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OZET
Doktora Tezi
IN VIVO TEKNIGI ILE KATLANMIS HAPLOID MISIR HATLARININ ELDE EDILMESI
Rahime CENGIiZ

Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti
Tarla Bitkileri Anabilim Dali

Danigman : Prof. Dr. Kaythan Z. KORKUT

Katlanmis haploid (KH) teknolojisi son yillarda gelismis 1slah programlarinda yaygin
olarak kullanilan bir ara¢ haline gelmistir. In vivo haploid indirgemenin misir da paternal
(androgenetic) ve maternal (gynogenetic) haploidler olarak bilinen iki metodu vardir. Bu
calismada maternal haploid indirgeme metodu uygulanmistir. RWS, RWK-76, RWS x RWK-76
ve WS14 indirgeyici materyalleri tozlayict olarak kullanilmigtir. Misir Aragtirma Enstitiisiinde
2010-2013 yillar1 arasinda ylriitilen c¢alismada 30 tek melez kaynak materyal olarak
kullanilmistir. Kaynak materyaller FAO 650-700 olum grubundadir. Kaynak materyal ile
indirgeyici genotipler arasinda yapilan indiikleme melezlemesinden 15911 adet tohum elde
edilmistir. R1-nj renk markori dikkate alinarak seleksiyon yapilmig ve 3012 adet haploid kabul
edilen tohum se¢ilmistir. Yonteme gore her bir indirgeyici hattin Sakarya kosullarinda haploid
indiikleme orani1 (HIO) belirlenmistir. En yiiksek HIO, RWK-76 indirgeyici hattinda %20.42
bulunmustur. En diisiik HIO ise WS14 hattinda %17.75 olarak hesaplanmistir. Haploid
embriyoya sahip tohumlar 23 °C’de karanlikta iklim odasinda ¢imlendirilmistir. Cimlendirilmis
materyalde koleoptil ve kok kisaltilmistir. Kromozom katlamasi i¢in %0.06 colchicine+%0.5
dimethylsulfoxide (DMSO) ¢ozeltisi 20 °C’de 12 saat uygulanmistir. Daha sonra su ile yikanarak
viyollere dikimi yapilmigtir. KHy bitkileri 3-4 yaprakli olana kadar iklim odasinda biiyitiilmustiir.
Tarlaya dikimi yapilan KHg bitkilerinde c¢iceklenme doneminde fertil olanlarda kendileme
yapilmistir. Haploid kabul edilen 3012 tohumdan ¢imlendirme ve kromozom katlamasi sonrasi
tarlaya dikilen 2178 fideden %89’u canli bitki, canl bitkilerin %57’si fertil bitki, fertil bitkilerin
%31.23’1 kendileme yapilabilecek bitki ve kendileme yapilan bitkilerden %7.8’1 kendileme
yapilarak tohum alinan bitki olmustur. Tez ¢alismasi sonucunda 27 adet katlanmis haploid hat
elde edilmistir.

Anahtar kelimeler: Misir, 1slah, in vivo maternal haploid, katlanmis haploid, kromozom
katlamasi
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ABSTRACT

Ph.D. Thesis

DEVELOPMENT OF DOUBLED HAPLOID MAIZE LINES BY USING IN VIVO
HAPLOID TECHNIQUE

Rahime CENGIiZ

Namik Kemal University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Field Crops

Supervisor : Prof. Dr. Kayithan Z. KORKUT

The double haploid (DH) technology has become widely used tool of modern maize
breeding programs in recent years. There are two methods in vivo haploid induction in maize
which are paternal (androgenetic) haploid and maternal (gynogenetic) haploid induction. In this
study, the maternal haploid induction method was applied. RWS, RWK-76, RWS x RWK-76 and
WS14 inducer genotypes were used as pollinator. This study was conducted through 2010-2013
years and 30 single cross were used as source material. The source materials are in 650-700 FAO
maturity groups. Seeds of 15911 number were obtained by crossing inducer lines with source
materials. Putative haploid seeds of 3012 number were selected as using R1-nj coloration marker
gene. According to the method, haploid induction rate (HIR) was determined in each inducer line
on Sakarya location. Highest HIR were established as 20.42% in RWK-76 inducer line. The
lowest HIR was calculated as 17.75% in the WS14. Putative haploid seeds were germinated at 23
°C in a growth chamber. Coleoptile and root of seedlings were reduced and treated with 0.06%
colchicine+0.5% dimethylsulfoxide (DMSO) solution for 12 hours at 20 °C to seedlings.
Seedlings were planted viols after washing with water and DHy plants were grown untill reaching
3-4 leaves in growth chamber. Following planting in the field, inbreeding were conducted for the
fertile DHq plants during the flowering period. Seedling of 2178 was formed from putative
haploid seeds of 3012 numbers. Live plants were from 89% of 2178 seedlings which are planted
the field. Fertile plants were formed 57% of live plants. Inbreeding were able to made on 31.23%
of fertile plants and seeds have been taken from 7.8% of inbreeding plants. At the end of the
study, 27 doubled haploid lines were obtained.

Keywords : Maize, breeding, in vivo maternal haploid, doubled haploid, chromosome doubling
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1. GIRIS

Misir halen Diinya niifusunun beslenme ihtiyacini karsilayan alti tahildan bir tanesidir.
Cok yonlii kullanim alani, adaptasyon kabiliyeti ve verimliligi ile Diinya’da en fazla {iretilen
sicak iklim tahilidir. Diinya musir tretimi 2015 yili Aralik ay1 verilerine gore toplam 973.87

milyon ton olmustur (Anonymous 2015).

Ulkemizde tahillar igerisinde bugday ve arpadan sonra en genis ekim alanina sahip olan
misir, ana iirlin ve ikinci iirlin olarak basariyla iiretilmektedir. 1980°li yillardan sonra Tiirkiye’de
misir Uretiminde belirgin artiglar kaydedilmistir. Devletin muisir iiretimini tesvik etmesi,
tireticilerin modern misir iiretim tekniklerini uygulamaya koymasi, hibrit tohum kullaniminin
yayginlagtirilmasi, misir iiretiminin sulanan alanlara kaydirilmasi ve belli diizeylerde giibre
kullaniminin saglanmasi misirdaki verim artiginin nedenleri olarak siralanabilir. Gegmis yillarda
Akdeniz Bolgesi’nde misir iiretiminin yayginlastirilmasi, son yillarda ise 6zellikle Gilineydogu
Anadolu Boélgesindeki yogun musir ekilisleri ve {ilke genelinde verim artiglari ile birlikte Tiirkiye

misir iiretiminde gozle goriiliir bir artis olmustur (Cengiz 2014).

Tiirkiye, misirin ana vatani olmamasina ragmen, sar1 ve beyaz atdisi, sar1 sert, cin misir ve
seker misirinda yerel popiilasyonlar mevcuttur. 1980’li yillarda farkli bolgelerden toplanan
poplilasyonlar Ege Tarimsal Arastirma Enstitlisi'nde bulunan gen bankasinda muhafaza
edilmektedir. Ayn1 materyaller 1slah ¢alismalar: yiiriiten enstitiiler tarafindan degerlendirilmis ve
tane tiplerine gore popiilasyonlar olusturulmustur. Yiiriitiilen poptilasyon 1slah ¢alismalari ile bazi
Ozellikleri bakimindan gelistirilmistir. Baz1 sar1 atdisi popiilasyonlar ise halen kendilenmis

hatlarin elde edilmesinde kaynak materyal olarak kullanilmaktadir (Cengiz 2014).

Misir, Diinya’da 1800°lii yillardan beri 1slah ¢aligmalarinin en yogun sekilde
siirdiiriildiigii bitki tiirii olma 6zelligini tasimaktadir. Ulkemizde 1950’lerde baslayan musir 1slah
calismalar1 Onemli sonuglari ortaya ¢ikarmistir. Kamu arastirma enstitiileri, 1Slaha yeni
teknolojileri entegre ederek ve alt yapidaki donanim yetersizliklerini tamamlayarak gelecekte de

onemli ¢aligmalar yapacak birikime sahiptir. Bugiine kadar {ilkemizde bu 1slah programlar: ile



cok sayida kendilenmis hatlar ve 42 adet musir ¢esidi gelistirilmistir. Bu c¢esitlerin 22 adedi
tiretimde yer almaktadir (Cengiz 2014).

Tescil edilen melez misir gesitlerinin i¢inde yerli melez misir gesit sayis1 oldukg¢a azdir.
Ulkemizde yabanci sermayeli 6zel sektor cok sayida hibrit musir gesitleri tescil ettirmislerdir. Bu
cesitler yaygin ekim alani bulmustur. Kamu aragtirma enstitlilerinin gelistirdigi hibrit misir
cesitleri yerli sermayeli 6zel sektére devredilmesine ragmen, kamuya ait ¢esitlerin, tohumlugun
icindeki orani yillara gore degismekle beraber %2-5 arasindadir. Yerli sermayeli 6zel sektor
firmalarimiz sermaye agisindan yabanci sermayeli 6zel sektor firmalari ile kiyaslanamayacak
durumdadir. Buna ragmen, daha c¢ok sayida yerli firma yeni gelistirilen ¢ok sayida ¢esidin
tohumlugunu firetip ciftciye ulastirdiklarinda iilkemizde kullanilan yerli misir tohumlugunun
orani artacaktir. Yerli sermayeli 6zel sektor ulusal ve uluslararasi tohumculuk piyasasinda

rekabet giicli kazanacaktir (Cengiz 2014).

Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligi tarafindan 25 Eylil 2014’te resmi gazetede
yayinlanarak yiriirlige giren “Bitki Cesit, Cesit Aday1 ve Islah Materyalinin Tohumculuk
Kuruluslarina Devri, Tohumluk Uretimi ve Pazarlama Hakki Satis1 Hakkinda Yonetmelik” ile
kamu aragtirma enstitiilerinin gelistirdigi ve gelistirecegi misir hatlarinin kullanim haklar yerli
sermayeli 6zel sektor tohumculuk firmalarina verilebilecektir (Anonim 2014). Bu yonetmelik
kamu arastirma enstitiilerine nitelikli ve c¢ok sayida misir hattin1 kisa siirede gelistirme
sorumlulugunu yiiklemistir. Bu sorumlulugun yerine getirilmesinde haploidi teknigi énemli bir

enstriumandir.

Hibrit musir 1slahinda ilk ve temel asama kendilenmis hatlarin elde edilmesidir.
Kendilemede ama¢ homozigot hatlarin olusturulmasidir. Kendileme islemi i¢in en az yedi yil
gerekmektedir. Bir materyalin teknik olarak yedi yil kendileme yapilmasiyla %99’luk bir
homozigotlukta kendilenmis hat elde edilmektedir. Cesit gelistirme siireci igerisinde en fazla
zamani, anaclarin elde edilmesi almaktadir. Bu siirecin kisaltilmasi igin klasik bitki 1slahi
programlarini tamamlayan ve destekleyen yeni yontemlerin kullanilmasi alternatif olarak ortaya

¢ikmistir (Cengiz ve ark. 2013).



Misir yabanci dollenen bir tlirdiir ve her yeni generasyon genotipini olusturmak icin
gereken genleri bir arada toplayan bir popiilasyon olarak diisiiniilebilir. Boyle bir popiilasyon
icindeki her genotip digerlerinden bir dereceye kadar farklidir. Her biri yiiksek derecede
heterozigottur. Her biri genis ¢apta yabanci dollenmistir ve her biri farkli doller verirler. Bu
bitkiler yiiksek derecede heterozigot olmalarina ragmen, bazi 1slah metotlariyla baz1 karakterleri
fikse edilerek homozigot hale getirilebilir. Fakat, dollenmeleri serbest birakildiginda bu
homozigotluk kolaylikla bozulabilir. Yabanci déllenen bitkilerde yedi generasyon kendileme
sonunda homozigot karakterde, istenen 6zelliklere sahip bitkilerin segilmesiyle elde edilen her bir

bitkiye kendilenmis hat (saf hat, saf d61) denir (Cengiz ve ark. 2013).

Misirda yiiksek verimli ve kaliteli hibritlerin gelistirilmesi icin siirekli olarak yeni
kendilenmis hatlarin gelistirilmesi gerekir. Geleneksel metotlar ile kendilenmis hatlarin elde
edilmesinde oldukc¢a uzun siireye ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu siirenin kisaltilmasinda haploid
teknigi onemli avantajlar saglamaktadir. Misir 1slahinda katlanmis haploidlerin potansiyeli uzun
siire Oonce ortaya konmustur (Chase 1969). Misir haploid calismalar1 1920’lerde baslamistir.
Chase’in ticari hibrit calismalari icin katlanmis haploid (KH) hatlar gelistirmeye baslamasina
kadar musir haploid ¢alismalari smirli kalmistir. Chase (1951) musir 1slahinda katlanmis
haploidlerin pratik uygulamasini gostermistir. Chase’in ilk 6nemli haploid ebeveynli hibriti
Dekalp 640 cesidi olmustur. Bir ¢ift melez ile gelistirilen bu ¢esidin 3 hatti KH hatlardan

olusmustur (Forster ve Thomas 2005).

Giintimiizde verim artig1 saglamak icin klasik bitki 1slah1 programlarini tamamlayan ve
destekleyen yeni biyoteknolojik ydntemlerin kullanilmasi alternatif olarak ortaya cikmugtir.
Klasik bitki 1slahinin temelini olusturan varyasyon ve seleksiyon, yeni teknolojide karsimiza
transformasyon ve in vitro seleksiyon olarak ¢ikmaktadir (Simmonds 1983, Philips ve Eberhart
1993).

Haploid tekniginin diploid ve allopoliploid tiirlerin homozigot bitkilerinin elde
edilmesinde, yeni ¢esit ve saf hat 1slahinda giderek Onemleri artmaktadir. F, generasyonunda
hastaliklara dayanikli, agronomik ve kalite 6zellikleri yoniinden iistiin genotiplerin se¢imi KH

genotiplerde daha kolaydir (Kasha ve ark. 2006).



Giintimiizde in vitro ve in vivo kosullarda haploid bitkiler kisa siirede elde edilmektedir.
Haploid bitkilerin kromozom setlerinin katlanmasi ve %100 homozigot saf hatlarin hizla
gelistirilmesi, haploidi tekniginin esasin1 olusturmaktadir. Kromozom katlanmas1 pratikte
cogunlukla kimyasal madde uygulamalariyla gerceklestirilmektedir. Bu yontemlerle homozigot
hatlarin elde edilmesi 1-2 yil gibi kisa bir siirede olmaktadir (Geiger 2009). Misir 1slah
calismalarinda son 3-5 yil igerisinde in vivo haploid teknigi yaygin olarak kullanilan bir yontem
haline gelmistir. Diinya’da yapilan ¢alismalarda katlanmis haploid hatlarin haritalama
popiilasyonlar1 olarak, baglanti analizlerinde ve haplotip analizlerinde kullanilabilirligi
belirlenmistir (R6ber ve ark. 2005).

Haploidler, dollenmemis disi yumurtadan (gynogenesis) veya erkek hiicreden
(androgenesis) gelistirilir. In vitro androgenesis metodu anter kiiltiirii ile yapilir. Misir bitkisinde
embriyodan haploidlerin elde edilmesinin bilinen iki farkli yontemi vardir. Bunlar maternal
haploid ve paternal haploidlerdir. Bu yontemde, bazi dogal genotipler kullanilir ki bunlar
‘indirgeyici hat’ olarak adlandirilir, bu hatlar ile maternal haploidler elde edilebilir. Indirgeyici
hatlarin tozlayici olarak kullanildigi yontem in vivo gynogenesis olarak tanimlanir. Ancak,
indirgeyici hatlardan tohum elde etmek zordur. Tohumu iiretecek nesilde embriyo ¢ogunlukla
haploidtir. Hattin i¢inde iiretim yapilirken hat i¢i tozlamada elde edilen ddllerin ¢ogunlugu

diploidtir. Modern indirgeyici hatlardan haploid elde etme orani %5-8 arasindadir (Geiger 2009).

Maisir bitkileri indirgeyici olarak adlandirilan 6zel genotipler ile melezlendiginde haploid
ve normal diploid embriyoya sahip musir taneleri kesin ve net bir ayrim gosterir. Bu durum in
vivo haploid indirgeme olarak isimlendirilir. Genellikle haploid embriyolu taneler normal triploid
endosperme sahiptir. Bu yiizden bu taneler diploid embriyolu taneler gibi ayn1 ¢cimlenme orani ve

¢imlenme giiciinii gosterir (Coe ve Sarkar 1964).

Hibrit ¢esit 1slah siirecinin temelini olusturan homozigotlagsma, popiilasyon iginden uygun
genotiplerin se¢imi ve sonra uygulanacak 7 kendileme generasyonu ile elde olunmakta, bu yolla
yinede %100 homozigot doller elde edilememektedir. Buna karsilik, haploid bitkilerden

kromozom katlamasi yoluyla %100 homozigot genotip elde edilebilmektedir. Boylece uzun yillar



gereksinme duyulan kendileme islemi bir iki y1l kadar kisa siirede yapilabilmektedir. Hibrit misir
islahinda KH hatlar1 kullanma avantajlari; i) melez 1slahinda KH hatlar kullanarak tek sira
gbzlem bahgeleri ve yoklama melezi denemelerinde maksimum genetik varyans saglanmasi, ii)
katlanmis haploid hatlarin %100 homozigot olma durumlar1 ve ¢ogaltilabilir olusu ile klasik 1slah
programinda hatlarin erken generasyonda seg¢ilmesinden dogan olumsuz sonuglari ortadan
kaldirmasi, iii) hedeflenen genlerin bir genotipte yi§inlanmasi ile yliksek verim performansinin
olmasi, iv) 1slah c¢alismalarinin basitlestirilmesi, v) 1slah caligmalar1 i¢in harcanan yiiksek

giderlerin diisiiriilmesi olarak siralanabilir (Rober ve ark. 2005).

