum elde edilen
kategori F1 olarak belirlenmistir. Arastiricilarin bulgularina benzer sekilde calismamizda

en yliksek tohum oran1 F1 kategorisinden elde edilmistir.

Cizelge 4.2°de indirgeme melezlemesi sonucu olusan haploid indirgeme oran1 (HIO), F1,
tip dist ve melez dis1 tohum oranlart sunulmustur. Stock6 indirgeyici hattinin haploid
indirgeme orani en diisiik G26 genotipinde %0,16 olarak, en yiiksek ise G10 genotipinde
%3,58 olarak tespit edilmistir. Tiim genotiplerin ortalama haploid indirgeme oran1 (HIO)
ise %2,03 olarak hesaplanmistir. Bu tez ¢alismasinda 15 adet genotipin indirgeme orani
2’nin altinda kalmistir. Coe (1959)’nun belirttigine gore, Stocké haploid indirgeyici hatti
%?2-3arasinda maternal haploid indirgeme oranina sahiptir. Dolayisiyla aragtirmacinin

ifadesi ile bulgularimiz arasinda bir uygunluk bulunmaktadir.

Her bir donor genotipin haploid indirgeme oranlarinin farklt oldugu belirlenmistir
(Cizelge 4.2). Bazi arastirmacilar, dondr germ-plazmalarinin haploid indirgeme
oranlarimin farkli oldugunu ve bunlarin haploid indirgeme orani tizerindeki etkilerinin ¢ok
yiiksek olabilecegini uzun siiredir bildirmektedir (Lashermes, 1988; Eder ve Chalyk,
2002; De La Fuente vd., 2018). Trentin vd. (2022), donér ve indirgeyici hatlarin genetik
yapisinin haploid indirgeme orani iizerinde dnemli bir etkiye sahip oldugunu tespit
etmislerdir. Bir¢ok kalitim ¢alismasi, maternal haploidlerin in vivo indirgemesinin ¢oklu

genler tarafindan kontrol altinda tutuldugunu goéstermektedir (Lashermes ve Beckert
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1988; Deimling vd., 1997; Rober vd., 2005). Arastiricilar ayrica atdisi misirin, seker ve

sert misira gore daha yiiksek indirgenebilirlik gosterdigini bildirmislerdir.

Eder ve Chalyk (2002), in vivo maternal haploid teknigi kullanarak ydrittiikleri
arastirmalarinda, iki farkli indirgeyici hat (MHI ve Stock6) ile 20 farkli donoriin (sert,
atdisi ve sert x atdisi misir grubu) indirgeme melezlemesi sonrasi haploid indirgeme
oraninin %2,7 ile %8,0 arasinda degistigini belirlemislerdir. Cerit vd. (2016), farkli
indirgeyici hatlarin haploid indirgeme oranlarint belirlemek i¢cin Adana kosullarinda
yuriittikleri arastirmalarinda Stock6'min %1,28 haploid indirgeme oranma sahip
oldugunu tespit etmislerdir. Bu tez ¢alismasinda Cerit vd. (2016)’den daha yiiksek HIO
elde edilmistir. Bu durum asir1 yiiksek yaz sicakliklarinin goriilmedigi Bursa kosullarinda
musir bitkisinin dollenmesi ve gelisimi agisindan optimum kosullarin daha fazla
saglandigiyla iliskilendirilmistir. Nitekim stres kosullarinin en az diizeyde oldugu ve
optimum biiyiime kosullariin saglandigi durumlarda haploid indirgeme oraninin

yiikseldigi bildirilmektedir (Geiger, 2009).

Cevresel kosullar in vivo haploid tekniginde basariy1 etkilemektedir. Rober vd. (2005),
1yi ve kotii ¢evrelerin haploid indirgeme oranina etkisini belirlemek i¢cin KEMS ve RWS
indigeyici hatlarin1 kullanarak yiiriittiigii calismasinda kotii ¢cevrede indirgeme oranini

%2, iyi cevrede %16,4 oldugunu saptamistir.

Bu c¢alismada kogan piiskiilii ¢ikisindan ii¢ giin sonra elle tozlasma yapilmasi sonucu
yiiksek oranda tohum tutmus koganlar elde edilmistir. Rotarenco vd. (2002), yiiriittiikleri
aragtirmada kocgan piiskiilii ¢ikisindan ti¢ giin sonra elle yapilan tozlagsmanin, izole bir

alanda agik tozlagsmaya gore daha iyi performans gosterdigini ortaya koymuslardir.

