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OZET
HAPLOID VE DIPLOID MISIR BIiTKILERINDE MORFOLOJIK, SITOLOJIK
VE FiZYOLOJiIiK FARKLILIKLARIN INCELENMESI

Talha TUNC
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Tarla Bitkileri Anabilim Dali Yiiksek Lisans Tezi
Danigsman: Prof. Dr. Fatih KAHRIMAN
29/11/2023, 29

Misirda in vivo katlanmig haploid teknigi, homozigot hat gelistirme, genetik gesitlilik
calismalar1 gibi farkli alanlarda kullanilan bir tekniktir. Bu teknik kullanilarak olusturulan
orneklerinin ploidi sinifinin belirlenmesi in vivo katlanmis haploid tekniginde 6nemli
adimlardan birisidir. Bu adimda haploidlerin digerlerinden ayrilmasi amaciyla tohum farkli
yontemlerinden yararlanilmaktadir. Bu g¢alisma muisirda haploid ve diploid 6rneklerin
morfolojik ve fizyolojik 6zellikler bakimindan karsilagtirilmasi ve bu 6zelliklerin 6rneklerin
ploidi seviyelerine gore ayriminda kullanilip kullanilamayacaginin belirlenmesi amaciyla
yuritiilmiistiir. Ayrica sitogenetik analizler ile Grneklerin gergek plodi seviyeleri tespit
edilerek incelenen 6zelliklerin sitogenetik dogrulama 6ncesi ve sonrasindaki farkliliklarin
incelenmesi hedeflenmistir. Calismada dondr olarak iki misir genotipi (B73, HyaxB73) bir
indirgeyici hat ile melezlenmis ve elde edilen tohumlar Navajo renk markdriine gore
siniflanmigtir. Gozle ayrimi yapilan tohumlarin tohum morfometrisine yonelik olarak tohum
boyu, tohum eni, tohum gevresi ile tek tohum agirlig1 belirlenmistir. Ardindan bu 6rnekler
cimlendirilerek kok uzunlugu, siirgiin uzunlugu ve kok sayis1 dlgiimleri yapilmistir. Olgiim
yapilan bitkilerden kok ucu 6rnegi alinmis ve sitolojik analizler ile 6rneklerin kromozom
sayilar1 belirlenmistir. Daha sonra ayni1 6rnekler fidelenmis ve sera sartlarina sasirtilarak
bitki boyu, yaprak sayisi, stoma boyu, stoma sayist ve SPAD Olc¢limleri yapilmigtir.
Incelenen 6zelliklerin biilyiik kisminda haploid &rneklere ait degerler diploid drneklerden
diisiik bulunmustur. Genotiplere gére haploid/diploid 6rnekler arasindaki farklar degiskenlik

gostermis ve hibrit dondr materyalin bu bakimdan daha belirgin farka sahip oldugu tespit
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edilmistir. Sitogenetik dogrulamaya gore goz ile ayrim isleminin ayrim basarisinin B73 hatti
icin %87, HyaxB73 melezi i¢in ise %92 olarak hesaplanmistir. Her iki materyal i¢in de
diploid 6rneklerin haploidler 6rneklere gore daha basarili sekilde ayrilabildigi saptanmaistir.
Ayrica haploid ve diploid ornekleri ayirt etmek i¢in kok uzunlugu ve tohum cevresi

ozelliklerinin etkin sekilde kullanilabilecegi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Ploidi seviyesi, Homozigot hat, Zea mays



ABSTRACT

INVESTIGATION OF MORPHOLOGICAL, CYTOLOGICAL AND
PHYSIOLOGICAL DIFFERENCES IN HAPLOID AND DIPLOID MAIZE
PLANTS

Talha TUNC
Canakkale Onsekiz Mart University
School of Graduate Studies
Master of Science in Field Crops
Advisor: Prof. Dr. Fatih KAHRIMAN
29/11/2023, 29

In vivo doubled haploid technique is used for different fields such as homozygous
line development and genetic diversity studies in maize. Determination of the ploidy level
of samples generated using this technique is one of the important steps in the in vivo doubled
haploid technique. In this step, different methods are utilized to distinguish haploids from
others. This study was carried out to compare haploid and diploid samples in maize in terms
of morphological and physiological traits and to determine whether these traits can be used
to differentiate the samples according to their ploidy levels. In addition, it was aimed to
determine the actual ploidy levels of the samples by cytogenetic analyses and to examine the
differences of the studied traits before and after cytogenetic verification. In the study, two
maize genotypes (B73, HyaxB73) as donors were crossed with an inducer line and the seeds
obtained were classified according to the Navajo color marker. Seed length, seed width, seed
circumference and single seed weight were determined for seed morphometry of the visually
separated seeds. Then these samples were germinated and root length, shoot length and root
number were measured. Root tip samples were taken from the measured plants and
chromosome numbers of the samples were determined by cytological analysis. Then, the
same samples were planted and transferred to greenhouse conditions and plant height, leaf
number, stomatal length, stomatal number and SPAD were measured. In most of the traits
examined, the values of haploid samples were lower than diploid samples. The differences
between haploid/diploid samples varied according to genotypes and hybrid donor material
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was found to have more significant differences in this respect. According to the cytogenetic
verification, the discrimination success of the visual separation was calculated as 87% for
the B73 line and 92% for the HyaxB73 hybrid. For both donors, it was determined that
diploid samples could be separated more successfully than haploid samples. It was also
determined that root length and seed circumference traits can be used effectively to separate
haploid and diploid samples.

Keywords: Ploidy level, Homozygous line, Zea mays
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BIiRINCi BOLUM
GIRIS

1.1. Musir ile ilgili Genel Bilgiler

Misir yiikksek verimli ve birim alandan yiiksek kuru madde iireten bugdaygiller
(Gramineae) familyasina giren bir C4 bitkisidir (Kirtok, 1998). Misir bitkisi temel tahil
tiirleri arasinda Uretim miktar1 bakimindan birinci sirada, ekim alani bakimindan ikinci
sirada yer almaktadir. Misir bitkisinin adaptasyon kabiliyetinin yiiksek olmasi ve yiiksek
verim potansiyeli gibi faktorler nedeniyle yeryliziinde genis bir yayilma alan1 bulmustur
(Yasak vd., 2003; Alan vd., 2005).

Cesitli endiistri dallarinda hammadde olarak kullanilmasindan dolayr misir bitkisine
olan talep diinya niifusunun artisina paralel olarak artmaktadir. Bu talebi karsilamak icin
yiiksek verimli ve kaliteli ¢esitlerin 1slah edilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir (Kahriman vd.,
2013). Siirdiiriilebilir tiretimi saglayabilmenin en énemli temellerinden biri de ticari gesit
sayisinin artirilmasidir. Bunun igin yiiksek kalitede verimli cesitlerin gelistirilmesi
gerekmektedir. Yiiksek kalitede ve verimli misir melez gesitlerin gelistirilmesi igin ise istiin

nitelikli ebeveyn hatlarin 1slah edilmesine ihtiya¢ vardir (Dwivedi vd., 2015).

Melez misir 1slah programlarinda ilk asama homozigot ebeveyn hatlarin
gelistirilmesidir (Cerit vd., 2016). Gelistirilen homozigot hatlar arasinda melezleme
yapilarak melez ¢esit adaylar1 olusturulmaktadir. Klasik bitki 1slahi, ¢evre kosullar ile
birebir baglantili olmasindan dolayr bir ¢esidin 1slah edilebilmesi i¢in uzun yillar
gerekmektedir. Ayrica uzun siiren ¢aligmalar sonrasinda yine de yiizde yiiz homozigot hatlar
elde etmek miimkiin olmamaktadir. Bu nedenle bitki 1slahgilar1 istenilen diizeyde
homozigotluk oranini yakalamak, zaman tasarrufu saglamak, maliyetleri azaltmak i¢in yeni
islah teknolojilerine basvurmuslardir (Cengiz ve Korkut.,, 2016). Bu yeni 1slah
teknolojilerinden birisi in vivo katlanmis haploid teknigidir. Misir 1slah ¢alismalarinda in
vivo haploid teknigi kullanilarak homozigot hatlarin elde edilmesine yonelik ¢aligmalar
olduk¢a eskiye dayanmaktadir (Chase, 1969). Yapilan 1slah g¢alismalarinda katlanmis
haploid teknigi ile daha kisa siirede homozigot hatlar gelistirilebilmekte ve daha basarili

sonuclar elde edilmektedir. Bu teknik ile islah programlarinin giderleri azaltilmis ve



harcanan is giiclinden tasarruf saglanmistir. Bu nedenle ticari agidan hibrit misir gesit

gelistirme ¢alismalarinda in vivo katlanmis haploid olan ilgi gittikge artmaktadir.