Haploid bitkiler, morfolojik goriinlimleri bakimindan diploidlere gore daha kiigiik
yapilidirlar. Normal bir bitkide bulunan tiim organlara sahip olduklar1 halde, diploidlere oranla
hiicreleri daha kiigiik olan haploid bitkilerin boylar1 daha kisa, yapraklar1 dar ve kiigtiktiir.
Cigekleri de diploidlere oranla kiigiik olan haploidler, hiicrelerinde tagidiklari kromozom sayisi
bakimindan indirgenmis gametlerin yapisint gosteren bitkilerdir. Bu bitkiler gamet
olusturamadiklari i¢in kisirdirlar ve tohum baglayamazlar. Haploid bir bitkinin kromozomlarinin
baz1 kimyasal maddeler yardimiyla veya spontan olarak katlanmasi sonucunda ait oldugu tiiriin
kromozom sayisina (2n) yeniden kavusturulmasi, bdylece mutlak homozigot bitkilerin elde
edilmesine yaygin olarak ‘dihaploidizasyon’ adi verilmektedir. Haploidlerin kromozom
sayilarinin katlanmasiyla elde edilen bitkilere, degisik dillerde farkli isimler verilmektedir.
Ornegin Ingilizce’de ‘dihaploid’ veya ‘doubled haploid’ hatta son zamanlarda sadece ‘DH’,
Fransizca’da ‘haplodiploid’ veya ‘haploide doubl¢’, Tiirkce’de ise ‘katlanmis haploid’ terimleri

kullanilmaktadir (Ellialtioglu ve ark. 2001).

Haploid bitkiler sadece tek kopya kromozom icermektedirler. Maternal in vivo indiikleme
ile elde edilen haploidler sadece donor ebeveynden kromozom igerirler. Haploid bitkilerin iireme
organlarinda mayoz bolinme esnasinda homolog kromozom giftleri olusturma gibi
ilerleyemediginden, erkek ve disi gametler iiretken degildir. Yani, haploid bitkiler genellikle
kisirdir. Kromozom katlamasinin amaci bir haploidden (n) katlanarak (2n) katlanmis haploid
tiretip haploid bitkilerde fertiliteyi saglamaktir. Boylece bu bitkilerde kendileme yapilarak KH
hatlar gelistirilebilir (Chaikam ve Mahuku 2012).



Colchicine, uygulandigi dokularin hiicrelerinde mitoz bdliinmenin metafaz safhasinda ig
ipliklerinin olusumunu engeller ve dolayisi ile replikasyona ugramis kromozomlarn kutuplara

cekilmesini Onleyerek, kromozom sayisinin iki katina ¢ikmasini saglar (Ellialtioglu ve ark. 2001).

Bitkilerde ploidi diizeyinin belirlenebilmesi i¢in degisik yontemlerden yararlanilmaktadir.
Bitkinin fenotitipine gore yapilan ayrimlar kromozom sayisi bakimindan bir fikir verse de,
kuskusuz ploidi belirlemede kullanilan en eski ve en giivenilir yontem, hizli biiyiiyen doku ve
organlarda (6zellikle kok uglarinda) yapilan kromozom sayimlaridir. Ancak, son yillarda
kromozom sayimlarina alternatif yontemler de gelistirilmis ve degisik bitki tiirlerinde uygulama
alan1 bulmustur. Flow sitometri ve stoma hiicrelerinde yapilan gézlemlere dayanarak gelistirilen
yontemler, glinlimiizde ploidi diizeyinin belirlenmesinde kromozom sayimlarinin yanisira rutin

olarak kullanilabilir asamaya gelmis yeni tekniklerdir (Ellialtioglu ve ark. 2001).

Ulkemizde var olan genetik materyal zenginligimizin saflastirilarak cesit gelistirilmesinde
kullanim1 son derece yararli olacak bir teknik olan haploid teknigi, pratik anlamda islah
caligmalarinda yerini almaya baslamistir. Bu doktora tezi, iilkemizde musir 1slah ¢aligmalarinda
indirgeyici hatlarin kullanimi ile KH musir hatlariin elde edilmesi konulu ilk akademik ¢alisma
olmustur. Diinya’da pek cok iilkede indirgeyici hatlarin kullanilmasina ragmen, iilkemizde bu

materyallerin bulunmamasi ¢aligmalarin yapilmamasina sebep olmustur.

Misir Arastirma Enstitiisii tarafindan gelistirilen misir gesitlerinin indirgeyici hatlar ile
melezlenerek haploid materyalin elde edilebilirligi ve kromozom katlamasi ile KH misir

hatlariin olusturulmasi bu ¢alismanin amaci olmustur.

Tez ¢aligmasi tilkemizde in vivo maternal haploid tekniginin misir 1slahinda kullanimina
bir 6rnek olmasi sebebiyle bazi teknik terimler de ilk defa Tiirk¢e olarak verilmistir. Diinya
literatlirinde “inducer line” olarak bilinen materyaller dilimize “indirgeyici hat” olarak
uyarlanmigtir. “Doubled haploid” tanimi ise “katlanmis haploid” olarak tanimlanmistir.
Indirgeyici genotiplerin en 6nemli 6zelligi “Haploid Induction Rate-HIR” ise ‘“Haploid

Indiikleme Oran1-HIO” olarak ¢evrilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

Kaynak Ozetleri boliimii alt basliklar halinde ele alinmustir.

2.1. Haploid Bitkilerin Ozellikleri

Somatik hiicrelerindeki kromozom sayisi, ait olduklar bitki tiiriiniin gametlerinde bulunan
kromozom sayist kadar olan bitkilere haploid bitkiler adi1 verilmektedir. Haploidler, her bir
lokustaki allelerden sadece bir seriyi icermekte ve bu 6zellikleri ile 1slah ¢alismalarinda 6nemli
yer tutmaktadirlar. Haploid bitkilerin homolog kromozomlardan sadece bir takimini igermesi,
resesif mutasyonlarin agiga ¢ikartilmasina olanak tanimaktadir. Bunun yanisira, haploid bitkilerin
kromozom sayilarin katlanmasi sayesinde %100 homozigot saf hatlar elde edilebilmektedir.
Boylece, uzun yillara gereksinim duyan saflagtirma islemi birka¢ yil gibi kisa bir siirede
yapilabilmekte; kombinasyon 1slahi ve hibrit ¢esit 1slah1 programlarinda zaman yoniinden 6nemli

diizeyde kazang saglanabilmektedir (Ellialtioglu ve ark. 2001).

Ik haploid musir bitkileri Stadler ve Randolph tarafindan tanimlanmistir (Randolph 1932).
Chase (1947) yirmi y1l sonra Amerika misir kusagi materyallerinde diisiik oranda (1/1000)
haploidler bulmustur. Chase, haploidlerin genetikte ve musir 1slahinda biiyiik potansiyellerinin
olacagimmin farkina varmistir. Colchicine kimyasalinin kromozom katlamasinda etkili madde
oldugunun bulunmasi, anter ve mikrospor kiiltiirii tekniklerindeki basarili uygulamalar ve 6zel
genotiplerin in vivo haploid g¢aligmalarina uygunlugunun belirlenmesi diger kilometre taslari
olmustur. Cesitli ¢aligsmalar gostermistir ki, hem in vitro hem de in vivo haploid indirgemede ¢ok
genle yonetilen karakterler ve QTL (Quantative Trait Loci-Kantitatif Karakter Lokus) analizleri
ile haploid indiikleme genomik boélgeleri hemen hemen tiim kromozom iizerinde belirlenmistir

(Geiger 2009).

Haploid bitkiler, KH veya kendilenmis hatlara oranla daha kii¢iikk ve daha az bitki
canliligina sahiptirler. Haploid bitkiler herhangi bir stres kosuluna ¢ok daha hassastir. Pek ¢ok
haploid bitki diploid bitkilerle dollendiginde belli bir oranda disi ¢igek fertilitesi gosterir (Chase
1952, Chalyk 1994).



Chalyk (1994) sentetik atdisi popiilasyonundan gelistirdigi haploidlerin %96’simin en
azindan birka¢ tohum firettigini yaptig1 ¢alismada belirlemistir. Bu ¢alismada ortalama 27 adet

tohum, en fazla 107 adet tohum elde edilmistir.

Geiger ve ark. (2006) yaptiklart ¢alismada {i¢ adet tek melezden elde edilen haploid
neslini analiz etmisler ve onlarin hepsinde farkli oranlarda fertilite gbzlemlemislerdir. Fertilitesi
en yiiksek haploid bitkide bitki basina tane sayis1 80 olarak gerceklesmistir. Disi ¢igegin fertil

olmasinin aksine haploid bitkilerin ¢ogunlugu erkek fertiliteden yoksundur.

Chase (1952) ilk c¢alismalarinda haploid bitkilerin %1’inde tepe piiskiillerinde fertil

boliimler tespit etmistir.

Zabirova ve ark. (1993) calismalarinda haploidlerin polen verme orani ig¢in dondr
genotiplerin biiylik etkisini kanitlamiglardir. Calismada belirlenen bir donér hattan elde edilen
haploidlerin %331 basaril1 bir sekilde kendilenmistir. Calismada kullanilan donor hat bahsedilen

ozelligi i¢in dort dongii seleksiyon sonucu elde edilmistir.

Geiger ve Schonleben (2011) yaptiklar: ¢aligmada farkli 1slah materyallerinden (durulmusg
musir hatlar) elde ettikleri haploidlerin, flow sitometri yontemiyle haploid olduklarini
dogrulamislardir. Bu haploidlerde disi organin fertil oldugunu tespit etmek i¢in diploidler ile
melezleme yapilmistir. Haploid hatlar disi fertilite gdstermistir. Haploid hatlarin erkek fertilite
oranlarin1 belirlemek ic¢in tarla ve sera kosullarinda c¢alismalar yiiriitilmiis ve kendileme
yapilmistir. Tarla sartlarinda 412 haploid bitkide anter skorlamasi yapilmistir. Toplam 412
haploid bitkinin 29 adedi (%7) kogan basmna bir veya daha fazla tohum iiretmistir. Sera
calismalarinda 371 haploid bitkiden 248 adedinde belli oranlarda erkek fertilite gozlemlenmistir.
Tim bitkilerde kendileme yapilmistir. Bunlardan 27 adedinde tohum tutumu olmustur. Bu

bitkilerin 3 tanesinde sirasiyla 23, 16 ve 11 adet kocan basina tane olusmustur.

Caligmalar gosteriyor ki haploid bitkilerde disi fertilite daha yiiksek oranda

gozlemlenirken, erkek fertilite dondr genotipe bagli olarak farkli oranlarda ortaya



cikabilmektedir. Fakat, bu oran diisik oldugundan haploid bitkilerde yapay kromozom

katlamasini gerektirmektedir.

2.2. Haploid Bitkilerin Elde Edilis Yontemleri

Haploid bitkiler, bazi bitki tiirlerinde ¢esitli dogal yollarla kendiliginden olusabilmektedir.

Dogada haploidlerin olusum yollar1 bes ana grupta 6zetlenebilir (Ellialtioglu ve ark. 2001):

1-

Yumurta hiicresinin déllenmesinden 6nce, disi esey hiicresinin ¢ekirdegi kaybolur veya inaktif
hale gecer. Bu yolla olusan haploidler, hiicrelerinde yalnizca erkek gametin kromozom
takimini i¢erdiklerinden bu olaya androgenesis adi verilmektedir (Goodsell 1961).

Erkek ve disi esey hiicrelerinin birleserek embriyo olusumuna katilmasinin s6z konusu oldugu
fakat, ¢ekirdeksel erimenin gerg¢eklesmedigi semigami durumunda ise ana ve babaya ait
sektorlerin bulundugu kimerali haploid bitkiler olugsmaktadir (Turcotte ve Feaster 1969).
Yumurta hiicresi ile polen generatif ¢ekirdegi birlesirler ve dollenme olur. Ancak, embriyo
gelismesinin ilk devrelerinde ana babadan birine, genellikle babaya ait kromozomlar elimine
olur ve gelisen embriyo n sayida kromozom icerir. Bu sekildeki haploid olusumuna da
kromozom eliminasyonu adi verilir (Subrahmanyam ve Kasha 1973).

Poliembriyoni durumunda, normal dollenme sonucu zigot bdlinmeye baglar. Ancak,
dollenmis yumurta hiicresinin yanindaki sinerjit hiicrelerinden biri de béliinerek gelisir ve
haploid embriyo haline geger. Boylece, yeni olusan tohum iginde biri diploid, digeri haploid
olan iki embriyo bulunur (Lacadena 1974).

Yumurta hiicresi dollenme olmaksizin zigot gibi boliinmeye baslayarak haploid yapida bir
embriyo olusturur. Disi esey hiicresi ile erkek esey hiicresi birlesmedigi halde; embriyo kesesi
sekonder ¢ekirdekleri 1ile polen generatif c¢ekirdegi birleserek embriyonun gelisip
¢imlenebilmesi igin gereksinim duyacagi endospermi olustururlar. Bu durum ginogenesis
olarak adlandirilmaktadir (Sauton 1989).

Indirgeyici hatlar kullanilarak in vivo teknigi ile haploid bitki elde etme basarisi kullanilan

indirgeyici hattin 6zelliklerine gore %2-15 arasinda degismektedir (Rober ve ark. 2005).



Anter kdltiirii teknigi ile in vitro da haploid bitki elde etme basarisinin da yine genotiplere
bagli olarak %2-10 arasinda oldugu bildirilmistir. Haploid bitki elde etme basar1 oranlari iki
teknik arasinda c¢ok farkli olmamakla beraber her iki yontemde de genotipe baglidir (Beckert
1994).

Beckert (1994) in vitro ve in vivo haploid bitki elde etme sistemlerini karsilagtirmanin zor
oldugunu ¢iinkii, birbirlerinden farkli olduklarin1 belirtmistir. Genel bir degerlendirme yaparak

asagidaki kriterleri belirlemistir (Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1. Misir bitkisinde dihaploid hatlarin elde edilmesinde in vitro ve in vivo sistemlerinin
genel karsilagtirmasi (Beckert 1994)

Parametreler

In vivo gynogenesis

In vitro androgenesis

Genotipik se¢icilik Diisiik Glgcli
Elde edilen dihaploidlerin takibi . .
(Tekrarlamal1 seleksiyon) Gerekli Gereksiz
Haploid bitki elde etme averaji | Diisiik Diusik

En yiiksek haploid tiretimi

Melez basina 12 haploid

Her bir anterden bir haploid

Spontan dihaploid olusumu

Cok diisiik, % 1

% 20-30

maliyeti

Tohum verimi Koti Daha iyi
Katlanmig haploidlerin | Iyi Iyi
homojenitesi

Katlanmis haploidlerin | lyi Iyi
stabilitesi

Katlanmis haploidlerin iiretim | Diigiik Orta

In vivo haploid indiiklemenin misirda paternal (androgenetic) ve maternal (gynogenetic)
haploidler olarak bilinen iki metodu vardir. Paternal haploid metodunda, indirgeyici materyal ana
ebeveyn, dondr bitki ise baba ebeveyn olarak kullanilir. Bdylece, paternal haploidlerin
sitoplazmasi indirgeyici hattan meydana gelir fakat, kromozomlar sadece donér bitkiye aittir
(Rober ve ark. 2005, Spitko ve ark. 2006).

Paternal haploid indiikleme, ig resesif geninin sebep oldugu “indeterminate gametophyte”
mutantinin  sahip oldugu o6zelliklerde yatmaktadir (Kermicle 1969). Coklu embriyolojik
anormallikler homozigot ig bitkilerinde gozlemlenmistir. Bazi embriyo keselerinde tim

cekirdekler 3 kez boliinmez. Bu bir ¢ekirdek olmaksizin yumurta hiicrelerini igeren ¢esitli
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hiicresel diizensizliklere yol acar. Babaya ait iki sperm hiicresinden biriyle birlestikten sonra,
boyle bir yumurta hiicresi, anaya ait sitoplazma ve sadece babaya ait kromozomlara sahip bir

haploid embriyo i¢inde gelisebilir (Geiger 2009).

Paternal haploidler, klasik melez misir 1slahinda hatlarin benzes sitoplazmik erkek kisir
hatlarinin  gelistirilmesinde olduk¢a ©Onemli bir yere sahiptir. Bu amagcla sitoplazmalari
indirgenmis erkek kisir indirgeyici hatlar gelistirilmistir (Pollacsek 1992, Schneerman ve ark.
2000). Bu CMS (cytoplasmic male steril) indirgeyici hatlarinin kullanilmasi ile CMS sitoplazma
ozelligi yeni gelistirilen hatlara transfer edilirken, ¢oklu geri melez generasyonlari olusturmak

yerine sadece tek bir indiikleme melezi ile sonuca ulagilmistir (Sekil 2.1) (Schipprack 2012).