Arastirmamizda ortalama kromozom katlama oran1 (KKO) %50 olarak hesaplanmistir.
Kromozom katlama orant dondrden donore farklilik gostermistir. En diisiik KKO %0, en
yiksek KKO ise %100 olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.2). Zararsiz vd. (2019),
donérden dondre kromozom katlama oranmin farkli oldugunu belirtmislerdir.
Aragstiricilar donérlerin kromozom katlama oranlarinin 22,5 ile 48,3 arasinda oldugunu

ve ortalama KKO’yu %34,3 olarak bildirmislerdir.
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Cizelge 4.2. indirgeme melezlemesi sonucu olusan haploid, F1, tip dis1 ve melez dis1
tohum oranlar1 (%).

Genotipler HiO* F1 Tip dis1 Melez dis1 KKO**
G3 1,44 56,1 4,3 38,2 40
G5 0,20 68,6 2,1 29,1 100
G6 2,96 76,1 2,2 18,7 63
G8 3,13 75,0 1,3 20,6 43
G9 2,715 72,4 3,4 21,4 25
G10 3,58 76,3 1,1 19,0 20
G12 1,08 75,7 8,2 15,0 43
G13 3,20 68,1 0,5 28,2 50
Gl4 0,90 24,3 3,9 70,9 0
G16 3,34 55,8 0,7 40,1 50
G117 1,87 56,4 2,7 39,0 44
G18 0,43 73,7 0,6 25,3 33
G19 1,08 68,6 1,8 28,4 40
G21 3,26 55,8 4,9 36,1 40
G22 3,30 54,1 5,6 37,0 67
G24 1,21 69,5 1,1 28,2 50
G26 0,16 73,3 0,3 26,2 100
G30 0,61 70,6 3,6 25,2 25
G34 0,87 30,4 0,5 68,3 80
G35 2,95 46,9 4,6 45,5 29
G37 0,84 53,4 1,7 44,0 50
G38 3,23 60,6 3,0 33,1 46
G40 1,81 54,0 2,7 41,5 25
G41 2,99 41,0 1,4 54,6 0
G42 0,24 73,1 1,0 25,6 67
G43 2,85 42,9 0,0 54,3 50
G44 3,22 43,6 5,8 47,4 62
G45 2,08 39,6 0,0 58,3 0
G46 3,23 61,2 5,6 30,0 67
G47 0,51 79,2 5,3 15,0 50
G49 2,19 27,5 0,0 70,3 50
G51 3,34 66,6 5,2 24,9 50

Ortalama 2,03 59,1 2,7 36,2 50

* HIO: Haploid indirgeme orani, ** KKO: Kromozom katlama oran.

Vanous (2011) ve Prasanna vd. (2012) KKO’lar1 sirasiyla %50 ve %55,31 olarak

bildirmislerdir. Arastiricilar; KKO’nun farkli olmasini genotiplerin genetik yapisinin ve
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uygulanan yontemlerin farkliligi ile iligkilendirmislerdir. Arastirmamizda ortalama

KKO’lar1 yukaridaki aragtirmacilarin sonuglariyla benzer bulunmustur.