1.2. Haploid Bitki Elde Etme Yontemleri

Haploid bitki elde etmek i¢in iki farkli teknik kullanilmaktadir. Bunlar “in vitro” ve
“in vivo” teknikleridir. In vitro yontemle katlanmig haploid hatlarm gelistirilme islemi,
mikrospor, anter ve yumurtalik gibi gametik eksplantlar kullanilarak yapay besi
ortamlarinda gergeklestirmektedir. Bunlarin yani sira anter, mikrospor veya polenlere
sicaklik uygulayarak (Mathur vd., 1980), polen 6rneklerine 151n muamelesi (Mathur vd.,
1976), kogan piiskiillerine kimyasal muamele (Zuoyu ve Mingguang, 1984) gibi cesitli
yontemlerle gergeklestirilmektedir. Ancak bu yontemlerde genetik etkiler nedeni ile balari
orani distiktiir (Cerit vd., 2016).

In vivo katlanmis haploid teknigi bilimsel ve uygulamali alanda musir islah
programlarinda kullanimi gittikge yayginlagmaya baslayan bir metottur. Bu metodun
uygulanmasi indirgeyici (Induzer) adi verilen 6zel hatlarin kullanimina dayanmaktadir. In
vivo katlanmis haploid tekniginde tozlandig bitki {izerinde olusan haploid tohum olusumuna
imkan vermektedir. Haploid tohumlar g6z ile tohum renklenmesine gore ayrildiktan sonra
cimlendirilmekte ve ¢cimlendirilen tohumlar 6zel kimyasallarla muamele edilerek kromozom
katlanmas1 gergeklestirilmekte ve bu tohumlardan elde edilen bitkiler kendilenerek %100
homozigot hatlar elde edilmektedir (Geiger ve Gordillo 2009). Giiniimiizde ticari olarak
gelistirilmis hatlarin biiyiik kismi in vivo katlanmig haploid teknigi ile elde edilmis olup diger
hatlarin saf hat gelistirmede daha az etkili oldugu raporlanmistir (Geiger ve Gordillo 2009).
Haploidler ve katlanmis haploidler (KH), modern misir 1slahinda 1slah siirecini kisalttiklar
ve 1slah etkinligini arttirdiklart ig¢in biiylik 6neme sahiptirler (Chase ve Nanda, 1969).
Katlanmis haploid (KH) tekniginde %100 homozigot hat gelistirilme islemi, haploid
hiicrelerde bulunan kromozom sayisimin farkli teknikler kullanilarak katlar seklinde
artirilmasina dayanmaktadir. Bu teknikte basar1 elde edilebilmesi i¢in Oncelikte haploid

tohumlarin elde edilmesi gerekmektedir.

In-vivo katlanmis haploid teknigi pratikte iki farkli sekilde uygulanabilmektedir.
Bunlar, “maternal” ve “paternal” katlanmis haploid olarak isimlendirilen iki alt yontemdir.

Bunlardan maternal haploid yonteminde indirgeyici hat tozlayici olarak kullanilirken
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paternal haploid yonteminde indirgeyici hat dondr yani toz alict olarak kullanilmaktadir
(Coe,1959; Kermicle, 1969). Haploid tohum olusumu bakimindan in-vivo maternal haploid
teknigi paternal haploid teknigi yontemine gore daha basarilidir. (Lashermes ve Beckert,
1988). Bu nedenle in vivo katlanmis maternal haploid teknigi genel bilimsel literatiirde daha

yaygin olarak kullanilmaktadir.

In vivo maternal katlanmis haploid tekniginin uygulama basamaklar1 temel olarak
dort adimdan olusmaktadir. Bunlar; indiiksiyon melezlemesi, haploid orneklerin se¢imi,
kromozom katlamas1 ve KHO tohumlarin elde edilmesidir (Chaikam vd. 2019). indiiksiyon
melezlemesinde katlanmig haploid elde edebilmek i¢in kullanilacak kaynak genotip (dondr)
ana materyal olarak kullanilmak suretiyle, indirgeyici veya induzer olarak isimlendirilen
ozel bir musir hattiyla melezlenmektedir. Indirgeyici hatlar haploid tanelerde 6zel bir
renklenmeye sebep olarak haploid tanelerin tanimlanmasina olanak saglayan 06zel
genotiplerdir. Ikinci asamada indiiksiyon melezlemesinden elde edilen tohum &rneklerinden
haploid olanlar farkli yontemlerle ayrilmaktadir. Bu asamada indirgeyicilerin
bulundurduklari 6zel genler araciligi ile donér materyalde tohum ya da kok renklenmesine
dayali gorsel markorlere dayali olarak haploid ornekler digerlerinden ayrilabilmektedir.
Uciincii asamada kromozom katlamasi farkli yontemler ile gergeklestirilmektedir. Bu
asamada fertil olmayan haploid taneler fertilite olmasi i¢in ¢imlendirildikten sonra
kromozom sayilarini artirmak amaciyla farkli uygulamalara tabi tutulmaktadir Son asamada
ise elde edilen katlanmis haploid bitkilerin ¢ogaltim1 i¢in kendileme islemi yapilarak KHO
tohumlar elde edilmektedir (Geiger, 2009; Trentin vd., 2020). Bu asamalardan en 6nemli

olanlardan birisi haploid se¢imidir.

1.3. Haploid Secim Yontemleri

Haploid ornekler tohum ya da erken fide asamasinda farkli fenotipik belirteglerle
diploid tohumlardan veya yetiskin asamada bitki 6zelliklerindeki farkliliklardan kolaylikla
ayirt edilebilmektedir (Chaikam vd., 2015). Bu amagla, haploid indirgeyici hatlarla
caprazlamadan sonra elde edilen tohumlar embriyo ve endosperm bdlgelerindeki
antosiyanin olusumuna bagli olarak ayrilabilmektedir. Bu amag¢ tohumun endosperm
kisminda (ta¢ kisminda) renklenme var ise ve embriyo bolgesinde renklenme var ise bu

ornekler haploid olarak tanimlanmaktadir (Nanda ve Chase, 1966).
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Haploid belirlenmesinde tanenin renklenmesi, endosperm ve embriyo renklenmesine
gore gerceklestirilmektedir. Eger sadece endospermde renklenme varsa hiicre haploid kabul
edilmektedir. Embriyoda ve endospermde renklenme varsa tohum diploid olarak kabul
edilir. Tohum renklenmesi, R1-nj geni tarafindan kontrol edilmektedir ve bu gen aleuron ve
skutellumda yogun bir renk olusumuna yol agmaktadir. Bu genin etkisini C1-I inhibit6r
engelleyebilmektedir ve donér materyaller C1-1 genini tasimasi halinde beklenen tohum
renklenmesi goériilmemektedir (Geiger ve Gordillo, 2009). Bu yo6ntemin biyolojik
mekanizmasinin, eksik sperm hiicresi ile yumurta hiicresinin birlesmesi ve haploid
embriyogenezisi tetiklemesiyle ilgili oldugu kabul edilmektedir. Eger tohumlarda embriyo
bolgesinin her ikisinde de renklenme varsa diploid, yalnizca ta¢ kisminda renklenme

goriiliiyor ise tohum 6rnegi haploid olarak kabul edilmektedir (Resim 1).