Baba ebeveyn

' ] g
(CMS indirgeyici hat ig) v )/ (Dontustiiriilecek elit hat)

Ana ebeveyn r
'
|

@ Haploid CMS elite hat

Sekil 2.1. Paternal haploid indiikleme metodu (Schipprack 2012)

Maternal haploidlerin iiretimi igin indirgeyici genotip tozlayici olarak kullanilir. Ortaya
cikan haploidlerin tasidigi hem stoplazma hem de kromozomlar donodr bitkiden gelmektedir
(Sekil 2.2 ve Sekil 2.3). Paternal ve maternal haploid indiikleme metodlarinda farkli indirgeyici
genotipler kullanilir. In vivo haploid indiiklemenin her iki metodu da in vitro tekniginden ¢ok

daha az donor genotipin yapisina baglidir (Rober ve ark. 2005, Spitko ve ark. 2006).

Chase (1952), Amerika misir kusag1r materyallerinde spontan haploid indiikleme oranini

%0.1 olarak bildirmistir. Chase tarafindan belirtilen bu deger, KH teknolojisinin ekonomik bir
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uygulama olabilmesi i¢in oldukea diisiiktiir. Belirtilen %0.1’lik orandan 10-20 kere daha yiiksek
indiikleme oranina sahip Stock-6 kendilenmis hattinin belirlenmesi biiyiik bir adim olmustur (Coe
1959). Stock-6, sonradan gelistirilen indirgeyici hatlarm anasi olmustur. Onemli gelismeler
Hindistan’dan (Sarkar ve ark. 1994), Rusya ve Moldovya’dan (Tyrnov ve Zavalishina 1984,
Chalyk 1994, Shatskaya ve ark. 1994a), Fransa’dan (Lashermes and Becker 1988, Bordes ve ark.
1997) ve Almanya’dan (Deimling ve ark. 1997, Rober ve ark. 2005) pek cok arastirmact
tarafindan rapor edilmistir. Gegen zaman i¢inde, haploid tohumlarin segimi ig¢in, kKromozom
katlamasi i¢in, tarlada katlanmis haploidlerin yetistirilme teknikleri igin daha etkili yontemler
gelistirilmistir. Boylelikle KH teknolojisi modern misir aragtirma ve 1slahinda standart bir arag

olmustur (Seitz 2005, Rober ve ark. 2005, Presterl ve ark. 2007).

Katlanmis haploid teknikleri sayesinde homozigot misir hatlar1 elde etmek ve bunlarin
nesillerini kendilemeyle devam ettirmek miimkiindiir. Bir indirgeyici hattin kullanimi in vivo da
haploid bitki {iretiminin basit, hizl1 ve ucuz olarak elde edilmesini miimkiin kilan bir yontemdir

(Rober ve ark. 2005).

Glinlimiizde katlanmis haploidler, misir arastirmalarinin pek ¢ok alaninda ve diinya
capinda klasik melez misir 1slahinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Arastirmalarda katlanmis
haploid genotipler yapisal ve fonksiyonel genom biliminde, proteomik, metabolomik, markor
destekli c¢aligmalarda, molekiiler sitogenetikte, genetik miihendisliginde ve baska alanlarda
degerli bir arag olmustur. Islahta KH hatlar, seleksiyonun etkinliginin yiikselmesine izin verir,

1slah siiresini kisaltir, zaman ve emek tasarrufu saglar (Geiger 2009).
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Melez Dis1
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P i I
AN 3 //\\

I A
N A
// \\ 7 \,
indirgeyici Dondr F; kogam Haploid Diploid
RI-nj r; RI-nj/r;

D 0

Sekil 2.2. Maternal haploid indiikleme metodu (Chaikam ve Boddupalli 2012)
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Indirgeyici

Kaynak - Ebeveyn
Materyal (2n) (2n)
Haploid
/ Indiikleme \

n : : .
. F Haploidler [l "
= : (n) [ -
Kromozom
Katlamasi

m A =
< ‘ Katlanrms ‘- |

Haploid
o (2n) | [

KH1 KH2 KH3 KH4

Sekil 2.3. Maternal haploid indiikleme metodunda haploid ve katlanmis haploidlerin olusumu

(Prigge ve ark. (2012)

Rober ve ark. (2005) melez ¢esit 1slah siirecinin temelini olusturan homozigotlagsma,

popiilasyon i¢inden uygun genotiplerin se¢imi ve sonra uygulanacak 7 kendileme generasyonu ile

elde edildigini ancak, bu yolla yine de %100 homozigot doller elde edilemedigini belirtmislerdir.

Buna karsilik, haploid bitkilerden kromozom katlamasi yoluyla %100 homozigot genotip elde

edilebildigini vurgulamiglardir.

Katlanmis haploid hatlar ile kendilenmis hatlar arasinda karsilagtirma yapildiginda

katlanmis hatlarin avantajlar1 sunlardir; i) Katlanmis hatlarin ilk generasyonlarinda yoklama

melezi performanslar1 ve tek sira gézlem bahgelerinde maksimum genetik varyans belirlenmistir,
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i1) KH hatlarin elde edilmesi 1slah dongiisiinii kisaltir, iii) KH hatlar ¢esit 6zelliginin korunmasi
icin gerekli FYD (Farklilik, Yeknesaklik, Durulmusluk) kriterlerini miikemmel bir sekilde yerine
getirirler, iv) Katlanmis haploid teknigi ile kendilemeye harcanan masraflar azalir ve 1slahin
stirdiiriilebilirligi i¢in 6nemlidir, v) Katlanmis haploid teknigi ile kendilemeye harcanan siire
azalacagindan 1slahta kullanilan is¢ilik masraflar1 diiser, vi) Markor destekli seleksiyonun
etkinligini artirir, vii) Arzu edilen genlerin bir genotipte toplanmasini kolaylastirir (Geiger ve

Gordillo 2009).

Katlanmig haploid hatlarin 1slah¢iya sundugu en biiyiik avantajlardan bir tanesi seleksiyon
stirecinin sonunda ulagsacagimiz genetik varyansi ilk generasyonda elde etme imkamidir (Sekil

2.4) (Geiger ve Gordillo 2009).

Heterozigot bir genotipin kendilemesi Hatlar arasinda eklemeli varyans

- Gametler: LA+ %a

- F2Y%4AA+%Aa+ Ysaa

. B i Aa s
)
s Py 1/8 Aa »
<
<
« Bs 1/16 Aa J
- Fs 1/32 Aa I Genetik V.

- Fn ~“AA+%aa

Heterozigot bir genotipin haploidi

- Gametler: Y2A +%a }éﬂ
- Kromozom katlamasi ;“3
Y2AA + Y5 aa E -
4-5 generasyon zaman tasarrufu S s >
B Genetik V.

Sekil 2.4. Klasik 1slah ve katlanmis haploid tekniginde eklemeli varyans karsilastirmas: (Geiger
ve Gordillo 2009)
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Katlanmis haploid hatlarin ilk seleksiyonu islah¢inin hedeflerine gore katlanmis haploid

hatlarin ilk generasyonunda yapilir (Gordillo ve Geiger 2010).

Liibberstedt ve Frei (2012) 1slahta hedeflenen genleri bir genotipte toplama konusunda
katlanmis haploid teknigi ile klasik kendileme yontemini karsilastirmiglardir. Katlanmis haploid
hatlar ve F, popiilasyonunda hedeflenen genlerin ortaya ¢ikma frekansi yoniinden
degerlendirildiginde F; popiilasyonunda daha diisiik olmaktadir (Sekil 2.5). KH tekniginde klasik
kendileme teknigine gore daha az popiilasyon biiyiikliigiine ihtiya¢ oldugunu belirtmislerdir.
Caligmalarinda bir ¢ift istenen hedef genin genetik uzaklig1 ve hedef genlerin sayisin1 geri melez
programlarinin son adimi olan BC,F;, popiilasyonunda ve katlanmis haploid hatlarda belirlemeyi
hedeflemislerdir. Sonug¢ olarak, geri melez yonteminde kendileme generasyonlarinda hedef
genlerin birbirleriyle iliskisiz a¢ilimlarinin hizla artmasiyla karsilastirildiginda 6zellikle hedef
genlerde yakin baglanti (linkage) olmasi halinde KH hatlarin kullanilmasinin avantajlarini

bulmuslardir.

Hat 1 Hat 2

0.25

I I II I I II Hedef Genlerin Fikse Edilme Olasilig1

[\9)

0.0625 0.25
0.004 0.0625

(e <IN SN

0.00002 0.004

16 0.00000000002 0.00002
veya

Kendileme F, KH indirgeme

Sekil 2.5. Katlanmis haploid hatlar ile F, generasyonunda hedef genlerin bir genotipte ortaya
cikma frekansi acisindan karsilastirilmasi (Liibberstedt ve Frei 2012)
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Tekrarlamali yoklama melezi se¢imi tabanindan gelen katlanmis haploid hatlar melez
misir 1slahinda daha yiiksek etkinlige sahip olmaktadir. Bununla birlikte, 1slah popiilasyonunun
genetik varyansi daha cabuk kiigiilmektedir. Varyansin kii¢iilmesini sinirlamak i¢in etkili bir
minimum popllasyon biiyiikliigii temin edilmek zorundadir. Ancak, basarili bir seleksiyon
yogunlugu, her yil yeni melezlemeler yapilarak yeni bir seleksiyon programi baglatilmasi ve bir
heterotik grubu temsil eden melez 1slah popiilasyonunu denk ve giincel alt popiilasyonlara

derecelendirerek boliinmesi gibi durumlar yeterli popiilasyon biiyiikliigiinii korumay1 sinirlandirir
(Sekil 2.6) (Gordillo ve Geiger 2008).

Heterotik grup A I Heterotik grup B I

7-10000 DHs DH hatlarin degerlendirilmeSi 7-10000 DHs
v

1- 2000 DHs

v
200 DHs
v

1- 2000 DHs

Genel Kombinasyon Yetenedi igin
test etmek 200 DHs

¥
50 DHs

---------------- Genel ve Ozel KY igin test etmek

l l

Doubled }—— | Hibrit ¢esitler Doubled
haploid hat haploid hat

Sekil 2.6. Farkli heterotik gruplar kullanilarak katlanmis haploid hatlarin gelistirilmesi ve melez
muisir 1slahinda kullanilmasi (Gordillo ve Geiger 2008)

Markor destekli seleksiyon KH hatlarin 1slah semasina kolayca entegre edilmistir. Bu
caligmalar 6rnek alinarak tiim genom seleksiyonu (Genom-wide selection- GS) yontemi de
benzer bir yaklasimla i1slah semasia entegre edilebilir. Bernardo ve Yu (2007) tarafindan
Onerilen bu yaklasim Geiger ve Gordillo (2009) tarafindan da sematize edilmistir (Sekil 2.7). Bu

semada KH hatlarin tek sira gozlem bahgesi ve yoklama melezi gozlem bahgesi verim
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denemelerinde ayn1 zamanda genotiplemede yapilmistir. Katlanmis haploidlerin tek sira gézlem
bahceleri ve yoklama melezinde genotipik degerleri dngérmek ve aday KH hatlar arasinda
seleksiyon yapmak i¢in 6zelliklerin tiim markor etkileri hesaplanmistir. Tiim genom seleksiyonu
yonteminin esas Ozelligi, ilgili 6zelliklerle 6nemli derecede iliskili olan bir seri markoriin

tanimlanmasi olmaksizin verimliligi tahmin etmeye odaklanmasidir.

<AxB>,<CxD>, ...

1 K1$ o0
F; Indirgeyici
1 Yaz H/KH
2 Kis K x T
KH tek sira
2 Yaz o Ly |/ e\ FS+GS
Iyi hatlarin kombinasyonu
3 Kis )
F, Indirgeyici

3 Yaz @ GS

Iyi hatlarin kombinasyonu

4 Kis A
F, Indirgeyici

GS
- -

Sekil 2.7. Tim genom seleksiyonu (Genome-wide Selection) entegre edilerek KH hatlarin
gelistirilmesi, PS; fenotipik seleksiyon (phenotypic selection), GS; tim genom
seleksiyonu (genome-wide selection), [; tiim genom seleksiyonunun yapildigi
dénem sembolii, A, B, C, D: Homozigot hatlar, F;: Melez, H: Haploid, KH:
Katlanmis haploid, KH tek sira GB: Katlanmis haploidlerin tek sirali gézlem bahgesi,
YM,: Yoklama melezi verim denemeleri (Geiger ve Gordillo 2009)

Joshi ve Nayak (2010) gen piramidi olusturmak i¢in yaptiklar1 ¢alismalarinda katlanmis
haploid teknigi ile geri melez programlarini karsilastirmiglardir. Markor destekli seleksiyonun
gen piramidi ¢alismalarinda kullanilmasinin tartisilmaz bir yontem oldugunu belirtmislerdir.
Olusturduklar1 idiotipin kaynak materyal olarak kullanildigi F, popiilasyonlarinda her

generasyonda markor destekli seleksiyon uygulanmasi gerekirken, katlanmis haploid tekniginde
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sadece bir generasyonda hedef genlerin belirlenmesinin miimkiin oldugunu ifade etmislerdir.
Sekil 2.8°de verilen yontemle genlerin bir genotipte toplanmasi miimkiin olmakla beraber genler
arasindaki baglanti dikkate alindiginda istenilen genler ile beraber istenmeyen genlerin de agilan
popiilasyonda ¢ikis1 veya katlanmis haploid hatlarda ortaya ¢ikisi s6z konusu olacaktir. Fakat,
calisilan popiilasyon biiyiikliikleri dikkate alindiginda katlanmis haploid tekniginin avantajli

oldugu belirlenmistir.

Kurucu Anaglar

-- Baslangi¢

Generasyonu T
------ H(l)(z) pem—————— H(3)(4) [y H(S)(e) ---- 1.Generasyon %
= <
I | -
I B
H ~ 5
-------------- (1,2)(3,4) f===========seeeceeeeceadeaeauae- 2 (Generasyon g
| -
Kiigiik kok =
------------------------------ 2 e o1 | — 3.Generasyon — =
= [aB

Kok genotip QE)

Idiotip =

Nal

H( 1,2,3.4,5,6)(1,2,34,5,6) Ct’?

Sekil 2.8. Alt1 hedef genin bir genotipte toplanmasi i¢in gen piramidi semasi, P; ebeveyn
(parent), H; hibrit (hybrid) (Servin ve ark. 2004)

Geiger ve Gordillo (2009) tekrarlamali seleksiyonun hedefini, genetik varyasyonu énemli

derecede azaltmaksizin 1slah popiilasyonunda nicelik olarak kalitsal 6zelliklerin ortaya ¢ikigini

19



saglayan, istenen allellerin frekansini arttiran, dongiisel genetik bir ilerleme olarak

tanimlamiglardir.

Geiger ve Gordillo (2009) calismalarinda katlanmis haploid temelli dort 1slah semasi
ortaya koymusglardir. Bunlardan standart 1slah semast (Sekil 2.9) asagidaki asamalar

icermektedir.

- Yeni bir 1slah dongiisii baslatmak icin se¢ilmis hatlar arasinda melezleme yaparak yeni
varyasyon yaratmak.

- F1 generasyonunda in vivo haploid indiikkleme yontemini uygulamak.

- Elde edilen tohumlarda haploidleri belirlemek, kromozom katlamasi yapmak, KHg bitkilerinde
kendileme yaparak KH hatlar1 elde etmek.

- KH hatlarin tek sira denemelerini yaparken ayni zamanda tohum ¢ogaltmalarini yapmak.

- Tek sira denemelerinden secilen KH hatlarda bir veya daha fazla test edici hat ile yoklama
melezi yapmak (test edici hatlarin katlanmis haploid hatlardan farkli bir heterotik gruptan
gelmeleri gerekmektedir).

- Yoklama melezi verim denemelerini ¢oklu lokasyonlarda degerlendirmek, kombinasyon

yetenegi yliksek, verimli KH hatlar1 segmek.
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Yil Sezon
1 Kis
2 Yaz
2 Kis
3 Yaz
3 Kis
4 Yaz
4 Kig
4 Yaz

Sekil 2.9. KH hatlarin yoklama melezlemesi seleksiyonu ile gelistirilmesinin standart ve
hizlandirilmis 1slah semasi. A, B, C, D: Homozigot hatlar, F;: Melez, H: Haploid,
KH: Katlanmis haploid, KH tek sira GB: Katlanmis haploidlerin tek sirali gézlem
bahgesi, T ve T’: Test edici hatlar, YM; ve YM,: Yoklama melezi verim denemeleri

Standart Sema

<AxB><CxD>, ..,

N
';_1 indirgeyici
< H/KH >
i 1
< KH > KH tek sira GB
KHxT
1
YM1
KHxT
]
YM2
1
2. Déngii Deneysel
Islah Hibritler

(Geiger ve Gordillo 2009).

Katlanmis haploid hatlarin gelistirilmesinde donor olarak kullanilacak kaynak materyalin
yapist 1slahin semasii degistirebilir. Geiger ve Gordillo (2009) bir 1slah popiilasyonunun
adaptasyon eksikligine kars1 giiglii bir seleksiyon gerektirdiginde indiikleme melezlemesi
yapmadan 6nce kendileme yaparak S; veya S, generasyonunda erken seleksiyon yapmanin elde
edilecek KH hatlarin basarisim1 arttiracagini belirtmiglerdir. Katlanmis haploid hatlarin S»
hatlarindan gelistirilmesi 1slah semasi, zayif adaptasyonlu hat ile adaptasyonu iyi hat arasinda
yapilan melezlerden olusturulan ¢ift melez ile baglar. Bu materyal 1slah¢iya zayif adaptasyonlu
hatlarin adaptasyon yetenegini artirma imkam verir. Cift melezde yapilan kendileme ile elde
edilen S; hatlar ¢oklu lokasyonlarda gozlem bahgelerinde degerlendirilerek adaptasyonu iyi

olanlarda kendileme yapilir. Elde edilen S, hatlarinda yoklama melezi yapilarak verim
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denemelerinde degerlendirilir ve secilen S, hatlarda indiikleme melezlemesi yapilir. Elde edilen
KH hatlarda standart semada yer alan yoklama melezi yapimi ve tekrarlamali se¢im ile devam

eder (Sekil 2.10).