Kromozom katlama iglemi i¢in haploid oldugu kabul edilen 245 tohum ¢imlendirmeye
konulmus, bu tohumlardan 191 adedi ¢imlenmistir. 191 fide kolhisin ile muamele
edilmistir (Cizelge 4.3). Bayhan vd. (2021) kromozom hatlamasi i¢in ¢imlendirmeye
birakilan 240 haploid tohumdan toplamda 195’inin ¢imlendigini bildirmistir.
Arastirmamizda haploid kabul edilen tohumlarin ¢imlenme orani (%78), Bayhan
(2021)’mn bildirdigi %81,3 orana yakin bulunmustur. Kromozom katlama muamelesinden
sonra arazide katlanmis haploid bitkilerin (KHO) %63,8’inin canli kaldigi, canli kalan
KHO bitkilerinin %70,5’inin fertil oldugu belirlenmistir. Fertil olan KHO bitkilerde
kendileme islemi yapilmis ve kendilenen bitkilerin %28’inden tohum alinabilmistir
(Cizelge 4.3). Deimling vd. (1997), kromozom katlama muamelesinden sonra katlanmig
haploid bitkilerin %72,5’inin canli kaldigini, canli kalanlardan %50’sinin fertil oldugunu,
fertil bitkilerde %39 oraninda kendileme yapilabilecek bitkilerin oldugunu ve kendilenen
bitkilerden %27,3’linden tohum alinabildigini bildirmistir. Eder ve Chalyk (2002),
kromozom katlama muamelesi i¢in kolhisinle mualeme ettikleri haploid bitkilerin
%49.,4"lintin fertil oldugunu, %39,0'unun kendilenebildigini ve kendilenen bitkilerden
%27,3"linlin tohum {irettigini tespit etmislerdir. Réber vd. (2005), kromozom katlama
muamelesi sonras1 katlanmis haploid fidelerin yaklagik %70-80'inin sag ¢iktigin1 ve
bunlarin %20-30'unun kendileme ile tohum tirettigini belirtmistir. Sunulan literatiirlerden
de goriildiigii gibi elde ettigimiz sonuglar arastiricilarin sonuglart ile benzerlik

gostermektedir.
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Cizelge 4.3. KHO genotiplerine ait ¢imlenmeye konulan haploid tohum sayisi, kolhisinle
muamele edilen fide sayisi, Kolhisin sonrasi kaplara dikilen fide say1si, arazide canli kalan

bitki sayisi, Kendileme yapilan bitki sayisi ve hasat edilen kogan sayist

| Kolhisinte | Kolhisin . . Hasat
Haploid sonrasi Arazide | Kendileme !

muamele edilen

Genotipler tohum edilen fide kgp_lara C"fml.l kalan .ya.pllan kogan

sayisi say1si . g ikilen bltkalds;[ylsl bltk;ds;[ym say1s1

(adlet) (adet) | o (adlet) (adet) (adet)
G3 7 5 4 4 2 1
G5 2 2 2 2 2 0
G6 10 8 8 7 5 1
G8 11 7 6 4 3 0
G9 4 4 3 2 1 0
G10 6 5 5 2 1 0
G12 8 7 7 4 3 0
G13 10 10 9 6 5 1
Gl14 9 4 0 0 0 0
Gl16 4 2 2 1 1 1
G17 11 9 7 6 4 3
G18 3 3 3 1 1 0
G19 9 5 3 3 2 0
G21 24 15 13 13 6 1
G22 10 9 7 7 6 2
G24 5 4 2 2 2 1
G26 1 1 1 1 1 1
G30 6 4 4 1 1 1
G34 5 5 5 4 4 0
G35 13 7 5 3 2 0
G37 8 6 4 4 3 1
G38 16 11 7 7 5 2
G40 5 4 2 2 1 1
G41 7 7 0 0 0 0
G42 3 3 3 2 2 1
G43 8 8 7 7 4 0
G44 13 13 13 10 8 1
G45 1 1 0 0 0 0
G46 7 6 6 6 4 3
G47 5 4 3 3 2 0
G49 2 2 2 2 1 0
G51 12 8 8 6 4 2

Toplam 245 191 151 122 86 24
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Kromozom katlama uygulamasindan sonra 3 genotipin (G14, G41, G45) fideleri gelisim
gosterememistir. (Cizelge 4.3). Birgok arastirict kolhisin uygulamasinin toksik etkisi
nedeniyle uygulama sonrasi bitki Sliimlerini rapor etmislerdir (Eder ve Chalyk, 2002;
Réber, 2005; Deimling vd. 1997; Chaikam ve Mahuku, 2012). Dolayisiyla G14, G41 ve
G45 genotiplerine ait fidelerin gelisim gosterememesinin sebebi olarak kolhisinin toksik

etkisi gosterilebilir.

L

Sekil 4.3. Tarlada farkli katlanmis haploid bitkilere ait steril tepe piiskiilleri.