Haploid Diploid

Resim 1. Haploid-diploid tohum ayrimi

Tohum doneminde haploid genotipleri diploidlerden ayirmak i¢in antosiyanin
renklenmesine neden olan bu markér kullanilmaktadir (Cengiz ve Korkut, 2016). Bu
renklenme indiiksiyon melezlemesi sirasinda tohum asamasinda haploid tohumlarin kolay
ve hizli tespit edilmesine olanak saglamaktadir (Chaikam vd., 2015). Goz ile renk
markdriine dayali olarak yapilan haploid-diploid tohum ayrimi flow sitometri cihazi ile,
polen boylarinin 6l¢iilmesi, karyotipik ¢alismalarla kromozom sayilarak belirlenmesi gibi
farkli yontemlerle de gerg¢eklesmektedir (Rober vd., 2005; Cerit vd., 2016). In vivo
katlanmis haploid tekniginde temel hedef hedeflenen haploid tohum elde edilmesidir. Bu
yontemde haploid ve diploid 6rneklerin ayrimi bu teknigin basarisina etki eden en 6nemli
adimlardan birisidir. Dolayisiyla bu asamada bitkilerin farkli tekniklerle ayrimina veya
secilen potansiyel haploid dogrulanmasina ihtiya¢ vardir. Bu amagcla bilimsel ¢caligmalarda

farkli tekniklerden yararlanilmistir. Kullanilan baglica tekniklerin dayandigi 6l¢timler;

Morfolojik gozlemler (Tohum renklenmesi, tohum iriligi)
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- Cimlenme 6zellikleri (Kdk sayisi, kok uzunlugu, kok rengi)
- Sitogenetik ol¢timler (Kromozom sayisi, hiicre yapisi)
- Fizyolojik gozlemler (Stoma 6zellikleri, klorofil i¢erigi)

Yapilan bilimsel g¢alismalarda bu tekniklerin ya birisi ya da bir kagi birlikte
kullanilmistir. Ancak literatiirde misirda haploid ayrimi i¢in basarili sonu¢ verdigi ortaya
konulan metotlarin bir arada kullanildig1 bir arastirmaya ulagilamamigtir. Yapilan farkl
Olctimlerden hangilerinin haploid/diploid 6rneklerin ayriminda daha etkili oldugu ise merak

konusudur.

1.4. Calismanin Amaci

Bu ¢alismanin amaci in vivo katlanmis haploid tekniginde morfolojik, fizyolojik ve
sitolojik Ol¢timlere dayali olarak haploid ve diploid orneklerin farklarinin incelenmesidir.
Bunun yami sira incelenen &zellikler arasinda haploid 6rneklerin ayriminda etkin olarak

kullanilabilecek 6zelliklerin belirlenmesi de diger amagtir.



IKiNCi BOLUM
ONCEKIi CALISMALAR

2.1. Onceki Calismalar

Deimling vd., (1997), ¢cimlenmis haploid tohumlarda ilk kok olusumu ve koleoptili
tizerinde kesim yaparak, %0,06 konsantrasyonlu kolsisin ve %0,5 DMSO soliisyonunda
1s1ks1z kosullarda bekletmeyi, 48 saat boyunca uygulayarak kromozom katlama etkinligini
arttirmiglardir. Yapay kromozom katlamasindan sonra ¢imlenmis materyal 6zenle yikanmis
ve serada, ilk giinler yiiksek nemde olacak sekilde biyiitiilerek 5-6 yaprak evresine kadar
yetistirilmistir. Birkag hafta sonra bitkiler tarlaya dikilmistir. Bu yaklasim sayesinde, %72,5
oraninda canli bitki, canli bitkilerden %50'si fertil bitki, fertil bitkilerden %39'u kendileme
yetenegine sahip bitki ve %27,3'i kendileme yoluyla elde edilen tohumlu bitki elde

edilmistir.

Eder ve Chalyk (2002) ile Deimling ve ekibinin (1997) yontemlerini, ¢esitli dondr
genotiplerinden elde edilen haploid tohumlara uygulayarak ortalama %49 oraninda
kromozom katlamas1 bagarili bir sekilde gerceklestirilmistir. Bu aragtirmada karsilagtirma
amaciyla, 3-4 yaprak evresinde enjeksiyon yoluyla kolsisin uygulama yontemi de test
edilmis ve yalmizca bitkilerin %216’sinda kromozom katlamasi basarili sekilde
gerceklestirilmistir. Her iki metotla gerceklestirilen kromozom katlamasina sahip
materyallerde, polen doken bitkilerin %350-60''!nda basarili kendileme islemleri

gerceklestirilebilmistir.

Tang vd. (2009), haploid indirgeyici olan Stock 6 hattini kullanarak 6zel genotiplerde
haploidlerin iiretilmesini ve sitogenetik analizlerle iiretilen bu hatlarin daha kapsamli bir
sekilde incelemeyi amaglamislardir. Calismada antosiyanin markoér geni olan R1-nj ile
yaklasik 14 bin misir tohumu taranmis ve haploid tohumlar secilmistir. Secilmis haploid
musirlar ile (n=x=10) {izerinde ayrintil1 sitogentik ¢alismalar yapilmistir. Taranan haploid
misir tanelerinden 253 adeti ¢imlendirilerek somatik kromozom sayist tanimlamasi igin
sitogenetik caligmalar yapilmistir. Sitogenetik analiz sonuglari mayoz I ve mayoz II'de

yiiksek siklikta mayotik anormallik oldugunu gostermistir.



Battistelli vd. (2013)’tin KEMS indirgeyici hatt1 ile 6 farkli hibrit ve bu hibritlerin
F2 nesillerini materyal olarak kullandiklar1 ¢alismada Navajo renk markdrii, akis sitometrisi
ve molekiiler markorler yardimiyla haploid/diploid bitkilerin ayrimini amaclamislardir.
Calisma sonugclari akis sitometrisi ve SSR markorlerinin haploid/diploid bitkilerin ayriminda

basarili sonug verdigini gostermistir.

Couto vd. (2015) tropikal iklim sartlarinda KEMS indiikleyici hattinin indiiksiyon
yetenegini degerlendirmek ve kromozom katlama yontemlerini karsilastirmak protokoliinii
degerlendirmek ve sahada katlanmis haploidleri degerlendirmek igin akis sitometrisi ile R1-
Navajo isaretleyicisinin verimliligini test etmislerdir. Dort dondr ve KEMS indirgeyici hattin
kullanildig1 ¢alisma sonuglari, haploid ayriminda R1-Navajo sistemine ek olarak diger

araglarin da kullanilmasi gerektigini ortaya koymustur.

Cerit vd. (2016), dort indirgeyici (RWK-76, RWS, RWK-76 x RWS ve Stock-6) ve
75 farkli donor materyal kullanilarak indiiksiyon melezlemeleri yapmistir. Haploid tohum
secimi Navajo markor sistemine gore gerceklestirilmistir. Yapilan g¢aligmada haploid
olusturma potansiyelinin indirgeyicilere gore degisim gosterdigi raporlanmistir. Kullanilan
dondrlerden 6’sinda haploid tohum olusumu gézlenmemistir. Melezleme sonucu olusan
ayirt edici markore gore 1463 adet haploid tohum se¢imi gerceklesmistir. RWK-76
indirgeyici hattinda en yiiksek haploid tohum olusturma orani gézlemlenirken (%7,80),
Stock-6 indirgeyici hatti ise %1,28 oraninda haploid tohum olusumu saglamistir. HIR orani

ortalama %#4,79 olarak saptanmistir.

Chaikam vd. (2017) tarafindan yiiriitiilen ¢alismada in vivo maternal haploid teknigi
ile elde edilmis haploid ve diploid tohumlarin ¢imlenme o6zellikleri bakimindan ayrim
potansiyelini arasgtirmistir. Calismada kok uzunlugu, koleoptil uzunlugu, yan kok sayisi
hakkinda dl¢timler toplamistir. Arastirma bulgulart haploid 6rnek ayriminda genetik markor

sisteminden bagimsiz olarak ¢imlenme 6zelliklerinin kullanilabilecegi ortaya konulmustur.

Ribeiro vd. (2018), tek melez bir misir ile indirgeyici hat melezlemesinden elde ettigi
ornekleri morfolojik, sitogenetik, molekiiler ve akis sitometrisi teknikleri ile haploid ve
diploid olarak ayirt etmeyi amagladigi bir ¢alisma yiiriitmiistiir. Bu ¢alismada morfolojik
Olcimlerin yaniltici sonuglar verebilecegi, molekiiler markdr ve akis sitometrisi

Olctimlerinin ise giivenilir sonuglar verdigi bulunmustur.