<AXB>,<CxD>,..

1 Kis \ /
1 Yaz <ABxCD > -
1
2 Kis <85>
| 1
2 Yaz <8, > S1 Hatlar
|
3 Ky
3 Yz p—
| S2H x indirgeyici | v
!
H Kromozom -
] Katlamas: E
4  Kis s
KH ]
4 Yaz { KH |> | KH tek sira GB | VYM>

5K

5 Yaz YMs

Sekil 2.10. On segim yapilmis S, hatlarindan KH hatlarmn gelistirilmesi (diger kisaltmalar igin
Sekil 2.9’a bakiniz) (Geiger ve Gordillo 2009)

Geiger ve Gordillo (2009) tekrarlamali seleksiyonun hedefini, genetik varyasyonu énemli
derecede azaltmaksizin 1slah popiilasyonunda nicelik olarak kalitsal 6zelliklerin ortaya ¢ikisini
saglayan, istenen allellerin frekansini arttiran, dongilisel genetik bir ilerleme olarak

tanimlamiglardir.
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2.3. Indirgeyici Hatlar ve Ozellikleri

Chase (1952)’in buldugu spontan haploid indiikleme orani sonrasinda pek ¢ok iilkede
yapilan farkli arastirmalar ozellikle 1liman iklim kusagina adapte olmus indirgeyici hatlarin
gelistirilmesi ile sonuglanmistir (Cizelge 2.2). Tropikal alanlara adapte olan indirgeyici hatlarin
gelistirilmesi ile In vivo teknigi daha da yayginlasmaya baslamistir. Halen yeni indirgeyici
hatlarin gelistirilmesi siireci devam etmektedir. Indirgeyici hatlarin gelistirilmesinde haploid
indiikleme orani 6nemli olmakla beraber, haploid tohumlarin se¢imini kolaylastiracak farkli
genlerin indirgeyici hatlara aktarilmasi da gerceklestirilmistir. Haploid tohumlarin hizli ve daha

az is glci ile se¢imini kolaylagtirmak i¢in son donemde yiiksek yag oranina sahip indirgeyici

hatlar gelistirilmistir.

Cizelge 2.2. In vivo tekniginde kullanilan indirgeyici hatlar ve 6zellikleri

Adi Orjini HIO(%) Ozellikleri
Spontan Iowa State Universitesi (Chase 1952) 0.1
Stock-6 USDA (Coe 1959) 2 R-nj
KMS ve | (Korichnevy Marker Saratovsky) her ikisi de Stock-6 dan R-nj
ZMS gelistirilmigtir (Tyrnov ve Zavalishina 1984)
WS14 Stock-6 ve W23ig hatlarinin melezinden gelistirilmistir | 8 R-nj
(Lashermes ve Beckert 1988)
KEMS (Krasnador Embryo Marker Synthetic) (Shatskaya ve ark. | 7 R-nj
1994b)
MHI (Moldovian Haploid Inducer), KMS ve ZMS hatlarmm | 4.5 R-nj, B1, PI1
melezinden gelistirilmistir (Chalyk 1999)
RWS, RWK- | (Russian inducer KEMS+WS14), KEMSxWS14 melezinden | 8-10 R-nj
76 geligtirilmistir (Rober ve ark. 2005)
UH400, Hohenheim Universitesinde KEMS hattindan gelistirilmistir | 8-10 R-nj
UH402 (Rober ve ark. 2005)
PK6 Stock-6, WS14, FIGHI, MS1334 materyallerinden | 6 R-nj
gelistirilmistir (Barret ve ark. 2008)
HZI1 Stock-6 dan gelistirilmistir (Zhang ve ark. 2008) >10 R-nj, Sh2
CAUHOI, Cin Tarim Universitesi tarafindan Stock-6 ve Pekin Yiiksek | 2-10 R-nj, Yiksek Yag
CAUS, Yagli popiilasyonu arasinda yapilan melezden gelistirilmistir (CAUHOI)
CAUO019 (Li ve ark. 2009)
PHI serisi (Procera Haploid Inducer), MHI ve Stock-6 arasinda yapilan | 12-14 R-nj, PI1, B1
melezden gelistirilmistir (Rotarenco ve ark. 2010)
TAIL serisi (Tropical Inducer Lines), Hohenheim Universitesi ve | >10 R-nj, tropikal kosullara
CIMMYT (Uluslararas1 Misir ve Bugday Gelistirme adapte olmus
Merkezi) tarafindan RWS ve UH400 indirgeyici hatlar ile
CMLs hatlar arasinda yapilan melezlemeden gelistirilmistir
(Prigge ve ark. 2012)
BHI serisi Towa State Universitesi (2014) >8 R-nj, PI1, cin misir
UH600, Hohenheim Universitesi (Melchinger ve ark. 2014) 8-12 R-nj, yiiksek yag
UH601 3-9.6
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Ulkemizde ise indirgeyici hatlarin gelistirilmesi ¢alismalar1 Misir Arastirma Enstitiisiinde
2011 yilinda baslamistir. RWS ve RWK-76 indirgeyici hatlar1 FAO 450 olum grubunda olup
tilkemiz musir kaynak materyallerinden erkencidir. RWS ve RWK-76 indirgeyici hatlarimin bitki
boyu iilkemiz kaynak materyalleri ile kiyaslandiginda ise kisadir. Bu sebeple acik alanda
melezleme yapilmasi zor oldugundan gegci, uzun boylu ve haploid indiikkleme orani yiliksek

indirgeyici hatlarin gelistirilmesi amaglanmigtir (Cengiz ve ark. 2014).

Literatiirlerde bildirildigine gore son donemde en etkili indirgeyici olan RWS hatt
Hohenheim Universitesi’nde gelistirilmstir. RWS hatt1, Rus sentetik KEMS indirgeyici materyali
ile Fransa’nin WS14 indirgeyici hatti arasinda yapilmis melezden g¢ekilerek gelistirilmistir. Bu
hat Orta Avrupa’nin iliman iklim kusagina adapte olmustur. Fakat, tropikal ¢evrelerde de etkili

oldugu belirlenmistir (Rober ve ark. 2005).

Pek ¢ok cevre ve donorlerin ¢ogunlugu icin WS14 hattinin indiikleme orani %8 olmustur.
WS14xKEMS melezinden gelistirilen RWK-76 indirgeyici hattinin indiikleme orani %9-10’a
ulagsmistir. Ayn1 oran RWSXxRWK-76 melezinde de gozlemlenmistir. Akraba ebeveynlere sahip
olmasima ragmen, bu melez anaglarindan daha fazla canli, giir bitki ve daha iyi polen verme
yetenegine sahiptir. Ozellikle kétii cevrelerde RWSXxRWK-76 melezini kullanmak, polen verimi

ile ilgili olumsuzluklar1 azaltmakta etkili olmaktadir (Geiger 2009).

Roux (1995) Stock-6, WS14 ve W23ig hatlarinin maternal haploid olarak indiikleme
oranlarini test etmistir. Wisconsin’de gelistirilen W23 atdisi hattinin izogenik bir formu olan
W23ig hatt1 paternal haploid indiiklemesine olanak saglamaktadir. W23 hatt1 is ne paternal ne de
maternal haploid indiiklemesine neden olur. Bu durumla uyumlu olarak, W23ig hattinin maternal
haploidler i¢in indiikleme orani kendiliginden meydana gelen haploidlerin sikligindan 6nemli
bulunmamistir. Indirgeme oranlar1 W23ig hattr igin %0.2, Stock-6 i¢in %2 ve WS14 hatt1 i¢in

%7.3 olarak belirlenmistir.

Donor genotipler arasinda (atdisi, sert misir, yerel irklar gibi) indiikleme orani i¢in 6nemli
farkliliklar belirlenmistir (Roux 1995, Eder ve Chalyk 2002, Rober ve ark. 2005). Ancak, bu

farkliliklar i¢in belirlenen varyasyon arali§i, anter ve mikrospor kiiltiirline yanit ile
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karsilagtirildiginda kiiglik bulunmustur. Cevresel kosullar da in vivo haploid tekniginin basarisini
etkiler. Rober ve ark. (2005) kotii ¢evrelerin indiikleme oranina etkisini belirlemek i¢in, KEMS
ve RWS hatlarin1 kullanarak bir yakaciksiz (liguleless), resesif mutant isaretli dondr genotiple
melezleme yapmis ve en kotli ¢cevrede indiikleme oranini ortalama %2, en 1yi ¢evrede %16.4
olarak belirlemistir. Biyotik ve abiyotik stres faktorlerinin minimum oldugu optimum biiyiime

kosullari, indiikleme basarisini yiikseltmektedir (Geiger 2009).

Prigge ve ark. (2011) ti¢ farkli tropikal lokasyonda yiiriittiikleri ¢calismada 120 kaynak
materyal ile RWS, UH400 ve RWSxUH400 1liman indirgeyici genotipleri kullanarak haploid
indiikleme oranina gevre faktorlerinin etkisini test etmislerdir. [liman indirgeyici hatlarin tropikal
kosullarda 1liman kosullara benzer haploid indiikleme oran1 vermesine ragmen, iliman indirgeyici
hatlarin bitki boyu kisalmis, polen verme kapasiteleri diigmiistiir. Elle melez yapma zorunlugu

olustugundan tropikal ¢evrelere uygun indirgeyici hatlarin gelistirilmesi gerektigi belirtilmistir.

Hu (2014), farkli indirgeyici hatlarin ayni kosullarda indiikkleme oranlarini belirlemek igin
yaptig1 calismada, alti indirgeyici hat ve 10 farkli F;’i dondr olarak kullanmistir. Haploid
indiikleme oranm1 %2.17-5.33 arasinda degismis ve indirgeyici hatlarin indiikleme orani diisiikten
yiksege dogru KMS-3<WY-1<PR-2<YP-13<KMS-2<KMS-1 olarak siralanmistir. Farkli
donorlerden elde edilen haploid tohumlar dikkate alindiginda ortalama haploid indiikleme oram

dondrlere gore dnemli derecede farklilik gostermis ve %1.26-10.27 arasinda degismistir.

2.4. Haploid Tohumlarin Ayrim i¢in Kullanilan Sistemler

Navajo, Arizona’nin kuzeydogusu, Utah’in gilineydogusu ve New Mexico’nun
kuzeybatisini kapsayan ve Amerikan yerlilerinin yasadigi alana verilen isimdir (Anonymous
2015a). Burada ekilen ve insan gidasi olarak tiiketilen bitki aksamlarinda ve tanesinde yogun mor
renkliligi iceren misira da Navajo ismi verilmistir (Sekil 2.11). Bu sebeple endosperm ve embriyo
dokularinda mor renkliligi ortaya ¢ikaran R-Navajo allellerine sahip fenotip Navajo tane fenotipi

olarak adlandirilir.
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Sekil 2.11. Navajo musirin goriintiisii (Anonymous 2015a)

Haploid bitkilerin, kisa dik yapraklari, zayif bitki canlilif1 ve ¢igek organlarinin kisirligi
gibi baz1 ozellikleri bakimindan diploid bitkilerden ayrimi yapilabilir. Bu karakterler, haploid
bitkilerin yeterince biiylimelerinden sonra goézlemlenebilir. Tohum doneminde haploidlerin
diploidlerden ayrilmasi; suni kromozom katlamasina izin vermek, maliyeti diigiirmek, is¢iligi
azaltmak, sera caligmalarini ve tarla alanini azaltmak gibi avantajlart bize sunar. Tohum
doneminde haploidlerin ayrimu ticari anlamda KH teknolojisinin adaptasyonu i¢in onemlidir

(Chaikam ve Boddupalli 2012).

Tohum déneminde haploidleri diploidlerden ayirmak igin antosiyanin renkliligine bagl
ticari anlamda pratik fenotipik markor 1960’11 yillarda belirlenmistir (Nanda ve Chase 1966,
Greenblatt ve Bock 1967). Antosiyanin markoérlerinin haploid indirgeyici hatlara entegre
edilmesi, sadece tohum doneminde degil ayn1 zamanda bitki biiylimesinin farkli donemlerinde
haploidlerin belirlenmesine olanak saglamistir. En etkili haploid belirleme markorii kirmizi tag
veya Navajo tane 6zelligi R1 geninin R1-nj dominant mutant alleli ile kodlanmis tane 6zelligidir.
Al veya A2 ve C2 allelleri dominant pigmentasyonun ortaya ¢ikisina, R1-nj tanenin tepe
bolgesinde aleuronun derin pigmentasyonuna ve embriyoda pigmentasyona sebep olur. Bu
yontemin etkili olmasi i¢in kaynak materyalin renksiz tohuma sahip olmas1 ve indirgeyici hattin
R1-nj ve yukarida belirtilen dominant renk genlerine homozigot olarak sahip olmasi

gerekmektedir (Geiger 2009).
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R1 lokusunun dominant bir fakli alleli R1-nj (R1-Navajo) giinimiizde tohumda
haploidinin gézlemlenmesi i¢in yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Antosiyanin sentezinde etkili
diger dominant allellerle R1-nj allelinin kombinasyonu, tohumun tepesinde (ta¢ kisminda)
endosperm dokusunun (aleurone) derin bir sekilde renklenmesine sebep olur. Ayrica, embriyo

dokusunda (scutellum) mor renkliligin olusumunu saglar (Chaikam ve Boddupalli, 2012).

Glinimiizde yaygin kullanilan haploid indirgeyici hatlarda R1-nj alleli antosiyanin
biyosentezi igin gerekli diger allellerle birlestirilmistir. Islah programlarinda kullanilan ¢ogu
misir germplasmi tane veya bitki dokusunda kirmizi-mor rengi veren antosiyanin biyosentezleyen
allellere veya R1-nj alleline sahip degildir. Antosiyanin renk geni icermeyen kaynak materyal ile
baba olarak kullanilan indirgeyici hatlar melezlendiginde R1-nj alleli renksiz r1 alleline dominant
oldugundan elde edilen tiim tohumlarda embriyo ve endospermde Navajo fenotipinin ortaya
¢ikmasi beklenir. Fakat, R1-nj allelinin farkli ifadeleri maternal haploidlerin diploidlerden
ayrimina olanak saglar. Yiiksek haploid indiikleme oranina sahip indirgeyici hatlar indiikleme

melezlemesinde kullanildig1 zaman, genellikle maternal haploidler %6-10 arasinda meydana gelir

(Chaikam ve Boddupalli, 2012).

R1-nj renk markoriine gore haploid tohumlarin ayriminda da bazi kisitlamalar vardir.
Kaynak materyal dominant antosiyanin inhibitor genleri tasiyorsa, drnegin C1-l ki bu gen sert
musirlarda yaygindir (R6ber ve ark. 2005), R1-nj renk markoriiniin ifadesi tamamiyla bastirilir ve
haploid tohumlarin ayrimi neredeyse imkansizdir. Kaynak popiilasyon olarak indiikkleme
melezlemesinde kullanilan F; veya F;’lerde eger, bu genotiplerin ebeveynlerinden bir tanesi
inhibitdr gen tasiyor ise, tohumlarda Navajo fenotipi i¢in ayrilma, agilma olacaktir. Bu durumda
tim haploid tohumlarin etkin bir sekilde ayrimi ve se¢imi gerceklesmeyebilir. Bdylece,
haploidlerin %30-40’1 veya yarisin1 kaybetme olasilig1 vardir. Haploidlerin hizli ve dogru bir
sekilde ayrimi, secimi yapan kisilerin endosperm ve embriyodaki renk ifadesini dogru algilayarak
haploidleri anlamasina baglidir. Haploidlerin otomatik olarak se¢imi zordur fakat, bir sistem

olusturulduktan sonra yapilmasit miimkiindiir (Chaikam ve Boddupalli 2012).

Hasat zamaninda tanenin nem igerigi, mor rengin yogunlugunu etkileyebilir (Rotarenco
ve ark. 2010).
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R1-nj renk markor sistemin bazi sinirlamalarindan dolayi, arastirmacilar maternal
haploidlerin giivenilir bir sekilde ayrimi i¢in 6zellikle ¢imlenme doneminde kdk ve sapta renk
olusturan baska renk markorlerini kesfetmislerdir (Rotarenco ve ark. 2010). PI1 (Purple 1 bu gen
giines 1s181na bagli olmadan bitki dokusunda mor renklilik olusturur) ve B1 (Booster 1 giines
1s1¢1na bagl olarak bitkinin toprak tistiindeki aksaminda renk olusturur) bitki dokusuna mor veya
kirmiz1 rengi verebilen iki alleldir. B1 ve PI1 allelleri, R1-nj markor sistemine sahip indirgeyici
hatlara entegre edilebilir. Boylece, Navajo renkliligi tanelerde ortaya ¢ikmadigi zaman haploid
tohumlar ¢imlendirilerek kok renkliliginden veya tarlada sap renkliliginden ayrilabilir. 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).