Tarlada haploid oldugu varsayilan ancak diploid olan bitkiler sap renklenmesinden
belirlenmis ve bu bitkiler ¢igeklenme Oncesi tarladan uzaklastirilmistir. Bazi katlanmis
haploid (KH) bitkilerin tamamen steril piiskiillere sahip oldugu tespit edilmistir (Sekil
4.3). Bu tez ¢calismasinda 86 adet katlanmis haploid bitkide kendileme yapilmis ve hasat
zamani 24 adet kogan hasat edilmistir (Cizelge 4.3). Hasat edilen katlanmis haploid
hatlara (KHO) ait koganlara ait resimler Sekil 4.4, Sekil 4.5, Sekil 4.6 ve Sekil 4.7°de

sunulmustur.
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Sekil 4.4. G26 donoriine ait haploid bitkinin kendilenmesi sonucu elde edilen kogan

Sekil 4.5. G37 dondriine ait katlanmis haploid bitkilerin kendilenmesi sonucu elde edilen
kogan
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Sekil 4.6. G40 donoriine ait katlanmis haploid bitkinin kendilenmesi sonucu elde edilen
kogan

R 1 R
Y s i S

Sekil 4.7. G46 donoriine ait katlanmis haploid bitkilerin kendilenmesi sonucu elde edilen
koganlar
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Tez ¢alisgmasinin t¢iincii yilinda katlanmis haploid bitkiler (KHO) ekilerek kendileme
yapilmis ve kendilenen katlanmis haploid hatlar (KH1) elde edilmistir. Kendilemeler
sonucunda 35 kogan hasadi gergeklestirilmistir. Hasat sonrasinda her bir kendilenen
katlanmig haploid hattan elde edilen tohum sayilar1 Cizelge 4.4’de sunulmustur. KH1
hatlardan en diisiik 2, en yiiksek 386 tohum elde edilmistir.

Cizelge 4.4. Hasat sonrasi elde edilen kendilenen KH1 tohum sayilari (adet)

KN'_(;l Genotipler (KH1) Tohum (adet)
1 G3 186
2 G6 199
3 G13 115
4 G16 151
5 G17 (1) 2
6 G17(2) 174
7 G21 122
8 G22 (1) 169
9 G22 (2) 172
10 G24 225
11 G26 73
12 G37 167
13 G38 (1) 37
14 G38 (2) 145
15 G42 386
16 G44 187
17 G46 (1) 128
18 G46 (2) 361
19 G46 (3) 12
20 G51 91

Arastirmamizda {i¢ dondr genotipten (G17, G22 ve G38) 2, bir dondr genotipten (G46)
ise 3 ayr1 katlanmis haploid hat elde edilmistir. Arastirmacilar uygun kosullar altinda bir
dondr bitkiden 1 ile 5 arasinda katlanmis haploid hat meydana gelebilecegini

belirtmektedirler (Eder ve Chalyk, 2002; Réber vd., 2005).
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Sekil 4.8. G3 genotipinden gelen kendilenen katlanmis haploid hattin (KH1) tarladaki
gorunimu

Misir  bitkisinde hatlarin  tanimlanmasit  morfolojik veya molekiiler olarak
yapilabilmektedir. Morfolojik tanimlama, UPOV’un belirledigi 34 morfolojik 6zelligin
gozlemlenmesiyle yapilir ve hatlarin tanimlanmasi ile ilgili veri saglar (Esmeray, 2016).
Bu bakimdan 20 adet KH1 hattin morfolojik 6zellikler bakimindan karakterizasyonu
yapilmistir. Katlanmig haploid hatlarin UPOV 6zellik belgesindeki 34 ozellige gore

alinan 6l¢iim ve gozlem sonuglar1 EK 2’de verilmistir.

EK 2 incelendiginde, KH1 musir hatlarinin genis bir fenotipik varyasyon sergiledigi
goriilmektedir. Ik yaprak kminda antosiyanin renklenmesi 10 adet KH1 hattinda
gozlemlenirken diger 10 adet KH1 hattinda gézlemlenmemistir. Bir KH1 hatt1 hari¢ diger
tiim KHI1 hatlarinda destek koklerde antosiyanin renkliligi gdzlemlenmistir. Ilk yaprak
kinindaki renklenme verimlilik, destek koklerdeki renklenme ise sap saglamligi agisindan
onemli olup 1slah c¢aligmalarinda genellikle renklenme bulunan genotipler tercih

edilmektedir.
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Govde ile yaprak arasindaki aginin dar olmasi sik ekim ve bitkinin maksimum olarak giin
1s18indan faydalanmasi agisindan onemli bir 6zelliktir. Govde ile yaprak arasindaki ag1
15 KHI1 hattinda dar, bes KH1 hattinda ise orta olarak goézlemlenmistir. Cogu KH1

hattinin dar yaprak agisina sahip olmasi olumlu bir 6zelliktir.