Molenaar vd. (2019) tarafindan yiiriitiillen arastirmada in vivo katlanmis haploid
tekniginde erken donemde Ornek siniflandirmasi i¢in stoma uzunlugu ve akis sitometrisi
Olctimlerinden yararlanilmistir. Calismada haploid, diploid ve melez tohumlarin bu
Olctimlere dayali olarak birbirinden ayrilip ayrilamayacagi ele alinmistir. Calisma sonucunda
melez tohumlarin 6lgiimleri ile haploid tohumlarin dl¢limlerinde ortiismeler olabilecegi

belirlenmistir.

Radi vd. (2020) tarafindan yiirtitiilen calismada 6ncelikle Navajo genine gore goz ile
haploidler ayrilmi1 ve daha sonra ¢imlendirilen tohumlarin kok uglarindan alinan 6rneklerde
akis sitometrisi ve DNA markérleri ile dogrulama yapilmistir. Ug dondr materyalin
kullanildig1 arastirmada bu genotiplerin renk markdriine gore secilen drneklerinin %59’ unun
yalnizca gercek haploid oldugu saptanmistir. Ayrica kromozom katlamasi sonrasinda
yetistirilen bitkilerden yalnizca %3’linden katlanmis haploid tohum elde edildigi

vurgulanmistir.

Baleroni vd. (2021) yiiriitiilen ¢alismada R1-Navajo isaret¢isi kullanilarak
siiflandirilan 6rnekleri icerisinde yanlis siniflanan haploidlerin fide 6zellikleri yardimiyla
elemine edilme imkanini degerlendirmistir. Farkli sicakliklarda tutulan 6rneklerin koleoptil
uzunluklar1 ve yan seminal kok sayilar1 6l¢iilmiistiir. Calisma sonuglar1 fide 6zelliklerinin,
R1-Navajo isaretcisi tarafindan se¢ilen yanlis pozitiflerin ortadan kaldirilmasinda etkili

oldugunu gostermistir.

Silva vd. (2023) dondr materyal olarak 20 farkli cin musir genotipi ve 5 standart
kullandiklar1 ¢aligmalarinda KHI (Krasnador Haploid Inducer) indirgeyicisini kullanarak
indiiksiyon melezlemesi yapmis ve elde edilen tohumlart R1-Navajo markoriine gore
ayirmislardir. Akis sitometrisi ile dogrulamanin ardindan kullanilan indirgeyici hattin HIR
degerinin daha diisiik oldugunu saptamislardir. Arastirmacilar R1-Navajo markdriine gore
secilmis ve haploid olarak varsayillan oOrneklerin akis sitometrisi ile dogrulanmasi
gerektigini, ayrica Orneklerin ¢imlenme giiciine bakarak yanlis siniflanan haploidlerin

elemine edilebilecegini bildirmislerdir.



UCUNCU BOLUM
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Caligmada materyal olarak bir indirgeyici hat ile 2 dondr genotip kullanilmistir. Bu
materyallerle ilgili genel bilgiler Tablo 1°de sunulmustur. Indirgeyici hat bilimsel arastirma
amagl olarak Uluslararasi Bugday ve Misir Arastirmalar Merkezi (CIMMMYT) nden temin
edilmistir. Dondr olarak kullanilan materyaller ise COMU Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri

bolimiinde yiiriitiilen 1slah ¢alismalarinda kullanilan genotiplerdir.

Tablo 1.
Tez ¢aligmasinda kullanilan genotipler
Genotip Adi/Kodu Genel Ozellikler Temin Edildigi Yer
CIM2GTAIL-P2 Navajo markér, Indirgeyici Hat CIMMYT
B73 (G1) Sar1, At Disi COMU
HYAxBT73 (G2) Sar1 COMU

CIMMYT: Uluslararas1 Bugday ve Misir Aragtirmalar Merkezi, COMU: Canakkale Onsekiz
Mart Universitesi

Tez c¢alismasinda kullanilan tohumluk 6rnekleri 2020 yilinda Canakkale Onsekiz
Mart Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Tarla Bitkileri béliimiinde yiiriitiilen 1slah
caligmalarindan elde edilmistir. Tohum orneklerinin elde edilmesi amaciyla iki dondr
materyal (B73, HyaxB73) ile bir indirgeyici hat (CIM2GTAL-P2) tarla sartlarinda
yetistirilmistir. Bitkiler ¢igeklenme zamanina geldiginde kontrollii tozlama yontemlerinden
yararlanilmistir (Kahriman, 2016). Bu amagla dondr materyaller kogan piiskiilleri ¢cikmadan
koruma altia alinmigtir. indirgeyici hattan toplanan polenler ile dondr materyallerin koruma
altina alinmis koganlart melezlenerek tez ¢alismasinda kullanilacak tohumluk o6rnekleri

olusturulmustur.



3.2. Yontem

3.2.1. Tohum Orneklerinde Morfolojik Ol¢iimlerin Yapilmasi

Calismada baslangi¢c materyali olarak kullanilan tohum 6rneklerinde dncelikle goz
ile haploid ve diploid olarak siniflandirilmistir. Bu smiflamada tohum o6rneginde tag ve
embriyo kisminda antosiyanin renklenmesi olan ornekler diploid, yalnizca ta¢ kisminda
renklenme olanlar haploid olarak ayrilmistir. Her bir indiiksiyon melezi i¢in en az 100 adet
haploid ve 100 adet diploid tohum 6rnegi ayrilmistir. Daha sonra bu tohum 6rneklerinde

strastyla asagidaki ol¢lim ve gozlemler yapilmstir.

Morfolojik Olgiimler: Tohum morfolojisi ile ilgili olarak tohum eni (mm), tohum
boyu (mm), tohum cevresi (mm) Sl¢iimleri alinmistir. Bu 6l¢limler igerisinde tek tohum
agirhigr haricindeki 6lglimler SmartGrain programindan elde edilmistir (Tanabata vd., 2012).

Tek tohum agirlig1 ise laboratuvar tipi hassas terazide belirlenmistir.

3.2.2. Fizyolojik Olciimler

Fizyolojik Olgiimler: Kok &zelliklerine yonelik 6lgiimler Chaikam vd. (2017)
tarafindan Onelin yontemlere gore gerceklestirilmistir. Bu amagla morfolojik ol¢timleri
tamamlanan tohumlar ¢imlendirme islemine alinmistir. Cimlenen tohumlarla ilgili (kok
uzunlugu, kok sayisi, bitki boyu, yaprak sayisi, SPAD degeri) 6zelliklerin 6lgiimleri
yapilmistir. Cimlendirilmis tohum orneklerinin kok uglarindan 1-2 cm kadarlik bir kismi
kesilerek kromozom analizlerinde kullaniimak iizere %70’lik etanol igerisine alinmistir.
Kromozom analizlerinde karsilagilabilecek olumsuzluklara kars1 6nem amaciyla, ¢imlenmis
her 6rnekten iki kok ucu alinmistir. Bu 6rnekler 6nce soguk su uygulamasina tabi tutulmus
ve ardindan %1’lik acetocarmin boyasi ile en az 12 saat siire boyunca boyanmak tizere her
bitkiye ait 6rnek ayri tiiplerde olacak sekilde boyanmistir. Daha sonra bu drnekler %70°1ik
etanol bulunduran tiiplere alinmis ve trinokiiler mikroskopta 100x biiyiitme kapasitesinde

dijital goriintiileri kaydedilmistir.

Cimlendirilmis tohum ornekleri 6nce 5 x 9 gozli viyollere torf doldurularak
sasirtilmistir. Daha sonrasinda bitki ¢ikislar gerceklestiginde ve bitkiler 2-3 yaprakli evreye
geldiginde 2021 yilinin Eyliil ayinda kiigiik saksilara sasirtma islemi gergeklestirilmistir.
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Sasirtma yapilan bitkiler sera sartlarinda yetistirilmis ve su ihtiyacina gore sulanmustir.
Calismanin bu asamas1 2020 Eyliil ayinda Canakkale Onsekiz Mart Universitesi, Ziraat

Fakiiltesi’ne ait arastirma serasinda kurulmustur (Resim 2).