Eder ve Chalyk (2002) MHI iliman iklim kusagi indirgeyici hattinin, Rotarenco ve ark.
(2010) da PHI indirgeyici hattinin R1-nj, B1 ve PI1 allellerini birlikte i¢erdiginden haploidlerin
daha efektif ayrimini1 saglayacagini belirtmislerdir. Rotarenco ve ark. (2010), C1-1 inhibit6r geni
iceren bir kaynak materyal ile PHI indirgeyici hattt arasinda yaptiklar1 indiikleme
melezlemesinden elde edilen koganda R1-nj allelinin ortaya ¢ikmadigini belirlemislerdir. Bu
durumda tohumlarin tamami ¢imlendirildiginde B1 ve PI1 allelleri sayesinde kok renkliligine

gore haploid tohumlarin belirlenebilecegini ortaya koymuslardir (Sekil 2.12).
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Sekil 2.12. Haploid tohumlarin kok renkliligine gore ayrimi (Rotarenco ve ark. 2010)

Chaikam ve Boddupalli (2012) B1 ve PI1 renk markorlerinin de bazi kisitlamalari
oldugunu belirtmistir. Pek ¢ok kaynak materyal B1 ve PI1 alleli igermektedir. Bu gibi kaynak
popiilasyonlardan elde edilecek haploid bitkiler de kok ve sap renkliligi gostereceginden,
haploidlerin giivenilir bir sekilde ayrimini imkansiz hale getirebilir. B1 ve PI1 allellerinin ortaya
cikist bitkinin biiyiime kosullarindan etkilenmektedir. Ozellikle giin 15131 ve sicaklik etkilidir. En

iyl mor renkliligin birikmesi diisiik sicaklik kosullar1 altinda gézlemlenmistir.

Bazi arastirmacilar kiiclik hata payiyla haploid ayrimimi otomatik olarak belirleyecek
farkli markor sistemleri iizerinde g¢alismaktadir. Rotarenco ve ark. (2007) Niikleer Manyetik
Rezonans (NMR) temelli tekniklerle otomatik olarak Slgiilebilecek tanedeki yag igerigini temel

alan haploid ayrimini 6nermislerdir.

Li ve ark. (2009) CAUHOI indirgeyici hattin1 Stock-6’dan tiireterek gelistirmislerdir. Bu
indirgeyici hat %2 haploid indiikleme oranina sahip ve tanede 78 g/kg yaga sahiptir. CAUHOI
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indirgeyici genotipi hem R1-nj nin Kriterlerine gére embriyodaki rengin olmayist hem de disiik
embriyo yag icerigine gore haploidlerin se¢imine imkan tanimaktadir. Bu farkli yaklasim umut
verici goriinmesine ragmen, yontemin giivenilirligi ve uygulanabilirligi kullanilacak kaynak
materyalin yag icerigine baglidir. Tanede yag orami yiiksek materyaller ile calismak neredeyse

imkansiz olur.

Geiger ve ark. (1994) maternal haploidlerin belirlenmesi icin RWS indirgeyici hattina
dominant herbisite direng markorii phosphinotricin acetyl transferase (PAT) geni aktarmislardir.
Indirgeyici hat olarak RWS kullanildiginda, indirgenmis haploid materyaller ¢imlendirildiginde
herbisite hassas ve F; materyaller ¢imlendirildiginde ise herbisite dayanikli olarak
gozlemlenmistir. Cimlendirilmis haploid ve F; materyallerinde kii¢iikk bir yaprak bolgesine
herbisit uygulandiginda hassas haploid bitkilerde uygulama yerinde oOliimler olusmus fakat,
F1’lerde olusmamistir. Bu durum her iki tip materyal arasinda net bir ayrima yol agmistir. Ancak,

cok sayida materyal ile ¢alisildiginda bu metodun ¢ok iscilik gerektirecegini belirtmislerdir.

Belicuas ve ark. (2007) mikrosatellit markorlerinin giivenilir ve evrensel gecerli haploid
belirleme aract oldugunu gostermislerdir. Fakat, genotipleme masrafi ve yeterli yiiksek yanith
markor donanimlart temin etmedeki giigliiklerin bu yaklasimin yiiriitiillebilirligini siirladigini

belirtmisglerdir.

Haploidlerin otomatik olarak se¢imi zordur. Fakat, bir sistem olusturulduktan sonra
yapilmasi imkansiz degildir. Hasat zamaninda tanenin nemi, rengin yogunlugunu etkileyebilir

(Rotarenco ve ark. 2010).

Junxiong ve ark. (2013) haploid tohumlarin elle ayriminin, haploid se¢iminin etkinligini
azalttigin1 belirtmislerdir. Gilinlimiizde yaygin olarak tarimsal {riinlerin isleme prosesinde,
siiflandirmada ve belirlemede kullanilan otomatik gorsel teknolojinin  haploid misir
tohumlarinin ayriminda kullanilabilecegini belirtmislerdir. Yontemde baz1 modifikasyonlar
yapmuslardir. Haploid ve F; olan tohumlar Navajo renk markoriiniin endosperm ve embriyoda

ortaya cikisina gore se¢ildiginden otomatik gorsel seleksiyonun temelini bu karaktere bagli olarak
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planlamiglardir. Tohumlarin embriyolarin1 fotograflayarak renk markoriinii belirleme yoluna

gitmislerdir.

Melchinger ve ark (2014) tarafindan yiiksek yag oranina ve R1-nj renk markoriine sahip
UH600 ve UH601 indirgeyici hatlar1 gelistirilmistir. Bu hatlar tanede % 11-12 yag igermektedir
ve haploid indiikleme oran1 %10 civarindadir. Tek melezler, sentetikler ve yerel irklarin dondr
olarak kullanildig1 ¢alismada UH600 indirgeyici hat olarak kullanilmistir. Haploid tohumlar tane
agirligina ve toplam yag icerigine gore niikleer manyetik rezonans yontemiyle ayrilmistir. Bu
yontemde kaynak materyalin yliksek yag oranina sahip olmamasi gerektigi vurgulanmistir.
Indirgeyici hat ile melez olmus tohumlar yiiksek yag oranina sahiptirler, haploidlerin ise kaynak

materyalin sahip oldugu diisiik yag oranini ihtiva ettigi belirlenmistir.

2.5. In vivo Haploeid indiiklemenin Temelinde Olan Muhtemel Biyolojik Mekanizmalar

Indirgeyici hatlar polen verici ebeveyn olarak kullanildiklarinda, haploidlerin dogal olarak
ortaya ¢ikma olasilig1 olan %0.01°den daha yiiksek oranda haploid iiretirler. Indirgeyici hatlar
0zel genetik stoklardan gelistirilmislerdir. Normal diploid bir misirla melezlendiklerinde koganda
olusan taneler dollenme anomalisi sebebiyle haploid (n) ve diploid (2n) tohum olarak ayrilirlar.
Indirgeyici genotiplerin haploid olusturmasmin biyolojik mekanizmas1 heniiz tam olarak
aciklanamamistir. Bu konuda yapilan pek cok c¢alisma iki hipotez ortaya koymustur. Misir
bitkisinde normal cift dollenme iki sperm hiicresinden birinin yumurta hiicresini digerinin ise

merkez hiicreyi dollemesiyle gergeklesir (Sekil 2.13).
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Polen tanesi

Stigma
Iki sperm
Stil cekirdegi
Polen tiipii
Yumurtalik Tiip ¢ekirdegi

Merkez
hiicre 2n

Oviil

Yumurta
cekirdegi

Cift Dollenme

Bir sperm
merkez
hiicreyi
doller (3n)

Bir sperm
yumurta
hiicresini
doller (2n)

Sekil 2.13. Misir bitkisinde normal ¢ift déllenme (Anonymous 2013)

1.Hipotez: Bozuk-kirilmis ¢ift dollenme

Indirgeyici hatlarin polenlerindeki anomaliler, normal ¢ift déllenme etkisini, tek

dollenmeye yol agarak haploid indiiklemeye sebep olmaktadir. Indirgeyici hattin polenindeki

sperm hiicrelerinden bir tanesi bozuk oldugundan yumurta hiicresini veya merkez hiicreyi

doélleyemez (Sekil 2.14).
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Cift Dollenme Cift Dollenme

Bir sperm Bir sperm
merkez
merkez = .
hiicreyi Duﬂ(ﬁeyl
déller (3n) 6lleyemez
(3n)
Bir sperm .
yumurta Bir sperm
hiicresini ilnlmurj[a.
dolleyemez icresini
(2n) doller (2n)

Sekil 2.14. Haploid embriyoya ve diploid endosperme yol agan tek déllenme (Anonymous 2013)

Bylich ve Chalyk (1996) morfolojik olarak farkli sperm ¢ekirdegi olabilecegi konusuna
odaklanmislar, ZMS indirgeyici hattinda polenlerin %6.3’linde bir ¢ift morfolojik olarak farkli

sperm ¢ekirdegi belirlemislerdir. Bu aragtirmanin sonucuna gore iki farkl kaniya varmislardir:

- Muhtemelen, farkli hizda iki sperm hiicresi gelistigi i¢in bu durum meydana gelmektedir.
- Iki sperm ¢ekirdegi farkli oranda biiyiimektedir. Iki sperm hiicresinden bir tanesi déllenme igin

hazir durumdadir fakat, digeri degildir.

Sarkar ve Coe (1966, 1971) farkli (¢oklu) dollenme olabilecegi konusuna odaklanmislar,
Stock-6 indirgeyici hattinda yiiksek bir siklikta heterod6llenme gézlemlemislerdir.

Rotarenco ve Eder (2003) yaptiklar1 ¢alismada, gecikmeli déllenmenin heterodollenmeye
sebep oldugunu belirtmektedir. Stock-6 indirgeyici hattinda yiiksek bir siklikta heterod6llenmeyi

de gozlemlemislerdir.

Pogna ve Marzetti (1977) polen anomalileri konusuna yogunlagmislar, indirgeyici

hatlardan ve indirgeyici olmayan hatlardan elde edilen polen tanelerini in vitro ortamda
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incelemigler ve indirgeyici hatlarin polenlerinin yiiksek siklikta iki polen tiipiine sahip olduklarini

gbzlemlemislerdir.

Mahendru ve Sarkar (2000), Swapna ve Sarkar (2011) sperm c¢ekirdeginin giiciinii
yitirmesi konusuna odaklanmislar fakat, yaptiklari ¢alismada polen tiipiiniin biiylimesinde
herhangi bir kusur bulamamiglar ve dollenmede gecikme gozlemlememislerdir. Swapna ve
Sarkar (2011) indirgeyici hat ile dollenmeden 22, 24, 26, 30 ve 36 saat sonra embriyoyu
incelemislerdir. Arastirmacilar, giigsiiz-zayif sperm ¢ekirdeginin embriyo kesesine girdikten
sonra embriyo ¢ekirdegine niifuz etmeyerek haploid indiiklemeyi ortaya ¢ikarmasinin muhtemel

oldugunu 6ne siirmektedirler (Sekil 2.15).

SN »

o ‘

a E1Y b

Sekil 2.15. a ve b: ki déllenmis yumurtaligin sirastyla dollenmeden 31 ve 30 saat sonra yumurta
ve sperm ¢ekirdeginin birlesme basarisizligini gosteren kesiti. Ok isareti sperm
cekirdegini (sperm nucleus-sn) gostermektedir. Sperm c¢ekirde§i yumurta

cekirdeginin yaninda yumurta c¢ekirdegine niifuz etmeden durmaktadir (Swapna ve
Sarkar, 2011)

Chalyk ve ark. (2003) anoploid (aneuploid) spermlerin haploidiye neden oldugu konusuna
odaklanmis ve yaptiklar1 ¢alismada, MHI ve M471 indirgeyici hatlarinda %10-15 arasinda

anoploid mikrosporositi bulmuslardir. Asagidaki iki kavrami 6ne stirmiislerdir:
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- Mikrosporlarin  tesekkiil etme sirasinda kromozom bdliinmesindeki anormalliklerden
kaynaklanabilir.
- Andploid gametler normal ¢ift dollenme sirasinda kopabilir ve yumurta hiicresinde ddllenme

olmaksizin embriyo gelistirmeyi tesvik edebilir.

2. Hipotez: Normal ¢ift d6llenme

Bu hipoteze gore normal ¢ift dollenme gergeklesir (Sekil 2.16). Fakat, indirgeyici

ebeveynden gelen kromozomlar hiicre boliinmesini miiteakip elimine edilirler.

Cift dollenme
;\_

Bir sperm
merkez
hiicreyi
doller (3n)

Bir sperm
yumurta
hiicresini
doller (2n)

Sekil 2.16. Indirgeyici hattin sperm gekirdekleri ile normal ¢ift ddllenmenin gergeklesmesi
(Anonymous 2013)

Kromozom eliminasyonunu destekleyen bazi g¢alismalar da vardir. Wedzony ve ark.
(2002) indirgeyici hattin kromozomlarinin bozuldugunu ve yeni olusan hiicrelerden elimine
edildigini belirlemislerdir.
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Zhang ve ark. (2008) ¢alismalarinda Stock-6’dan gelistirilen HZI1 indirgeyici hattin1 ve
dort kendilenmis hatti kullanmislardir. Bu calismada Hua24 x HZI1 melezinin tanelerinin
%0.2’sinde Hua24’iin 6zelligi olan sar1 shrunken kisimlar ve HZI1’den mor aleuronlu kisimlar
mozaik seklinde ortaya ¢ikmistir. HZI1 ile dollenmis yumurtanin mitotik hiicrelerinde miinferit
gecikmeli kromozomlar ve mikrogekirdek gézlemlemislerdir (Sekil 2.17). Mor aleuron ve renksiz
embriyolu tanelerde kokciiklerin yaklasik %56.4’{iniin mixoploid oldugu (2n=9-21) ve diger ii¢
melezden elde edilen mor aleuron ve renksiz embriyolu tanelerde kokgiiklerin %45.22°den fazlasi
haploid (n=10) hiicreler oldugu belirlenmistir. Mor aleuron ve mor embriyolu taneler
¢imlendirildiginde kokgiiklerin %62.5’den fazlast mixoploid (2n=9-21) ve hiicrelerin %54.27’si
2n=20 kromozoma sahiptir. SSR analizleri gostermistir ki Hua24 x HZI1 melezinden elde edilen
tiim haploidler Hua24 bitkilerindeki Nos. 862 ve 857 de bazi polimorfik DNA bantlar1 hari¢ ayn
genomik kompozisyonlari paylagmistir (Sekil 2.17). Arastirmacilar bu sonuglarin misirda haploid

olusumuna déllenmeden sonra kromozom eliminasyonunun sebep oldugunu iddia etmiglerdir.

36



Sekil 2.17. Hua24 x HZI1melezinden elde edilen mor aleuron ve mor embriyolu (F;) tanelerin
sitolojisi, al-a4: F; tanelerinin kokgiiklerinde kok ucu metafazlari, 2n = 20 (al), 15
(a2), 13 (a3), 10 (a4) Bar 10 um, c: Kok metafazinda bir gecikmeli kromozom, d—g:
HZI1 ile dollenmis Hua24’lin yumurta hiicreleri Bar 10 pum, d: Metafazda bir
kromozom gecikmesi, e: Anafazda bir kromozom gecikmesi, f: Telofazda gecikenler,
gl ve g2: Telofazda mikrogekirdek, bl ve b2: Nos. 869, 867’ de haploidlerin polen
taneleri Bar 20 um (Zhang ve ark. 2008)

Fischer (2004) haploidlerin %1.4’linlin indirgeyici hattin bir veya birka¢ kromozom

pargasina sahip olduklarini gézlemlemistir.
Li ve ark. (2009), Zhang ve ark. (2008) indirgeyici ebeveynden gelen kromozom

parcgalarinin katlanmis haploid ve haploidlerin gametlerine birlestigini, entegre oldugunu tespit

etmislerdir.
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Yukarida verilen tiim arastirmalar gosteriyor ki haploid indiikleme heniiz anlagilmisg
degildir. Farkli indirgeyici hatlarda haploid indiiklemeye yol acan birka¢ mekanizma mevcut

olabilir.

Sarkar ve Coe (1966), Lashermes ve Beckert (1988) haploid indiiklemenin genetigi
hakkinda yaptiklart arastirmada Stock-6’dan gelistirilmis germplasmdan gelen dollerde
morfolojik markorleri dikkate alarak calismiglar; haploid indiiklemenin kalitsal bir 6zellik
oldugunu, hem paternal hem de maternal etkiler gosterdigini, birka¢ genle yonetilen bir kalitim

oldugunu ve cekirdekte belirlenebilen dominant bir karakter oldugunu ortaya koymuslardir.

Deimling ve ark. (1997) ve Rdober (1999) haploid indiiklemenin genetigi ile ilgili
yaptiklar1 aragtirmada, Stock-6 ve W23ig indirgeyici ebeveynler, melezleri ve F; popiilasyonu da
dahil materyallerin baglanti (linkage) haritalamasi i¢in RFLP markérleri kullanmuslardir. Tki QTL
(kromozom 1 ve 2’de) belirlemislerdir. Bu QTL’ler haploid indiikleme orani igin genetik
varyansin %40.7 ve fenotipik varyansin %17.9 oldugunu ifade etmislerdir. Kromozom 1’deki
pozitif QTL allel dominant olup Stock-6’dan, 2. kromozomdaki eklemeli gen etkili ve W23ig
hattindan geldigini belirtmiglerdir.