KH1 hatlar1 tepe piiskiilii ¢ikis zaman1 gézlemlerine gore; 3 tanesi erkenci, 2 tanesi orta,
10 tanesi orta-geg, 4 tanesi ge¢ ve 1 tanesi geg-cok gec olarak tanimlanmistir. Ulkemizde
silajlik misir gesitlerinin ¢ogunu gegei gesitler olusturmakta olup erkenci gesitlere yogun
bir talep bulunmaktadir. KH1 hatlarinin olum gruplarinin varyasyon gostermesi gelecekte
taleplere uygun silajlik misir gelistirilmesine olanak tanimasi agisindan Onem arz

etmektedir.

Genotiplerin bitki boylar1 13 tanesinde orta ve 7 tanesinde uzun olarak tanimlanmistir.
Bitki boyunun uzun olmasi 6zellikle silajlik musir 1slahinda silaj verimini arttirmasi
acisindan fayda saglamaktadir. Dolayisiyla aragtirmanin temel hedefi olan silajlik misir

1slah1 bakimindan KH1 hatlarindan timitvar sonuglar elde edilebilecegi diisiiniilmektedir.
Kogandaki sira sayisi; 3 tanesi az, 12 tanesi orta, 4 tanesi fazla ve 1 tanesi ¢ok fazla
gruplarindan olusmaktadir. Kogan sira sayisi gruplarmin fazla olmasi tane verimi i¢in
yapilacak melezleme ¢alismalarinda daha fazla timitvar melezlerin elde edilebilecegine
isaret etmektedir.

Aragtirmamizda yer alan 20 adet KH1 hattin tane tipi atdisi grubunda yer almaktadir.

Tim bu bulgular KHI1 hatlar1 ile yiritilecek 1slah programinda en ideal

kombinasyonlarin yakalanabilme ihtimalini arttirmaktadir.
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5. SONUC

Arastirma sonuglarina goére haploid indirgeme orani ve kromozom katlama oranlarinin
her bir donér genotipe gore farklilik gosterdigi tespit edilmistir. Arastirmada in vivo
tekniginin kullanilmasi, indirgeyici hattin genetik tabaninda antosiyanin renk markori
bulunmasi nedeniyle hem tohum hem de fide asamalarinda haploidlerin kolayca
tanimlanmasina olanak saglamistir. Indirgeme melezlemeleri sonucu 488 haploid kabul
edilen tohum elde edilmistir. Ortalama haploid indirgeme oran1 %2,03 olarak, ortalama

kromozom katlama orani ise %50 olarak belirlenmistir.

Misir bitkisinde yeni hibrit gesitlerin gelistirilmesi, kombinasyon yetenegi yiiksek
homozigot hatlarin elde edilmesi ile miimkiindiir. Konvansiyonel 1slah yonteminde yeni
homozigot hatlarin gelistirilmesi islemi en az 6-8 generasyon siirmektedir. /n vivo
katlanmis haploid teknigi ise kisa siirede ve daha az maliyetle homozigot misir hatlarinin
elde edilebilmesi agisindan biiylik avantaj saglamaktadir. Bu doktora tez c¢alismasi
kapsaminda in vivo katlanmis haploid teknigi ile 20 adet homozigot musir hatti elde
edilmistir.  Ancak tez siiresi igerisinde gerceklestirilemeyen  kombinasyon
melezlemelerine tez sonrasi devam edilecektir. Boylece iilkemizin ihtiya¢ duydugu
yiiksek hasil verimine ve kalitesine sahip yeni yerli ve milli musir gesitlerinin

gelistirilmesine c¢alisilacaktir.
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EKLER

EK1 % 70’lik Etil alkol ¢ozeltisi eldesi

Sirasiyla 0,7 litre etil alkol tizerine 0,3 litre steril saf su eklenerek
karistirilir ve %70’lik etil alkol ¢ozeltisi elde edilir.
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EK 2 Katlanmis haploid hatlarin UPOV 6zellik belgesindeki 34 6zellige gore alinan 6lgiim ve gézlem sonuglari.
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