Resim 2. Sera calismasinda bir goriintii

Tiim bitkilerde morfolojik dlgiimler gergeklestirilmis olup, dl¢limii yapilan bitkilerde
yapragin alt kisminda stoma Ol¢limii i¢in Orneklemesi yapilmistir. Stoma olglimlerinin
yapilmast i¢in 6rnekleme metodu olarak Millstead vd. (2020) tarafindan 6nerilen yontemden
yararlanilmistir. Bu kapsamda bitkilerin yapraklarinin alt kisminda pvc bant yapistirilmis ve
bu bantlar bitkiden ayrilarak temiz lam iizerine yapistirilarak 6rneklerin kodlar1 bu lamlar
tizerine yazilmistir. Bu 6rnekler trinokiiler mikroskop ile 10X ve 40x biiyiitme kapasitesinde
goriintiilenerek her slayta ait 3 ayr1 noktadan TIFF uzantili olarak dijital goriintiiler
kayitlanmistir. Bu dosyalar goriintii analizlerinde kullanilmak {izere kayitlanmistir. Stoma
orneklerinden elde edilen dijital goriintiiler ImageJ programinda analiz edilmistir. Bu amagla
oncelikle mikro goriintiiler lizerinden Ol¢lim yapilmasi i¢in kalibrasyon slayti goriintiisii
alinmistir. Alinan goriintli kullanilarak ImageJ programi kalibre edilmis daha sonra stoma
Olgtimii gerceklestirilmistir. Stoma sayim1 ve stoma boyu Ol¢iimleri ImageJ programinda

manuel olarak yapilmistir (Resim 3).

Resim 3. Stoma 6lgiimiinde kullanilan dijital goriintii 6rnegi (40x solda, 10x sagda)

11



3.2.3 Sitogenetik Analizler

Cimlendirilmis haploid ve diploid orneklerden alman kok uglarindaki hiicreler
metafaz sathalarinda kromozom goriintiileme amaciyla kullanilmigtir. Sitogenetik analizler
Sekiya vd. (2020) tarafindan Onerilen yonteme gore gerceklestirilmistir. Bu kapsamda

hazirlanan soliisyonlar ve analizlerde izlenen yollar asagida aciklanmustir.

%45°lik asetik asit soliisyonu: 45 ml saf analitik safiyette asetik asit lizerine 55 ml

saf su eklenerek hazirlanmistir.

%1’lik Asetokarmin soliisyonu: Bu soluiisyonun hazirlanmasi i¢in %45°lik kaynayan
asetik asit igerisine 1 g karmin boyast konulmustur. Yaklasik 30 dakika kaynatildiktan sonra
sollisyon oda sicakligina gelmesi icin beklenmis ve kaba filtre kagidindan siiziilerek renkli

bir cam sise i¢erisinde buz dolabinda saklanmustir.

Carnoy soliisyonu: Analitik safiyette etanol ve asetik asit 3:1 oraninda karistirilarak

hazirlanmustir.

Onislem olarak drnekler soguk su uygulamasina tabi tutulmustur. Bu amagla soguk
saf su bulunduran eppendorf tiipleri igerisine 6rneklerin kok uglari 16-18 saat +4 °C’de
tutulmustur. Ardindan ornekler Carnoy soliisyonuna alinmis ve 24 saat bekletilmistir.
Sonrasinda bu drnekler sirast karismayacak sekilde asetokarmin boyasina alinmis ve en az

bir gece bekletilmistir.

Slatylar hazirlanirken kdk ucu bir lam tizerinde kesilerek birka¢ damla %45°1ik asetik
asit damlatilmistir. Ornek iizerine lamel kapatilmis ve hafifce bastirilarak 6rneklerin
dagilmas1 saglanmistir. Ezilen 6rnekler sicak su banyosunun iist kisminda birkag saniye
buhara tutulmustur. Daha sonra bu 6rnekler ve 250 gr’lik bir metal agirlik ile ezilmistir.
Trinokiiler mikroskopta 100x biiylitme kapasitesinde immersiyon yagi kullanilarak dijital

goriintiiler kaydedilmistir.
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3.2.4. Verilerin Degerlendirilmesi

Calismadan elde edilen veriler R paket programinda analiz edilmistir (R Core Team,
2019).

Sitogenetik analizlerle yapilan dogrulama isleminin ardindan tespit edilen ploidi
seviyesi ile goz ile ayrim sonucunda elde edilen ploidi seviyelerinden elde edilen sonuglar
karmasiklik matrisine doniistiiriilmiistiir. Bu matris iizerinden asagidaki formiiller ile
giivenilirlik istatistikleri hesaplanmistir. Formiillerde TP: Diploid olarak siniflandirilan
gercek diploidler, TN: Haploid olarak siniflandirilan gerg¢ek haplodiler, FP: Haploid olarak
siniflandirilan diploid 6rnekleri, FN: Diploid olarak siniflandirilan haploid 6rnekleri

gostermektedir.

TP
TP+FN

Hassasiyet:

Ozgiilliik: =

TN+FP

PT D . Duyarlilik x Yayginlik
" ((Duyartilik)xy ayginlik)+((1-0zgillik)x(1-Yayginlik))

NTD: Ozgiillik x (1-Yayginlik)
" (A—-Duyarllik)xYayginlik)+((0zgiillik)x(1-Yayginlik))

TP+TN
TP+FN+FP+TN

Dogruluk:
Haploid ve diploid olarak ayrilan 6rneklerde Glgiilen 6zellikler bakimindan yapilan
karsilastirma i¢in T testinden yararlamilmistir. Farkli kriterlerin bir arada kullanilarak
haploid ve diploid o6rnekleri ayirt etmek amaciyla Regresyon ve Karar Agaglari yontemi

kullanilmistir.
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DORDUNCU BOLUM
ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Sitogenetik Dogrulama

Sitogenetik analizlerde dogrulama islemi kok ucundan mitoz boliinmenin metefaz
asamasindaki gorilintiilere dayali olarak gergeklestirilmistir. Bu analizlerde diploid ve
haploid oOrneklerde kromozom boyasinin etkinligi ve goriintii kalitesinin de degisim
gosterdigi  dikkat c¢ekmistir (Resim 4). Diploid oldugu dogrulanan Orneklerde

kromozomlarin boliinme agsamalar1 daha belirgin oldugu goériilmiistir.

Resim 4. Haploid (solda) ve diploid (sagda) orneklerde kromozom sayimi i¢in alinan Grnek
goriintiiler

Calismada sitogenetik analizler sonrasinda goz ile ayrilan tohumlarin varsayilan
ploidi seviyeleri ile gercek ploidi siniflarina gore tohum sayilari asagidaki tabloda
sunulmustur (Tablo 2). Toplamda 95 diploid 70 haploid 6rnek olmak iizere 165 6rnek
tizerinde yapilan dogrulama islemine goére diploid olarak segilen orneklerin biiyiik
cogunlugunun gercekte de diploid olduklar1 goériilmiistiir. Buna karsin haploid 6rneklerde
%22’1ik yanlis siniflandirma oldugu (16 yanlis siniflanan haploid) saptanmistir (Tablo 3).
Bu sonuglara gore tohum renklenmesine gore baslangicta yapilan siniflandirmada

haploidlerin dikkate deger bir hata pay1 oldugu belirlenmistir.
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Tablo 2.
Sitogenetik analizler ile dogrulanmis haploid diploid sayilarinin donor materyallere gore
degisimi

B73 HyaxB73 Birlesik
Diploid Haploid Diploid Haploid Diploid Haploid
Diploid 23 1 70 1 93 2
Haploid 6 20 10 34 16 54

Karmagiklik matrisi iizerinden hesaplanan degerlendirme istatistikleri Tablo 3’te
sunulmustur. Bu hesaplamalarda pozitif grup diploid olarak atanmistir. Her iki dondr i¢in
de hassasiyet degerlerinin 0,70’in {izerinde oldugu ve 6zgiilliik degerinin hassasiyetten daha
yiiksek oldugu goriilmiistiir. PPV degeri de NPV degerinden oldukga yiiksek bulunmustur.
Bu bulgular hem Hya hem de Hya x B73 genotipi igin diploid 6rneklerin ayrim basarisinin
haploid 6rneklerden daha yiiksek olduguna isaret etmektedir. Buna karsin haploid 6rneklerin
%70-%380 arasinda dogruluk degeri ile goz ile ayrilabildigi anlagilmaktadir. Genel olarak
siiflama dogrulugu dikkate alindiginda HyaxB73 hibrit materyalin B73 hattindan daha
yiiksek siniflama dogruluguna sahip oldugu goriilmiistiir (Tablo 3).