Barret ve ark. (2008) bir indirgeyici PK6 ve bir indirgeyici olmayan DH99 hat arasinda
yapilmis melezden gelistirilmis popiilasyondaki agilimda normalden farkli bi¢gim bozulmasi
bulmuglardir. DH99 (indiikleme 6zelligi olmayan ana ebeveyn) x PK6 (%6 indiikleme oram
gosteren baba ebeveyn) melezinden elde edilen 471 F; bitkileri, indiikleme oraninin dagilimi
acisindan degerlendirilmistir. A¢ilan popiilasyonda indirgeyici hattin (PK6) indiikleme oranindan

daha fazla indiikleme oran1 gosteren genotipler ortaya ¢ikmistir (Sekil 2.18).
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Sekil 2.18. indiikleme 6zelliginin normal olmayan dagilimi (Barret ve ark. 2008)

Barret ve ark. (2008) SSRs markorleri ile fenotipik 6zelliklerde agilma oranini analiz
etmislerdir. Kromozom 1°de major bir lokusun 11.6 ¢cM yer kapladigi tanimlanmistir. Kullanilan
tim polimorfik mikrosatelit markorlerinden uygun olanlar1 genetik haritada 1.04 bin de
yogunlagsmistir. Analiz edilen 44 F, bitkisinin % baglant1 oran1 belirlenmistir. Genetik haritada
konumlanmis ii¢ ve daha fazla mikrosatelitin yakin baglantili olduklarini belirlemiglerdir (Sekil

2.19).
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Sekil 2.19. Jinogenetik indiikleme 6zelliginin ortaya ¢ikma sikliginin mikrosatelit markorleri
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kullanilarak genetik haritalamasi ve analizi (Barret ve ark. 2008)

Prigge ve ark. (2011) UH400 indirgeyici hatti ile melezlenmis iki iliman (CAUHOI, 1680)
ve iki tropikal (CML395, CML495) hattan gelistirilen acilan materyalde haritalama yapmislardir.
Bu popiilasyonlarin ii¢ctinde kromozom 1°de haploid indiikleme i¢in biiyiik bir QTL belirlemisler
ve genetik varyansin %66 nin lizerinde oldugunu aciklamiglardir. Bu {i¢ popiilasyonda kromozom
1°deki (bin 1.04) bolge UH400 allelinin aksine agilim bozulmasi1 gostermistir. ki indirgeyici
hattin (CAUHOI ve UH400) melezinden gelen diger agilan popiilasyonda bes kromozomda yedi
QTL ile bu melezin ii¢ generasyonunda %20 katkida bulunan kromozom 9’da bir QTL
belirlenmistir. Haploid indiikleme yetenegi kromozom 1’de birka¢ minor QTL ile bir major QTL

arasinda konumlanmustir (Sekil 2.20).
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Sekil 2.20. Haploid indiikleme 6zelliginin genetik haritalamasi (Prigge ve ark. 2011)

Prigge ve ark. (2012) 1680 x UH400 materyalinde embriyosuz tane oranini (ETO) %0-11
arasinda bulmuslardir. SSRs kullanilarak ETO i¢in baglant1 analizleri kromozom 1°de bir major
QTL’in HIO ve ETO igin birlikte yerlestigini belirlemislerdir. ETO igin hesaplanan genetik
varyans komponentleri (cszg) ve yinelenebilirlik (w?) 1680-F, ve 1680-F; popiilasyonunda énemli
ve yliksek bulunmustur. Ortalama ETO, 1680-F; de 1680-F;, popiilasyonundan daha yiiksek ve
1680-F3 popiilasyonunda ETO’nin bulunma dagilimi daha genis bulunmustur (Sekil 2.21).
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Sekil 2.21. Dort F, popiilasyonunda agilim bozulmasiin kromozomlardaki konumu, yoni ve
boyutu (siitun SD), haploid indiikleme orani (HIR), embriyosuz tane oraninin (EAR)
popiilasyonlarin Fn generasyonlarinda belirlenmesi, Bin belirlemesinde IBM2 2008
komsuluk referans haritasi temel alinmistir (http://maizegdb.org), sentromerik bin

kalin ¢izgiler arasinda gosterilmistir (Prigge ve ark. 2012)

Indiikleme melezlemesi sonucu elde edilen tohumlarda embriyosuz ve endospermsiz tane
olusumu da gdzlemlenmektedir (Sekil 2.22). Indirgeyici genotip ile indiikleme melezlemesinde
normal ¢ift dollenme gergeklesmez. Iki sperm cekirdeginden bir tanesi yumurta hiicresini
dollerken digeri merkez hiicreyi dolleyemez ve endosperm 2n olarak kalir. Tanede endosperm

cok 1yi gelismeyebilir ve zayif taneler olusabilir. Ayn1 sekilde d6llenmemis embriyo da gelisimini

tamamlayamadiginda embriyosuz taneler olusur. Bu taneler ¢imlenmezler.
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Sekil 2.22. Embriyosuz ve endospermsiz taneler a; endospermsiz tanelerin goriintiisii, b;
embriyosuz tanelerin olusumu (Orjinal)

2.6. Ploidi Seviyesinin Belirlenmesi

Bitkilerde ploidi diizeyinin belirlenebilmesi i¢in degisik yontemlerden yararlanilmaktadir.
Bitkinin fenotitipine gore yapilan ayrimlar kromozom sayisi bakimindan bir fikir verse de,
kuskusuz ploidi belirlemede kullanilan en eski ve en giivenilir yontem, hizli biiyiiyen doku ve
organlarda (6zellikle kok uglarinda) yapilan kromozom sayimlaridir. Saghkli ve giiclii bir
gelisme gosteren taze kok uclarindan alinan o6rnekler, kromozom sayimlari i¢in en uygun
materyaldir. Kromozom sayimlar1 i¢in yapilan laboratuvar islemlerinin uzun siire almasi ve
deneyimli elemana ihtiya¢g gdstermesi en 6nemli dezavantajidir. Ancak, klasik ve dogru sonug

veren bir yontemdir (Ellialtioglu ve ark. 2001, Brummer ve ark. 1999, Tuna ve ark. 2001).
Flow sitometri ve stoma hiicrelerinde yapilan gozlemlere dayanarak gelistirilen

yontemler, giiniimiizde ploidi diizeyinin belirlenmesinde kromozom sayimlarinin yani sira rutin

olarak kullanilabilir asamaya gelmis yeni tekniklerdir. Flow sitometri, hiicrelerin tek tek
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flouresans dedektorden gegerken emdikleri 1s1nin analizine dayanan bir yontemdir. Her bitki tiirti
icin yontemin optimize edilme gereksinimi, bu yontemin dezavantajlarindan biri olsa da;
miksoploid hiicrelerin varhiginin ortaya cikartilmasi, bir kisinin giinde 100°den fazla bitkide
analiz yapabilme olanagini sunmasi gibi avantajlari, flow sitometrinin giiniimiizde kromozom
sayimlarinin yapilmasit i¢in en fazla tercih edilen yontem haline gelmesine neden olmustur

(Ellialtioglu ve ark. 2001).

Dolezel ve ark. (1989) in vitro kiiltiirtindeki hiice stispansiyonlarindan, kalluslardan ve
normal saglam bitki hiicrelerinden izole edilen hiicre c¢ekirdeklerinin DNA igeriklerinin
belirlenmesinde flow sitometri yontemi kullanmislardir. Hiicre cekirdekleri hiicrelerden ya
mekanik olarak (dograma, enjektorle gekme) ya da hipotonik erime (hiicre sitoplazmasina gore su
derigimi ¢ok olan ortam) ydntemiyle izole edilmistir. Her iki metot benzer sonuglar vermesine
ragmen, saglam dokulardan ve kalluslardan izole edilen hiicrelerden sonra daha diisiik ploidi
seviyelerinde hafif bir degisim gozlemlenmistir. Hiicre siispansiyon kiiltlirleri kullanilarak
karsilagtirma yapildiginda ise iki metodun da farkliliklar gostermedigi gozlemlenmistir. Bu
sonuglar gostermistir ki saglam bitki dokularinda ve gesitli in vitro kiltiirlerinde hiicre

cekirdeginde DNA iceriginin belirlenmesinde flow sitometri hizli ve dogru bir yontemdir.

Lee ve ark. (2002) farkli sekiz kendilenmis misir hattinin ve bunlarin melezlerinin flow
karyotiplerini analiz etmislerdir. Pek ¢ok musir hattinin kdk uglarindan ¢ok miktarda yiiksek
kalitede metafaz kromozomlarmin toplanmasi ve elde edilmesi basarilmistir. Kromozom
siispansiyonlart misir kok uglarinin dogranmasi yontemiyle hazirlanmis ve flow sitometri ile
analiz edilmigstir. Hatlar ve hatlarin hibritleri arasinda kromozom pikleri veya konumlari
acisindan deneysel flow karyotiplerin varyasyonlart belirlenmistir. Sekiz kendilenmis hat
arasinda 2C DNA miktar1 5.09-5.52 pg arasinda degismistir. Uygun misir hatlarinin se¢imi tek
kromozom tiplerine 6zel siniflandirma agisindan énemlidir. En azindan bes farkli kromozom tipi
bes farkli misir hattindan siniflandirilabilir ve farkliliklar1 belirlenebilir. Kromozom 1°deki DNA
miktarinin degiskenligi %9.1 olmustur ve 0.685-0.747 pg arasinda degismistir. Hatlarin
hibritlerinde homolog kromozom 1°de DNA igeriginde de farkliliklar belirlenmistir.
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2.7. Maternal Haploidlerin Kromozom Katlanmasi

Diploid bitkiler, hiicrelerinde bir kopyasi ana ebeveynden diger kopyas: da baba
ebeveynden gelen iki kopya kromozom igerir. Misir bitkisinde erkek organ tepe plskiilii ve disi
organ kocan tek kopya kromozom igerirler. Dollenme sonucu taneler 2n=20 kromozom

icermektedir.

Kromozom katlanmasinda azot protoksit, kafein, kloral hidrat, asenaften, sulfinilamid, etil
merkuriklorid, hekzaklorosiklohekzan ya da colchicine gibi antimitotik 06zellik gosteren
kimyasallardan yararlanilmaktadir. Yine bu amagla 2,4 D ve NAA gibi hormonlar (Changdeng ve
ark. 1998) ve trifluralin ve orizalin etken maddeli baz1 herbisitler de (Bouvier ve ark. 1994,
Hansen ve Andersen 1998) kullanilabilmektedir. Giiniimiizde kromozom katlamasi igin bitki
1slahgilart tarafindan en yaygin kullanilan kimyasal madde; colchicine dir. Bu madde Liliaceae
familyasina ait Colchicum automnale L. (giiz ¢igdemi) bitkisinin koklerinden elde edilen,
alkaloid yapisinda kuvvetli bir zehir olup; alkol, kloroform ve soguk suda eriyen, buna karsilik
sicak suda ve eterde erimeyen bir maddedir. Kimyasal formiilii CyH506 olarak gosterilen
‘colchicine’, degisik kaynaklarda ‘kolkisin’, ‘kolsisin’ veya ‘kolg¢isin’ olarak da ifade

edilebilmektedir (Ellialtioglu ve ark. 2001).

Colchicine, uygulandigi dokularin hiicrelerinde mitoz boliinmenin metafaz safhasinda ig
ipliklerinin olusumunu engeller ve dolayist ile replikasyona ugramis kromozomlarin kutuplara
cekilmesini Onleyerek, kromozom sayisinin iki katina ¢ikmasini saglar (Sekil 2.23) (Ellialtioglu

ve ark. 2001).

Kromozom katlanmasi i¢in en etkili yontem colchicine uygulamasidir. Colchicine
konsantrasyonu, uygulama donemi ve genotip, kromozom katlamasinda etkilidir (Castillo ve ark.
2009).
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Sekil 2.23. Normal mitoz ve colchicine ile mitoz boliinme (Miintzing 1961)

Bitkilerde generatif organlari da dahil olmak {izere toprak lstli organlar siirgiin apikal
meristem (SAM) den meydana gelir. SAM meristematik hiicreleri igerir. Bu hiicrelerden ilk
organlar farklilasarak olusur. Haploid bitkilerin generatif organlarinda tamamen fertiliteyi
basarmak i¢in meristematik hiicrelerde kromozom katlanmasini generatif organlar farklilagip
olusmadan once gergeklestirmek gerekir. Bu sebeple, ¢imlendirilmis ¢ok gen¢ (erken donem)

filizlerin mitotik inhibitérlere maruz birakilmasi 6nerilmistir (Jackson 2009).

Diger tarla bitkilerinin aksine misir bitkisinde fide doneminde colchicine ile yapay
kromozom katlamas: yiiksek derecede genotipe bagli reaksiyonlar gosterdiginden, misir

bitkisinde haploid indiikleme ¢alismalarinda ciddi bir sinirlama olmustur (Geiger 2009).

Haploid bitkiler sadece tek kopya kromozom igermektedirler. In vivo maternal indiikleme

ile elde edilen haploidler sadece donor ebeveynden kromozom igerirler. Haploid bitkilerin iireme
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organlarinda mayoz bodlinme esnasinda homolog kromozom ¢iftleri olusturma gibi
ilerleyemediginden, erkek ve disi gametler tliretken degildir. Yani haploid bitkiler genellikle
kisirdir. Kromozom katlamasinin amaci bir haploidten (n) katlanarak (2n) katlanmis haploid
iretip haploid bitkilerde fertiliteyi saglamaktir. BOylece bu bitkilerde kendileme yapilarak
katlanmig haploid hatlar gelistirilebilir (Chaikam ve Mahuku 2012).

In vivo maternal haploid tekniginde spontan kromozom katlanmasi diisiik oranda meydana
gelir ve bazi haploid bitkilerin fertil olmasi ile sonuglanir. Spontan katlanmis haploidlerin elde
edilme oran1 kaynak materyalin genotipine baglidir. Kromozom katlanmasinin yiiksek oranda ve
istikrarli olmasimi basarmak icin haploid bitkilere mitotik inhibitér denilen kimyasallar

uygulanmalidir. Mitotik inhibitér kimyasallar mayoz boliinmeyi engeller (Chaikam ve Mahuku

2012).

Gayen ve ark. (1994) haploid kabul edilen tohumlarda ¢imlenme doneminde koleoptil
olustuktan sonra colchicine uygulayarak bir devrim gergeklestirmislerdir. Bu calismada
cimlendirilmis materyalde koleoptillerin uglar1 kesilerek %0.06 colchicine ve %0.5 DMSO
soliisyonunda 12 saat 18 °C de bekletilmistir.

Zabirova ve ark. (1993) %0.125 colchicine ve %0.5 DMSO soliisyonunu 3-4 yaprakli
geng haploid bitkilere direkt 3-5 mm enjekte etmislerdir. Bu metot sera sartlarinda daha basarili
olmustur. Tarla sartlarinda %88.6 canli bitki elde edilirken sera sartlarinda %92.8 canl1 bitki elde
edilebilmistir. Canli bitkilerin %42.4’ii polen vermis, polen verenlerin %30.5’inde kendileme
yapilabilmistir. Fakat, %11.9 gibi bir diisiik oranda polen verme ve kogan piiskiilii olusturma

durumu gergeklesmistir.

Bordes ve ark. (1997) 20 tane geng ve ayn1 homojenlikte biiyiiyen 3 yaprakli donemdeki
bitkilerin koklerini 1.5 g/l colchicine soliisyonunda 3 saat boyunca bekletmistir. Sonugta

bitkilerden %30-61 oraninda tohum elde edilebilmistir.

Deimling ve ark. (1997) cimlendirilmis materyalin koleoptilinin yani sira olusan ilk

koklerde de kesim yaparak %0.06 colchicine ve %0.5 DMSO soliisyonunda karanlikta bekletmis
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ve bu metodun etkinligini daha da artirmislardir. Yapay kromozom katlamasindan sonra
cimlendirilmis materyal dikkatlice su ile yikanmis ve 5-6 yaprak donemine kadar serada ilk
giinler yiiksek nemde olacak sekilde biiylitiilmiistiir. Birkac hafta sonra bitkiler tarlaya dikilmistir.
Bu yontemle %72.5 canli bitki, canli bitkilerden %350 fertil bitki, fertil bitkilerden %39 kendileme
yapilabilecek bitki ve %27.3 kendileme yapilarak tohum alinan bitki elde edilmistir.

Eder ve Chalyk (2002), Deimling ve ark. (1997)’nin uyguladigi metodu ¢ok sayida ve
farkli donér genotiplerinden elde edilen haploid tohumlara uygulamislar ve ortalama %49
oraninda kromozom katlamasi bagarmislardir. Bu calismada karsilastirma yapmak i¢in 3-4
yaprakli donemde enjeksiyon ile colchicine uygulama yontemini test etmisler ve sadece %16
oraninda kromozom katlamasi tespit etmislerdir. Her iki metotla kromozom katlamas1 yapilan

materyalde %50-60 oraninda polen doken bitkilerde kendileme yapilabilmistir.

Kato (2002) kromozom katlamasi igin bir yontem gelistirmistir. Haploid bitkilere
ciceklenme Oncesi 2 giin siireyle nitrous oxide gazi (NO;) 600 kPa uygulanmistir. Dondr
bitkilerin genelinde uygulama yapilmis bitkilerin ortalama %44’ kendileme sonucu tohum
uretmistir. Ancak, kromozom katlama oranina dondr genotiplerin ¢ok giiclii bir etkisi
gbzlemlenmistir. Ayrica, bu metot cok zahmetli ve 6zel ekipmanlar gerektirmektedir. Bu sebeple
kolayca uygulanabilen yiiksek verimli bir uygulama olmamuistir. Diger taraftan, yiiksek iyilesme

orani bu metodu 6zel sitogenetik ¢aligmalar ve diger bilimsel problemler i¢in ¢ekici yapmaktadir.

Colchicine in mikrotiibiiliis alt birimlerine baglanma kapasitesi oldugundan bitkilerdeki
mitoz boliinmeyi durdurabilir. Bu sebeple colchicine misir 1slahinda homozigot katlanmis
haploidlerin iiretilmesi i¢in c¢ok sayida haploidin kromozom katlamasinda siklikla
kullanilmaktadir. Ancak, colchicine memeliler i¢in ¢ok zehirli ve ¢evreye olumsuz etkileri olan
bir kimyasaldir. Bu yiizden, misir bitkisinde kromozom katlamasini saglayabilecek colchicine
yerine kullanilabilecek kimyasal bilesimler veya fiziksel metotlar alternatif olarak arastirilmustir.
Amiprophos methyl, oryzalin ve pronomide herbisitlerinin misirda kromozom katlamasinda etkili
oldugu belirlenmistir. Ayrica, bu bilesimlerin toksisitesi colchicine den daha diisiik ve

cimlendirilmis materyalin uygulama sonrast iyilesmesi ve biiylimesi daha iyi olmustur.
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Dolayisiyla bu kimyasal bilesim colchicine e kiyasla azaltilmis konsantrasyonlarda

uygulandiginda sonug vermistir (Chaikam ve Mahuku 2012).

Héntzschel ve Weber (2010) mitoz boliinmeyi durdurmaya ve kromozom katlamasina yol
acan colchicine uygulamasina bir alternatif bulmak icin farkli yontemler uygulamislardir. Bazi
fiziksel kosullarin ve kimyasal bilesimlerin misir kdk ucunda kromozom katlanmasi olusturma
potansiyelini analiz etmislerdir. Mitoz bdliinmeyi durdurmak i¢in kullanilacak farkli yontemlerin
potansiyelini arastirmak ve ayrica uygulama kosullarinin optimizasyonu i¢in ilk adim olarak kok
ucu hiicrelerinin mikroskobik degerlendirilmesi kullanilmigtir. Bu c¢alismada birkag fiziksel
uygulamanin misir hiicrelerinde tetraploidlere yol agma kapasiteleri test edilmistir. Bunlar yiiksek
ve diisiik sicaklik, yiiksek hava basinci ve elektrik akimi uygulamalaridir. Ancak, 3 giin 6 °C
diisiik sicaklik uygulamasi yapilan ¢imlendirilmis materyalde kok ucu hiicrelerinin ¢ok az bir
oraninda katlanmis kromozom sayilari belirlenmistir. Hava basinct veya elektrik akimi
uygulamalarinda sonu¢ ¢ok diigiik bulunmustur. Ayn1 zamanda hava basincinin veya elektrigin
siddetinin yiikseltilmesi ¢ok kompleks bir deneysel kurulum gerektirmektedir. Diisiik sicakliga
maruz kalan dokularda andploid hiicrelerin artisinin oranini ¢ok az etkilediginden, bu teknik misir

1slahindaki uygulamalar icin faydasizdir.

Héntzschel ve Weber (2010)’in yaptiklari calismalar gosterdi ki herbisitler (APM,
pronomide ve oryzalin) katlanmis misir hatlarinin iiretimi i¢in colchicine e alternatif olabilirler.
Bu herbisitler daha az toksik olup uygulamalar1 da daha ucuzdur. Burada anlatilan ¢alismalar
sadece diploid kok meristem dokular1 kullanilarak yapilmistir. Gliniimiizdeki c¢alismalar bu
kimyasal bilesimlerin haploid dokularda ve misirin diger dokularinda hiicre boliinmesini

engelleme etkinligini test etme agsamasindadir.

2.8. Haploid indirgeme icin Kullanilacak Kaynak Materyal

Haploid indiikleme i¢in kullanilacak dondr veya kaynak materyalin se¢imi 1slah
programinin amacina baghdir. Genellikle 1slah¢ilar haploid indiiklemede kaynak materyal olarak

F1 veya F, popiilasyonlarimi kullanmaktadir. Fp’den gelistirilen bir KH hattin F;’den
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gelistirilenden %50 daha fazla en iyi rekombinantlart igerdigi belirlenmistir (Gallais 1990).
Ancak, F, ve F3 popiilasyonlar1 kiyaslandiginda en iyi rekombinantlarin sikligindaki farklilik
kiiciiktiir. Bu sunu ifade etmektedir; KH yaklasimi genler arasinda baglanti oldugunda F;
popiilasyonunda daha iyi izlenir (Gallais 1990, Bernardo 2009).

Misir kdy popiilasyonlarinda istenmeyen resesif allellerin yiiksek mutasyona sahip olmasi
melez misir 1slahinda kullanimini engeller. KH teknigi, bir gen havuzundan istenmeyen resesif
allellerin eliminasyonu i¢in etkili bir yaklasim olabilir (Gallais 1990, Wilde ve ark. 2010).
Onemli tarimsal &zellikler icin ciddi performans farkliliklar1 yiiziinden kdy popiilasyonlarindan
tiretilmis hatlar direkt olarak melez misir 1slahinda ebeveyn gibi kullanilamamasina ragmen,
markor destekli geri melez veya 1slah baslangici ¢alismalart igin degerli genetik kaynaklar olarak
kullanilabilir. Kendilenmis hatlara kiyasla Hard-Weinberg kuralina en yakin materyal olarak koy
popiilasyonlarindan tiiretilmis KH hatlar, QTL’lerin yiiksek dogruluk ve netlik ile haritalanmasi
ve bulunmasina olanak saglar. Boylece kdy popiilasyonlarindan tiiretilmis KH hatlar markdr-

0zellik baglant1 analizleri i¢in uygun materyallerdir (Wilde ve ark. 2010).

Prigge ve ark. (2011) caligmalarinda in vivo maternal indiikleme i¢in kaynak materyal
olarak tek melezler, k6y popiilasyonlar1 ve agik déllenen gesitleri kullanmiglardir. Bunun yani
sira bu materyallerin tane tipine gore (atdisi ve sert misir) kaynak materyal olarak kullanildiginda
haploid indiikleme oran1 (HIO) ve yanls haploid se¢im oranlar1 karsilastirilmistir. Haploid
indiiklemeye yanit agisindan kullanilan kaynak materyaller arasinda Onemli varyasyonlar
saptanmistir. Tek melezlerde diger kaynak materyallere gore daha yiiksek HIO belirlenmistir
(Sekil 2.24).
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Sekil 2.24. Farkli kaynak materyallerde HIO ve yanlis smiflandirma oranlari, SC (Single Cross
Tek melez), LR (Landrace-Koy popiilasyonu), OPV (Open Pollinated Variety-Agik
dollenen cesit), Dent (Atdisi), Flint (Sert misir) (Prigge ve ark. 2011)
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Bu arastirmada materyal olarak Misir Arastirma Enstitiisii misir 1slah programi ile
gelistirilmis olan 30 tek melez ¢esit kaynak materyal olarak kullanilmistir. Tiim tek melezlerin
olum grubu FAO 650-700 arasindadir. Bitki boylar1 ve kogan yiikseklikleri indirgeyici
materyallerden uzundur (Sekil 3.1). Kaynak materyalin geneli atdisi tane yapisinda olup bes
adedi atdisi yapisindan sert tane tipine déniik yapidadir. Indiikleme melezlemesinde kullanilan 30

tek melez ve bazi 6zellikleri Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. In vivo maternal haploid tekniginde kaynak materyal olarak kullanilan tek melezlerin

ozellikleri

Sira No Melez Ciceklenme tarihi (giin) Bitki Boyu (cm) Tane Yapist
1 ADA 3.28 64 253 Atdisi

2 ADA 3.49 75 337 Atdisi gibi
3 ADA 6.9 73 317 Atdisi

4 ADA 6.13 70 323 Atdisi

5 ADA 6.15 65 307 Atdisi

6 ADA 6.16 72 310 Atdisi

7 ADA 6.17 72 327 Atdisi

8 ADA 6.18 73 307 Atdisi

9 ADA 6.19 75 330 Atdisi

10 ADA 6.21 65 293 Atdisi

11 ADA 6.23 73 320 Atdisi

12 ADA 6.51 74 330 Atdisi gibi
13 ADA 7.2 73 337 Atdisi

14 ADA 7.13 72 313 Atdisi

15 ADA 7.20 72 293 Atdisi

16 ADA 7.28 69 293 Atdisi

17 ADA 7.33 75 313 Atdisi

18 ADA 7.36 73 313 Atdisi gibi
19 ADA 7.38 70 297 Atdisi

20 ADA 8.2 72 307 Atdisi

21 ADA 8.3 69 293 Atdisi

22 ADA 8.4 63 287 Atdisi

23 ADA 8.5 65 273 Atdisi

24 ADA 8.6 62 293 Atdisi

25 ADA 8.8 69 287 Atdisi

26 ADA 8.12 71 317 Atdisi

27 ADA 8.18 66 287 Atdisi gibi
28 ADA 8.23 67 307 Atdisi gibi
29 ADA 8.30 73 320 Atdisi

30 ADA 8.32 64 300 Atdisi
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Sekil 3.1. Kaynak materyal olarak kullanilan tek melezlerden goriintii (Orj.)

In vivo maternal haploid tekniginde indirgeyici genotip olarak kullanilmak {izere
Hohenheim Universitesi’nden temin edilen RWS, RWK-76 ve bunlarin melezi RWSxRWK-76
materyalleri ile INRA’dan temin edilen WS14 indirgeyici hatlar1 kullanilmistir.

RWS, Hohenheim Universitesi’nde gelistirilen ilk yiiksek performash indirgeyici hat
olmustur (Deimling ve ark. 1997, Réber ve ark. 2005). Rus indirgeyici sentetik materyalinden
gelistirilen KEMS hatti (Shatskaya ve ark. 1994b) ve Fransa indirgeyici hattt WS14 (Lashermes
ve Beckert 1988) arasinda yapilan bir melezden RWS indirgeyici hatt1 gelistirilmistir. RWS
indirgeyici hatt1 Orta Avrupa iliman iklim kusagina adapte olmus bir materyal olmasina ragmen,
tropikal cevrelerde de kullanilmistir (Rober ve ark. 2005, Prigge ve ark. 2011). Cok sayida donor
ve ¢evre kosullarmin ortalamasina gore RWS hattinin haploid indiikleme orami %6-14
arasindadir. Benzer degerler RWK-76 hatti ve onlarin melezi olan RWSxRWK-76 i¢in de
belirlenmistir. RWK-76 hattit RWS indirgeyici hatti ile kardes hattir (Geiger 2009).
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Sekil 3.2. RWS indirgeyici hattinin bitki ve kogan goriiniimii (Orj.)

Diinya’da en yaygin kullanilan indirgeyici hatlar olan RWS ve RWK-76’nin 6zellikleri
asagida verilmistir (Sekil 3.2, Sekil 3.3 ve Sekil 3.4).

- RWS ve RWK-76 indirgeyici hatlar1 ile onlarin melezleri olan RWSxRWK-76 bir
polinator olarak maternal haploidleri elde etmede kullanilir.

- Dollenmis embriyolar arasindan haploidlerin izlenmesinde RWS ve RWK-76 indirgeyici
hatlar1 ile onlarin melezleri olan RWSxRWK-76’nin sahip oldugu iki markor ozellik
bulunmaktadir. Bunlardan birincisi; embriyo ve endospermdeki antosiyanin varligidir.
Ikicisi ise; bitki gdvdesindeki antosiyanin renkliligidir.

- Haploid embriyo elde etme basarisi ¢evre sartlarina bagl olarak %6-14 arasindadir.

- Tane tipi sert-atdisi arasinda gecis grubu 6zelligindedir.

- RWS ve RWK-76 indirgeyici hatlar1 ile onlarin melezleri olan RWSxRWK-76 tohum
tutma ve tohum giicli acisindan c¢evre sartlarina da bagli olmakla beraber bazi olumsuz
Ozelliklere sahiptir. Olumsuz ¢evre sartlarinda hatlarin tane baglama orani diisebilir veya

dollenmis taneler ¢ok ciliz olabilir.
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Sekil 3.3. RWK-76 indirgeyici hattinin bitki ve kogan goriinitimii (Orj.)

Sekil 3.4. RWS xR WK-76 indirgeyici materyalinin bitki ve kogan goriiniimii (Orj.)
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WS14 indirgeyici hattt W23xStock-6 melezinden gelistirilmistir. Maternal haploidlerin
elde edilmesinde baba ebevyn olarak kullanildiginda kaynak materyalin genotipine bagli olarak

%2-5 arasinda haploid indiikleme oran1 gosterebilir (Lashermes ve Beckert 1988).

WS14 indirgeyici hattinin bitki aksaminda antosiyanin renkliligi azdir (Sekil 3.5). Haploid
tohumlarin ayrimi igin R-nj renk markorii igermektedir. Tane tipi sert ile atdisi arasinda gegis

grubu 6zelligindedir.

Sekil 3.5. WS14 indirgeyici hattinin bitki ve kogan goriiniimii (Orj.)

3.2. Yontem
Klasik 1slah yonteminde homozigot kendilenmis hatlarin elde edilmesi teorik olarak yedi

kendileme generasyonu siirmektedir (Sekil 3.6). Buna ragmen, yine de %100 homozigot hatlar

elde edilememektedir. In vivo maternal haploid tekniginde tozlayici olarak kullanilan 6zel
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genotipler ile indiilkleme melezlemesi yapilarak uzun yillar siiren kendileme generasyonlarina

gerek kalmaksizin 1-2 yil igerisinde %100 homozigot hatlar elde edilebilmektedir (Sekil 3.7).

\ / }
SNy \
\ /_/' ‘
SM \‘ 4‘/
\ '// \' //, A '//

Generasyon S 1 Sz S3 S4 Sg SG S7
Homozigotluk %50 %75 %87.5 %93.75  %96.87  %98.45  %99.23
Stire (Ay) 6 12 18 24 30 36 42

Sekil 3.6. Klasik 1slah yontemiyle kendilenmis hatlarin elde edilmesi (Boddupalli ve ark. 2012)

\‘\ {/’
" \\ /,/‘
% . '
,\ Indiikleme N Kromozom
Melezlemesi Katlamasi
/«\ - 5 -
A
Diploid Haploid Katlanmus Haploid
Kromozom 2n n 2n
Genotip AaBbCc AbC AADbCC
Homozigotluk %50 %100

Sekil 3.7. In vivo maternal haploid yontemi (Boddupalli ve ark. 2012)
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3.2.1. Kaynak materyal ve indirgeyici genotiplerin yetistirilmesi

Bu arastirma, Sakarya Ili Arifiye ilgesinde yer alan Tarimsal Arastirmalar ve Politikalar
Genel Miidiirliigii'ne (TAGEM) bagli Misir Arastirma Enstitiisii Miidiirliigii Kirazca Isletmesi
arazisinde 2010, 2011, 2012 ve 2013 yetistirme yillarinda yiiriitilmiistiir. Arastirmanin
yiiriitiildiigii yer 40° 42° kuzey boylamlar1 ile 30° 22’ dogu enlemleri arasinda yer almakta olup,
denizden yiiksekligi 41 metredir.

In vivo maternal haploid teknigi i¢in kaynak materyal olarak kullanilan 30 adet tek
melezin ve indirgeyici hatlarin tohumlar1 sayilarak paketlenmistir. Tohumlar toprakalti
zararlilarina kars1 600 g/l imidacloprid etken maddeli ilag kullanilarak 600 ml/100 kg doz ile
muamele edilmistir. Melez ¢esitlerin her biri 3 sirali, 70 cm sira aras1 ve 20 c¢m sira tizeri olacak
sekilde 5 m parsel uzunlugundaki siralara el ekim tabancalari ile 01 Temmuz ve 10 Temmuz

2010 tarihlerinde iki zamanli olarak ekilmistir.

Yontem geregi indirgeyici hatlar polinatdr olarak kullamlmistir. indirgeyici genotipler 70
cm sira arasi ve 20 cm sira tizeri olacak sekilde 5 m parsel uzunlugunda ve her biri blok seklinde
cok sayida bitki olacak sekilde 2 zamanli olarak ekilmistir. Ekim iglemi Enstitii’de bulunan ekim

tabancalari ile elle yapilmstir.

Deneme alanlar1 ekim Oncesi uygun toprak isleme aletleriyle hazirlandiktan sonra dekara
10 kg saf azot (N) ve 10 kg saf fosfor (P,Os) igeren 20:20:0 kompoze giibreden verilerek
karistirtlmistir. Kaynak materyal olarak kullanilan tek melezler her ocaga cift tohum olacak
sekilde ekildiginden fide doneminde tekleme yapilarak seyreltilmistir. Bitkiler 25-30 cm
oldugunda azotlu st giibrenin (Amonyum nitrat %33 N formunda) birinci yaris1 (6 kg/da N), 40-

50 cm oldugunda ise ikinci yaris1 (6 kg/da N) verilmistir.