Tablo 3.
Sitogenetik analizler ile dogrulanmis haploid diploid sayilarinin dondr materyallere gore
degisimi

B73 HyaxB73 Ortalama
Hassasiyet 0,79 0,88 0,85
Ozgiilliik 0,95 0,97 0,96
PTD 0,96 0,99 0,97
NTD 0,77 0,77 0,77
Dogruluk 0,87 0,92 0,91

R1-nj markdriine gore gorsel ayrim basarisint konu edinen cesitli calismalar
yiriitiilmiis ve bu ¢alismalarda dogrulama araci olarak sitolojik dlgtimler, akis sitometrisi ve
molekiiler markorler gibi gesitli araglardan yararlanilmistir (Couto vd., 2013; Ribeiro vd.,
2018). Bu caligmalarda R1-nj geninin olusturdugu tohum renklenmesine dayali olarak
haploid ayrim basarisinin degiskenlik gosterdigi goriilmiistiir. Bu tez ¢alismasinda ayrilan

haploid 6rneklerin her iki genotip i¢in de %70’den fazlasinin dogru smiflandig1 dikkat
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¢ekerken Ribeiro vd. (2018) tarafindan yiiriitillen ¢alismada bu ancak %1,41 oldugu
raporlanmistir. Ancak bu ¢aligmada haploid varsayilan tiim 6rneklerden (260 adet) yalnizca
16’sinda 6l¢tim yapilmistir. Bu durum kullanilan dondr materyalden ve indirgeyici hatlarin
farkliliklarin kaynaklanabilir. Zira Ribeiro vd. (2018) at disi endosperm yapisina sahip olan
dondr materyallerin antosiyaninlesmeyi daha belirgin gosterdigi ve ayrim basarisinin da
buna bagli olarak artabilecegini bildirmistir. Calismamizda kullanilan her iki genotip te
atdisi/atdisi-sert endosperm yapisina sahiptir. Bu nedenle R1-nj geninin neden oldugu
renklenmeye dayali olarak goz ile ayrimda haploid 6rneklerin basar1 oraninin yiiksek oldugu

ifade edilebilir.

4.2. Morfolojik Olgiimler

4.2.1. Tohum Morfolojisine Yonelik Ol¢iimler

Tohum morfolojisine yonelik 6lgiimlerine iliskin varyans analizi sonuglari Tablo
4’de sunulmustur. Sitogenetik dogrulama Oncesinde genotip, tohum smifinin incelenen
Ozellikler iizerine (tohum boyu hari¢) istatistiki olarak onemli bir etkiye sahip oldugu
gorilmistiir. Sitogenetik dogrulama sonrasinda genotip etkisi yine tohum morfolojisine
yonelik dl¢iimler iizerinde etkili iken, tohum sinifinin bu 6zellikler {izerine (tohum g¢evresi
harig) etkisi 6nemsiz bulunmustur. GxS interaksiyon etkisi ise incelenen 6zellikler i¢in hem

dogrulama 6ncesinde hem de dogrulama sonrasindaki 6nemsiz bulunmustur (Tablo 4).

Tablo 4.

Tohum morfolojisine yonelik varyans analizi sonuglari
Sitogenetik Dogrulama Oncesi Sitogenetik Dogrulama Sonrasi
Ozellik Genotip Smif GxS*  Genotip  Siif GxSt
Tohum Eni <0,001 0,014 0,963  <0,001 0,164 0,685
Tohum Boyu <0,001 0,098 0,381  <0,001 0,613 0,633
Tohum Cevresi <0,001 <0,001 0,631  <0,001 0,045 0,782
Tek Tohum <0,001 0,001 0,312  <0,001 0,004 0,642

Agirhigi

TG x S = Genotip x Sinif etkisi

Genotip ortalamalart arasindaki fark dikkate alindiginda HyaxB73 genotipinin B73

hattindan tohum ol¢iimleri bakimindan hem dogrulama 6ncesinde hem de dogrulama
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sonrasinda daha yiiksek ortalamaya sahip oldugu goriilmiistiir. Bu durum beklenen bir sonug
olup sz konusu genotipin hibrit bir materyal olmasindan kaynaklanmaktadir. Hya nispeten
tohum iriligi diistik olan bir hat oldugundan hem alan hem de agirlik degerleri hibrit
genotipten daha diisiik bulunmustur. Haploid ve diploid tohum o6rneklerinin ortalama
degerleri dikkate alindiginda dogrulama oOncesinde tohum boyu hari¢ diger ozellikler
bakimindan sinif ortalamalar1 arasindaki farkin istatistiki olarak 6nemli oldugu gézlenmistir.
Dogrulama sonrasinda ise tohum ¢evresi ve tek tohum agirligi bakimindan tohum siniflari
arasindaki farkin 6nemli oldugu dikkat ¢ekmistir. Hem dogrulama oncesinde hem de
dogrulama sonrasinda tohum Olgiimlerine ait Ornek ortalamalari bakimindan diploid
orneklerin ortalamasi haploidlerden daha yiiksek bulunmustur. Ancak bu farkin tim
ozellikler bakimindan 6nemli bulunmadigi da saptanmistir. Bu durum sitogenetik dogrulama
sonrasinda tohum eni ve tohum boyu i¢in siniflar arasindaki farkin 6nemsiz olduguna isaret
etmektedir. Her iki genotipte de diploid Orneklerin genel olarak haploidlerden yiiksek
ortalamaya sahip olmasi nedeniyle GxS interaksiyon etkisinin 6nemsiz oldugu goriilmiistiir

(Tablo 5).

Tablo 5.
Sitogenetik dogrulama dncesi ve sonrasi tohum eni, tohum boyu, tohum ¢evresi ve tek tohum

agirligi i¢in haploid ve diploid 6rneklerin farklarini gésteren tablo

Sitogenetik Dogrulama Oncesi

B73 HyaxB73 Ortalama Ortalama
Incelenen D H D H D H B73 HyaxB73
Ozellik
Tohum Eni 6,89 6,64 8,08 782 7,48 7,23° 6,76> 7,98

Tohum Boyu 824 820 9,72 9,49 8,98 8,84 8,22 9,632

Tohum Cevresi 25,27 24,48 29,48 28,41 27,37 26,44> 249> 291°

Tek Toh. Ag. 0,17 016 0,30 0,27 0,23 0,21° 0,16 0,282
Sitogenetik Dogrulama Sonrasi

B73 HyaxB73 Ortalama Ortalama
Incelenen D H D H D H B73 HyaxB73
Ozellik
Tohum Eni 6,80 6,71 8,03 7,88 7,41 7,29 6,76° 7,982

Tohum Boyu 8,21 8,23 9,66 9,12 8,93 8,67 8,22 9,63
Tohum Cevresi 25,06 245 2927 27,78 27,160 26,03 249" 29,1°
Tek Toh. Ag. 0,17 016 0,30 0,27 0,23 0,21° 0,16 0,28
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4.2.2. Cimlendirilmis Tohum Ozelliklerine Yénelik Ol¢iimler

Cimlendirilmis tohum o6zelliklerine yonelik Olgiimlere iliskin varyans analiz
sonuglar1 Tablo 6’da sunulmustur. Varyans analizi sonuglaria gore kok uzunlugu i¢in hem
sitogenetik dogrulama Oncesi hem de sonrasinda genotip, siif, GxS interaksiyon etkileri
onemli bulunmustur. Kok sayisi i¢in yalnizca dogrulama oncesi siniflar arasindaki fark
onemli bulunmustur. Stirglin uzunlugu bakimindan ise varyans kaynaklarinin etkisi onemsiz
bulunmustur (Tablo 6). Kok 6zellikleri ile ilgili ortalama degerler dikkate alindiginda diploid
orneklerin haploidlerden daha yiliksek ortalamaya sahip oldugu goriilmiistiir. Kok uzunlugu
bakimindan diploid 6rneklerin ortalamasi(4,23 ¢cm) haploid 6rneklerden (3,50cm) istatistiki
olarak dnemli bir farka sahip oldugu gézlenmistir. Benzer durum kok sayisi iginde gecerlidir.
Genotip ortalamalarina gére B73 hatt1 (3,33 cm) HyaxB73 melezinden daha diisiik kok
uzunluguna sahip olmustur. Kok uzunlugu i¢in donérlerden HyaxB73 genotipinin haploid
ornek ortalamalarinin, B73 hattina ait diploid 6rnek ortalamasi ile ayni istatistiki sinifta yer
almistir (Tablo 7). Literatiirde bu konuda yapilan c¢alisma sonuclar1 da haploid misir
tohumlarinin diploidlerden daha diisiik kok uzunlugu, siirglin uzunlugu ve yanal kok sayisina
sahip olduklarini gostermistir (Chaikam vd., 2017). Calismamizdan elde edilen sonuglar da

bu bulgular1 dogrulamaktadir.

Tablo 6.
Cimlenme 6zelliklerine iligkin varyans analizi sonuglari
Sitogenetik Dogrulama Oncesi Sitogenetik Dogrulama Sonrasi
Ozellik Genotip Simf GxS"  Genotip  Simf GxS'
Kok <0,001 <0,001 0,009 <0,001 0,001 0,025
Uzunlugu
Kok Sayisi 0,476 0,01 0,737 0,483 0,236 0,91
Siirglin 0,897 0,124 0,866 0,897 0,215 0,481
Uzunlugu

TG x S = Genotip x Sinif etkisi
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Tablo 7.
Sitogenetik dogrulama oncesi ve sonrasi kok uzunlugu, kok sayisi ve siirgiin uzunlugu igin

haploid ve diploid 6rneklerin farklarini gésteren tablo

Sitogenetik Dogrulama Oncesi

B73 HyaxB73 Ortalama Ortalama
Incelenen D H D H D H B73 HyaxB73
Ozellik
Kok Uzunlugu 3,35  3,31° 512¢2 369 423 3,50° 333" 4572
Kok Sayist 433 381 4,08 3,68 4,207 3,74° 4,06 3,93
Stirgiin 456 429 453 4,18 4,54 4,23 4,42 4,39
Uzunlugu
Sitogenetik Dogrulama Sonrasi

B73 HyaxB73 Ortalama Ortalama
Incelenen D H D H D H B73 HyaxB73
Ozellik
Kok Uzunlugu  3,36° 3,29 497 3,32 4,162 3,30° 3,33 4572
Kok Sayist 414 395 4,00 340 4,07 3,67 4,06 3,93
Stiirgiin 444 439 451 4,73 4,47 4,56 4,42 4,39
Uzunlugu

4.2.3. Bitki Morfolojisine Yonelik Olciimler

Bitki morfolojisine yonelik 6l¢timlerine iliskin varyans analiz sonuglar1 Tablo 8’de
sunulmustur. Varyans analizi sonuglarina gore bitki boyu i¢in hem sitogenetik dogrulama
oncesi hem sitogenetik dogrulama sonrasi siniflar arasindaki fark istatistiki olarak onemli
bulunurken genotip etkileri ve GXS interaksiyon etkileri 6nemsiz bulunmustur. Yaprak
say1st i¢in sitogenetik dogrulama oncesi siniflar arasindaki fark énemli bulunurken genotip
etkisi ve GxS interaksiyon etkileri 6nemsiz bulunmustur. Ayrica sitogenetik dogrulama

sonrasi genotip, sinif, GXS interaksiyon etkileri 6nemsiz bulunmustur.

Tablo 8.
Bitki morfolojisi dl¢limlerine iligkin varyans analiz sonuglari
Sitogenetik Dogrulama Oncesi Sitogenetik Dogrulama Sonrasi
Ozellik Genotip Simf GxS"  Genotip  Simf GxS'
Bitki Boyu 0,364 0,01 0,951 0,367 0,031 0,975
Yaprak Sayist 0,909 0,076 0,104 0,909 0,08 0,658
¥

G x S = Genotip x Sinif etkisi

Sitogenetik dogrulama dncesi ve sonrasi bitki boyu ve yaprak sayisi igin haploid ve

diploid orneklerin farklarin1 gosteren tabloyu inceledigimizde (Tablo 9) HyaxB73
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genotipinin B73 hattindan bitki boyu bakimimndan hem dogrulama Oncesinde hem de
dogrulama sonrasinda daha yiiksek ortalamaya sahip oldugu goriiliirken yaprak sayisinda
hem dogrulama 6ncesi hem dogrulama sonrasinda B73 hattinin HyaxB73 genotipinde daha
yiiksek degere sahip oldugu goriilmiistiir. Haploid ve diploid tohum 6rneklerinin ortalama
degerleri dikkate alindiginda hem dogrulama 6ncesinde hem dogrulama sonrasinda bitki
boyu bakimindan diploid 6rneklerin bitki boyu degerleri haploid 6rneklerden daha yiiksek

bulunmustur.

Tablo 9.

Sitogenetik dogrulama 6ncesi ve sonrasi bitki boyu ve yaprak sayisi i¢in haploid ve diploid

orneklerin farklarin1 gosteren tablo

Sitogenetik Dogrulama Oncesi

B73 HyaxB73 Ortalama Ortalama
Incelenen D H D H D H B73 HyaxB73
Ozellik
Bitki Boyu 2150 19,35 21,94 19,89 21,72 19,62° 20,4 21,2

Yaprak Sayisi 6,22 6,30 6,38 6,03 6,30 6,16 6,26 6,25
Sitogenetik Dogrulama Sonrasi

B73 HyaxB73 Ortalama Ortalama
Incelenen D H D H D H B73 HyaxB73
Ozellik
Bitki Boyu 21,13 19,35 21,72 22,36 21,42* 20,85° 20,4 21,2

Yaprak Sayis1 6,32 6,18 6,33 6,52 6,32 6,35 6,26 6,25

4.2.4 Fizyolojik Ol¢iimler

Fizyolojik Ol¢limlere iliskin varyans analiz sonuglar1 Tablo 10’da sunulmustur.
Varyans analizi sonuglarina gére SPAD 06l¢iim degerleri arasindaki farklar hem sitogenetik
dogrulama oncesi hem dogrulama sonrasinda genotip, siif ve GxS interaksiyon etkileri
Oonemsiz bulunmustur. Stoma boyu dl¢limlerinde ise hem dogrulama 6ncesi hem dogrulama
sonrast genotip etkisi 6nemli bulunurken GxS interaksiyon etkileri ise 6nemsiz bulunmustur.
Stoma sayisi dlgiimleri sitogenetik dogrulama 6ncesi ve dogrulama sonrasi genotip etkisi ve

siiflar arasindaki fark 6nemsizken GxS interaksiyonu 6nemli gorilmiistiir.
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Sitogenetik dogrulama Oncesi ve sonrast SPAD degeri, stoma boyu ve stoma sayisi
icin haploid ve diploid 6rneklerin farklart Tablo 11 de sunulmustur. Haploid ve diploid
tohum Orneklerinin ortalama degerleri dikkate alindiginda hem sitogenetik dogrulama
oncesinde hem dogrulama sonrasinda SPAD degeri stoma boyu ve stoma sayis1 degerleri
arasindaki fark istatistiki olarak 6nemsiz bulunmustur. B73 hattinin HyaxB73 genotipine
gore SPAD degeri (38,9) ve stoma boyu (37,8) bakimindan hem dogrulama 6ncesinde hem
de dogrulama sonrasinda daha yiiksek ortalamaya sahip oldugu goriiliirken stoma sayisinda
ise hem dogrulama 6ncesi hem dogrulama sonrasinda HyaxB73 genotipinin B73 hattina

gore daha yiiksek degere sahip oldugu goriilmistiir.

Tablo 10.
Fizyolojik dl¢timlerle ilgili varyans analizi sonuglari
Sitogenetik Dogrulama Oncesi Sitogenetik Dogrulama Sonrasi
Ozellik Genotip Simf GxS"  Genotip  Simf GxS'
SPAD 0,05 0,138 0,187 0,052 0,51 0,292
Stoma Boyu <0,001 0,327 0,118  <0,001 0,042 0,285
Stoma Sayis1 0,087 0,364 0,024 0,085 0,131 0,012
.}.

G x S = Genotip x Sinif etkisi

Tablo 11.
Sitogenetik dogrulama oncesi ve sonrast SPAD degeri, stoma boyu ve stoma sayisi i¢in

haploid ve diploid 6rneklerin farklarini gosteren tablo

Sitogenetik Dogrulama Oncesi
B73 HyaxB73 Ortalama Ortalama
ipcelenen D H D H D H B73 HyaxB73
Ozellik
SPAD Degeri 39,02 38,71 36,85 38,44 37,93 38,57 38,92 37,5°

Stoma Boyu 37,31 38,17 33,83 3250 35,57 35,33 37,88 33,3
Stoma Sayis1 62,13 76,88® 86,52¢ 71,73* 74,32 74,30 69,8 80,9
Sitogenetik Dogrulama Sonrasi

B73 HyaxB73 Ortalama Ortalama
Incelenen D H D H D H B73 HyaxB73
Ozellik
SPAD Degeri 39,11 3852 37,16 40,21 38,13 39,36 38,9% 37,5°
Stoma Boyu 3791 3755 3390 30,24 3590° 33,89° 37,88 33,3

Stoma Sayis1 64,34° 77,33% 87,15% 74,01° 75,74 75,67 69,8 80,9
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4.3. Haploid/Diploid Ornek Ayrimina Yénelik Ozelliklerin Secimi

Calismada incelenen  oOzellikler {izerinden tohum  siifinin  belirlenip
belirlenemeyecegini tespit etmek amaciyla olusturulan regresyon ve karar agaglar grafikleri
sitogenetik dogrulama dncesi (Resim 5) ve sitogenetik dogrulama sonrasi (Resim 6) igin ayri
ayr hazirlanmistir. Sitogenetik dogrulama oncesi ile ilgili grafige gore, haploid ve diploid
tohum Orneklerinin ayrilabilmesi i¢in kok uzunlugu ve tohum ¢evresi 6zelliklerinin etkin
olarak kullanilabilecegi belirlenmistir. Tohum 6rnekleri ii¢ bogum altinda siniflanmis olup
ikinci bogumda (Node 2) kok uzunlugu 3,41 cm’nin altinda olan 6rnekler yer almistir. Bu
orneklerin toplam 60 adet oldugu ve biiylik kismimin haploid tohumlardan olustugu
belirlenmistir. Dordiincii diigiimde (Node 4) kok uzunlugu 3,415 cm’nin {izerinde olan ve
tohum g¢evresi 25,526 mm’nin altinda 6rnekler siniflanmistir. Bu 6rneklerin toplam sayist 15
olup, yine haploid tohumlarin oran1 %60’ 1n tizerinde bulunmustur Son bogumda ise (Node
5) 90 adet ornek siniflanmistir. Bu 6rneklerin kék uzunluklar1 3,41 cm’nin ilizerinde ve
tohum cevreleri de 25,526 mm’nin lizerinde 6rnekler oldugu goriilmektedir. Bu bugumda

yaklagik %75’lik bir kismin diploid 6rnekler oldugu dikkat ¢ekmistir.

K&k Uzunlugu
p < 0.001

=3.415 >3.415

Tohum Cevresi
p=0.004

< 25526 = 25526
Node 2 (n = 60) Node 4 (n=15) Node 5 (n = 90)

T 1 o 1 o 1

=] S e

o = =

o 08 O 08 O — 0.8
06 06 — 0.6
0.4 04 — 0.4

E 0-2 E 0-2 E - 0-2

o [oR [oR

(0] (] (]

T o T o T 0

Resim 5. Tohum 6rneklerinin R 1-nj markdriine gore ayrilmis sinifina gore diger degiskenler

tizerinden ayrilmasi amaciyla olusturulan regresyon ve karar agaglar grafigi
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Sitogenetik dogrulama sonrasi ile ilgili grafige gore, haploid ve diploid tohum
orneklerinin ayrilabilmesi i¢in kok uzunlugunun etkin olarak kullanilabilecegi
belirlenmistir. Tohum 6rnekleri iki bogum altinda siiflanmis olup ikinci bogumda (Node 2)
kok uzunlugu 3,62 cm’nin altinda olan 6rnekler yer almistir. Bu 6rneklerin toplam 65 adet
oldugu ve yaklasin yar1 yartya haploid ve diploid 6rneklerden meydana geldigi gézlenmistir.
Diger bogumda (Node 3) ise toplam 100 6rnek yer almis olup bu drneklerin 3,62 cm’den
daha uzun koék uzunluguna sahip olduklar1 saptanmistir. Bu 6rneklerin %85’ inden fazlasinin
diploid 6rneklerden olustugu anlagilmistir. Sitogenetik dogrulama sonrasindaki modele gore
yalnizca kok uzunluguna bakarak diploid orneklerin daha dogru sekilde ayrilabilecegi,

haploid 6rnek ayrimi igin ise farkli bir siniflama modeline ihtiya¢ duyuldugu belirlenmistir
(Resim 6).

Kok Uzunlugu
p =0.004

= 3.629 >3.629

Node 2 (n=65) Node 3 (n=100)

Diploid
Diploid
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— 06 — 06

04 — 0.4
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Resim 6. Tohum o&rneklerinin sitolojik analizlere gore ayrilmis smifina gore diger

degiskenler lizerinden ayrilmasi amaciyla olusturulan regresyon ve karar agaclar1 grafigi
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Literatiirde fide Ozelliklerinden yararlanarak haploid 6rneklerin dogrulanmasina
yonelik ¢esitli caligmalar yapilmistir. Baleroni vd. (2021) tarafindan yiiriitiilen arastirmada
kok uzunlugu, koleoptil uzunlugu ve seminal kok sayist i¢in sinir degerler belirlenmistir.
Yiiriitiilen calismada  ¢imlenme Ozellikleri i¢cin  belirlenen sinir degerlerin donor
genotiplere gore degiskenlik gosterdigi belirlenmistir. Kok uzunlugu i¢in bu degerler 2,1 cm
ile 5,6 cm arasinda degisirken, koleoptil uzunlugu 1,8 cm ile 2,8 cm arasinda bulunmustur.
Calismamizda da kok uzunlugunun haploidlerin dogrulanmasinda etkin olarak
kullanilabilecegi belirlenmis ve tespit edilen sinir degerin de literatiirdeki sinirlar igerisinde

bulunmustur.
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BESINCI BOLUM
SONUC VE ONERILER

5.1. Sonuc ve Oneriler

Bu ¢aligmada musir 1slahinda yaygin olarak kullan in vivo katlanmis haploid teknigi
ile elde edilmis haploid ve diploid misir 6rneklerinin tohum morfolojisi, bitki morfolojisi ve
fizyolojik 6zellikler bakimindan karsilastirilmistir.

Calisma sonuglara gore haploid tohum 6rneklerinin diploid 6rneklerden 6lgiilen
ozellikler bakimindan genel olarak diisiik degerlere sahip oldugu saptanmustir. Istatistik
analiz sonuclarina gore tohum boyu, kdk uzunlugu ve kok sayisi, yaprak sayisi, stoma sayisi,
SPAD degeri bakimindan haploid diploid ornekler arasindaki farkin 6nemli oldugu
belirlenmistir. Bununla birlikte bu farkliliklarin her iki dondr icin de gegerli olmadig,
HyaxB73 isimli donér materyalde s6z konusu farkliliklarin belirgin oldugu anlasilmistir. Bu
bulgulara dayanarak kullanilan dondr materyale gore haploid/diploid 6rnek ayriminin
basarisinin da degiskenlik gosterdigi soylenebilir.

Arastirmadan elde edilen diger bir sonug ise incelenen 6zelliklerden yararlanarak
haploid diploid orneklerin ayrimimin gergeklestirilip gerceklestirmeyecegi konusundadir.
Regresyon ve Karar Agaclar1 yontemine gore varsayilan haploid olarak ayrilan tohumlarda
incelenen Ozelliklerden kok uzunlugu ve tohum gevresi degerlerine bakarak dogrulama
yapilabilecegi ve ayrim basarisinin artirilabilecegi belirlenmistir.

Sonug¢ olarak bu aragtirma bulgulari haploid ve diploid misir 6rneklerinin bazi
morfometrik ve fizyolojik oOzellikler bakimindan farklilhik gosterdigini, bu o6zellikler
igerisinde kok uzunlugu ve tohum cevresi gibi 6zellikler bakimindan yapilacak dl¢timlerle
smiflama basarisinin  artirilabilecegini  gostermistir. Bu yol ile biiylik c¢apli 1slah
caligmalarinda 6rnek siniflama islemlerinin etkinligi artirilabilir ve kullanilan emek ve is

giicliniin yani sira yetistiricilik yapilan alanlardan da tasarruf edilebilir.
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