Yabanci otlar ile kiiltiirel miicadele (el ¢apasi) yapilmistir. Ekili materyalde vejetasyon

sliresi boyunca 4 defa damla sulama yapilmustir.
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Indirgeyici hatlar FAO 450 olum grubunda erkenci materyallerdir. indirgeyici hatlarin
tohumlarinin yurtdisindan gelmesi i¢in gereken resmi prosediiriin tamamlanmasi uzamistir. Bu
sebeple hatlarin ekimi gecikmistir. RWS ve RWK-76 hatlarindan 50 adet RWS x RWK-76
melezinden 100 adet tohum gelmis ve 06 Agustos 2010 tarihinde ekilmistir. WS14 indirgeyici
hatt1 digerlerinden daha geg¢ ulastigindan geg ekilmistir. Kaynak materyal ¢igeklenme doneminde
iken WS 14 heniiz 6 yaprakli doneminde oldugundan 2010 yilinda bu indirgeyici hatta kendileme
yapilarak tohum g¢ogaltim1 gerceklestirilmistir. Otuz tek melez WS14 ile indiikleme melezlemesi
yapilmak iizere 05 Mayis 2011 tarihinde yeniden ekilmistir. WS14 indirgeyici hatti, kullanilan
kaynak materyalden erkenci oldugundan 16 Mayis 2011 tarihinde ekilmistir.

3.2.2. In vivo maternal haploid teknigi ile haploidlerin elde edilmesi

In vivo maternal haploid tekniginde indirgeyici hat polinator olarak kullanilmistir. Kaynak

materyal dondrdiir ve ana ebevyn olarak kullanilmistir.

Kaynak materyal olarak kullanilan tek melez ¢esitlerin ¢igeklenme dénemi geldigi zaman
tim tepe piuskiiller1 kesilerek uzaklastirilmistir. Kogan taslaklari heniiz piiskiil ¢ikarmadan
izolasyon kagitlari ile kapatilmistir. Melez ¢esitlerin 3 sirali parsellerinde her bir sirasindaki
koganlar bir indirgeyici hat ile melezlenmistir. Melezleme islemi, Russel ve Eberhart (1975)’e

gore yapilmstir.

Tek melezlerin c¢iceklenme donemi geldigi zaman tiim tepe piskiilleri kesilerek
uzaklagtirllmigtir. Bunun amaci melezleme esnasinda kontaminasyonu Onlemektir. Kogan
taslaklar1 heniiz piiskiil ¢ikarmadan izolasyon kagitlari ile kapatilmigtir (Sekil 3.8). Melez
cesitlerin 3 sirali parsellerinde her bir sirasindaki koganlar RWS, RWK-76 ve RWSXRWK-76
indirgeyici genotip ile melezlenmistir. Indirgeyici hatlarin bitkileri tepe piiskiilii ¢ikisindan sonra
ana eksende %50 anterler polen dokmeye basladiginda izolasyon kagitlar ile kapatilmistir (Sekil
3.9). Dollenmeye uygun koganlara gore tepe kagitlar1 toplanarak her bir indirgeyici hattin
polenleri ayr1 ayri bir araya getirilerek tek melezlerin belirli siralarindaki koganlar déllenmistir

(Sekil 3.10). Tim kaynak materyalin ti¢ indirgeyici hat ile melezlenmesi bitene kadar islem
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devam etmistir. Melezleme isleminde polinator degistikce eller alkol ile yikanarak bulagma
engellenmistir. Melezleme yapilan koganlar hasada kadar izolasyon kagitlar1 icinde muhafaza

edilmistir. izolasyon kagitlarmnin iizerine polinatdr ismi yazilmistir (Sekil 3.11).

Tez calismasinin materyali olarak kullanilan 30 adet tek melez 5 m’lik bloklara 2 sirali
olarak 2011 yilinda tekrar ekilmistir. WS14 indirgeyici hatti polinatoér olarak kullanilmigtir.

Melezleme yukarida belirtilen yonteme gore yapilmustir.

S\

Sekil 3.8. Tek melezlerin koganlarinin izolasyon kagitlari ile kapatilmasi (Orj.)
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Sekil 3.10. Melez ¢esitlerin indirgeyici hatlarin polenleriyle déllenmesi (Orj.)
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Sekil 3.11. RWS x RWK-76 indirgeyici materyali ile melezlenmis bir koganin izolasyon kagidi
ile kapatilmasi (Orj.)

Hasatta her bir melezin dort indirgeyici genotip ile melezleri ayr1 ayn fileli torbalara
alinarak melez numarast ve melez yapildigi indirgeyici genotip ismi yazilarak, etiketler
baglanmis, tane nemini %14’e disiirmek i¢in kurutma odasinda bekletilmistir. Tane nemi
Enstitii’de bulunan Dickey John marka cihaz ile dl¢lilmiistiir. Her bir kogan ayr1 ayr1 tanelenerek

pedigrisi yazilmig kese kagitlarina konulmustur.
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X et

Indiikleme
Melezi

Kaynak Materyal
(Ana ebeveyn)

Sekil 3.12. In vivo maternal haploid yonteminde R1-nj renk markdriine gore tohum seleksiyonu
(Orj.), MD; melez dis1 kabul edilen tohumlar, F;; indirgeyici hat ile melez olmus
tohumlar, H; haploid kabul edilen tohumlar, DE; diploid endosperme sahip tohumlar

Indiikleme melezlemesi sonrasi kaynak materyalden elde edilen tohumlarda R1-nj renk
markoriine gore seleksiyon yapilmistir (Sekil 3.12 ve 3.13). Pratikte indiikleme melezlemesinden

dort farkl tipte tohum elde edilir (Sekil 3.13) (Geiger 2009);

1- Normal diploid veya hibrit tohumlar (F1); mor renkte endosperm ve embriyoya sahiptir.
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2- Haploid kabul edilen tohumlar (H); mor endosperm ve renksiz embriyoya sahiptir.
3- Diploid endospermli tohumlar (DE); endospermde renklilik olmayip, embriyoda renklilik

olanlardir.

4- Melez dis1 olarak kabul edilenler (MD); embriyoda ve endospermde renklilik olmayan

tohumlardir.

Sekil 3.13. indiikleme melezlemesinden elde edilen farkli kategorilerdeki tohumlar (Orj.)

Indirgeyici genotiplerin haploid indiikleme oram asagidaki formiile gore belirlenmistir.

Haploid indiikleme oran1 (HIO)= (Haploid tohum sayisi/ Toplam tohum sayis1) x 100 (Geiger
2009).

3.2.3. Kromozom katlamasi

Haploid kabul edilen tohumlar 23 °C’de karanlik iklim odasinda cimlendirilmistir.
Cimlendirme i¢in kurutma kagitlar1 kullanilmistir. Kurutma kagitlarn gramafon seklinde
katlanarak tepsilere yerlestirilmistir. Haploid tohumlar belli araliklarla katlanmis kurutma
kagitlarinin arasina dizilmistir. Cimlenme gerceklesene kadar kurutma kagitlart saf su ile
islatilmistir. Tohumlarin  konuldugu tepsilerin {istii aliiminyum folyo ile kapatilarak iklim

odasinda 3 giin 23 °C’de karanlikta bekletilmistir. Bu tez ¢alismasinda kromozom katlamast i¢in

64



Deimling metodu kullanilacagindan yonteme gore koleoptil uzunlugu 1.5-2 cm oldugunda

materyaller iklim odasindan alinmstir (Sekil 3.14).

Sekil 3.14. Haploid tohumlarin iklim odasinda ¢imlendirilmesi (Ortj.)

Koleoptil ve koklerde bistiiri veya makas yardimiyla kesme islemi yapilmistir (Sekil
3.15). Kesilen materyaller etiketleri ile birlikte ayr1 ayr file torbalara konularak colchicine

¢ozeltisi uygulanana kadar su igerisinde bekletilmistir (Sekil 3.16).
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Sekil 3.15. Koleoptil ve kdklerde makas yardimiyla kesme islemi (Orj.)

- —_—‘_'—7

3.16. Kromozom katlamasi i¢in hazirlanmis materyal (Orj.)

Deimling ve ark. (1997)’e gore bir litre soliisyon i¢in 600 mg toz colchicine, 5 ml DMSO
ve 995 ml su gerekmektedir. Colchicine bir miktar su ve DMSO nun tamamu ile beher igerisine
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konulmus ve vorteks iizerinde karistirilarak ¢oziilmistiir. Cozelti hazirlama isleminin tamami
¢eker ocak altinda yapilmistir (Sekil 3.17). Cimlendirilmis materyalin tamamin1 kapatacak kadar
soliisyon hazirlanmistir. Colchicine uygulama kazanina materyal yerlestirildikten sonra normal su

ile doldurularak gerekli soliisyon miktar1 5 It olarak belirlenmistir.

Sekil 3.17. Colchicine ¢ozeltisinin hazirlanmasi (Orj.)

Cimlendirilmis ve koleoptil uzunlugu 1.5-2 cm olarak kisaltilmis haploid tohumlar
uygulama tankina yerlestirilmistir (Sekil 3.18). Hazirlanmis %0.06 colchicine ve %0.5 DMSO
¢ozeltisi, uygulama kazanina yerlestirilen ¢imlendirilmis materyalin {izerine dokiilmiistiir (Sekil

3.19). Uygulama kazanmin iizeri ortiilerek 12 saat 20 °C sicaklikta iklim odasinda bekletilmistir.
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Sekil 3.18. Cimlendirilmis materyallerin uygulama tankina yerlestirilmesi (Orj.)

Sekik 3.19. Colchicine ve DMSO ¢ozeltisinin uygulanmasi (Orj.)
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Uygulama kazanindan 12 saat sonra ¢ozelti bosaltilmistir (Sekil 3.20). Daha sonra 20
dakika su ile yitkanmigtir (Sekil 3.21).

Sekil 3.21. Colchicine ve DMSO ¢ozeltisi bosaltildiktan sonra materyalin yikanmasi (Orj.)
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Plastik posetlere steril torf doldurularak kasalara yerlestirilmistir. Kromozom katlamasi
gerceklestirilen materyaller elde edildikleri kaynak materyale gore plastik posetlere dikilmistir
(Sekil 3.22). Dikim yapilirken koleoptilin kirilmamasina 6zen gosterilmistir. Bitki materyalleri
iklim odasinda 25 °C ve ilk giinler % 80 nemde biiyiitiilmiistiir. iklim odasinda 16 saat 151k ve 8
saat karanlik uygulamasi yapilmustir. ihtiya¢ oldugu dénemlerde sulama yapilmistir. Sulama
suyuna kompoze gilibreden ilave edilmistir. Kompoze giibre %13 azot, %40 fosfor, %13
potasyum ile mikro elementlerden bor, bakir, demir, mangan, molibden ve ¢inko icermektedir.

Fideler 3-4 yaprakli olana dek iklim odasinda biyiitiilmiistiir (Sekil 3.23 ve 3.24). Birka¢ hafta

sonra bitkiler tarlaya dikilmistir.

Sekil 3.22. Bitki materyallerinin plastik posetlere dikilmesi (Orj.)
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Sekil 3.24. Bitki materyallerinin iklim odasinda biiyiitiilmesi (Orj.)

3.2.4. Katlanms haploid bitkilerin yetistirilmesi ve hasadi

Fidelerin dikilecegi tarla 2012 yilinda uygun toprak isleme aletleriyle islenmis ve yabanci
otlara kars1 ilaglanmistir. Dikim 6ncesi 10 kg/da saf azot ve 10 kg/da saf fosfor igeren 20:20:0

kompoze giibre topraga karistirilmistir. Dikim yapilmadan Once sirtlar olusturulmus ve fide
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cukurlart metal aparatlar kullanilarak acilmistir (Sekil 3.25). Dikime hazir misir fideleri

posetlerinden uzaklastirilmistir (Sekil 3.26). Fideler 06.06.2012 tarihinde dikilmistir (Sekil 3.27).

Sekil 3.26. Dikime hazir katlanmis haploid misir fidesi (Orj.)
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Sekil 3.27. Katlanmis haploid misir fidelerinin dikilmesi (Orj.)

Fideler dikildikten sonra 350 gr/It imidacloprid etken maddeli insektisitten 30 ml/da doz
kullanilarak tarla yiizey ilaglamasi yapilmistir. Damla sulama borular1 her siraya c¢ekilmis ve
sulama yapilmistir. Fideler 30 cm oldugunda iist giibre olarak 12 kg saf azot (Amonyum nitrat
%33 N formunda) uygulamasi yapilmistir. Yabanci otlar ile miicadele el ¢apasi yapilarak

gerceklestirilmistir.

Katlanmis haploid bitkilerde kogan taslagi ¢ikisi takip edilmistir. Kogan puskiilii ¢ikis
oncesi seffaf ve 151k gegiren izolasyon kagitlari ile kogan taslaklari kapatilmistir (Sekil 3.28).
Tarlada her bir bitki bir misir hattin1 temsil etmektedir. Her bitkinin tepe piiskiilii ana ekseninde
%350 anterleri polen doktiigli zaman izolasyon kagidi ile kapatilmistir. Kogan piiskiilii 3-5 cm
uzunluga geldiginde tepe piiskiiliine takili izolasyon torbasi alinarak polen kontrolii gozle
yapilmis ve aym bitkideki koganin {iizerindeki izolasyon kagidi hizla c¢ekilerek iizerine
kapatilmistir. Kendileme yapilirken polen verme donemi takip edilmis, tepe piiskiilii polen
vermeye tekrar basladiginda kagit torba ayni tepe piiskiiliine takilip polen alinarak ayni bitkideki

kocana tekrar verilmistir. Kendileme islemi Russel ve Eberhart (1975)’e gore yapilmustir.
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Sekil 3.28. KHy bitkilerinin tarladaki goriintiileri (Orj.)

Kendileme islemini yapan kisiler bir bitkiden diger bitkiye gectiklerinde ellerini alkolle
yikamistir. Kogan Tlzerindeki izolasyon kagidi hasada kadar birakilmis ve yiprananlar
degistirilmistir. Kendileme yapilan bitkilerin bazilarinda iki kogan mevcut olup fazla tohum
alabilmek icin her iki koganda da kendileme islemi yapilmistir. Dort bitki haricinde ikinci

koganlardan tohum alinamamustir.

Tanede fizyolojik olum evresi (R6) takip edilmistir. Her tanenin sémege bagli oldugu dip
kisminda yer alan doku tabakasi besin maddelerinin taneye gegisinde rol alir. Tane fizyolojik
oluma ulastiginda bu doku tabakasi gorevini tamamlar ve rengi siyaha doner. Bu siyah nokta
tanenin fizyolojik olgunluga ulastiginin belirtisidir. Fizyolojik olum tamamlandiginda koganlar
hasat edilmistir. Hasatta her bir katlanmis haploid bitkinin lizerindeki koganlar ayr1 ayn file
torbalara alinmig ve etiketleri yazilmistir. Kurutma odasinda tane nemi % 14 olana kadar
bekletilmistir. Kurutulan koganlarin her biri ayn tanelenerek kese kagitlarina konulmus ve hat

kodu (KH-1, KH-2,...) verilmistir. Tohum miktarlar1 belirlenmistir.

Katlanmis haploid hatlar 2013 yilinda ekilerek tohum ¢ogaltimi yapilmistir. Tohum
cogaltimi kendileme yapilarak gerceklestirilmistir. Genel bakim isleri (tekleme, capalama,
giibreleme, sulama v.b.) 3.2.1°de anlatilan uygulamalar yapilarak gerceklestirilmistir. Gozlemler,
UPOV tarafindan belirtilen (EK 1) gelisme donemlerinde her bitkide gézlemlenerck formlara
yazilmistir. Katlanmig haploid hatlarin UPOV (Uluslararast Yeni Bitki Cesitlerinin Korunmasi
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Birligi- The International Union for the Protection of New Varieties of Plants) ozellik

belgesindeki 34 karaktere gore tanimlanmasi yapilmistir. Katlanmis haploid hatlarin UPOV

Ozellik belgeleri EK 1°de verilmistir.

Cizelge 3.2. Katlanmis haploid hatlarda alinan gézlemler ve degerlendirme karakterleri

Ozellik

Gozlemlenen Donem

Degerler

Ik yaprak kininda
antosiyanin renkliligi

Bitki iki yaprakli iken

Yok veya ¢ok az
Az

Orta

Koyu

Cok koyu

Ilk yaprak ucu sekli

Bitki dort yaprakli iken

Sivri
Sivri-yuvarlak
Yuvarlak
Yuvarlak-kasiksi
Kasiksi

Govde ile yaprak
arasindaki ac1

Anterlerin olugsmaya
baslama zamani

Cok dar <5°
Dar 5°-50°
Orta 50°-75°
Genis 75°-90°
Cok genis >90°

Yaprak ayasi durusu

Anterlerin olugsmaya
baslama zamani

Diiz

Hafifge asag1 dogru
Asagi dogru

Kuvvetlice agag1 dogru
Cok kuvvetli agsagi dogru

Govdedeki bogumdan
boguma zigzag derecesi

Anterlerin %50’si
olustugunda

Yok veya ¢ok az
Hafif
Kuvvetli

Destek koklerde
antosiyanin renkliligi

Anterlerin %50’si
olustugunda

Yok veya ¢ok az
Az

Orta

Kuvvetli

Cok kuvvetli

Tepe piiskiilii ¢ikis
zamant

Anterlerin %50’si
olustugunda

Cok erken <45

Cok erken-erken 45-50
Erken 51-55
Erken-orta 56-60
Orta 61-65
Orta-gec 66-70
Geg 71-75
Geg-¢ok gec 76-80
Cok gec >80

Tepe piiskiili kavuzu
tabanindaki antosiyanin
renkliligi

Anterlerin %50’si
olustugunda

Yok veya ¢ok az
Az

Orta

Kuvvetli

Cok kuvvetli

Tepe piiskiilii
kavuzlarinda
antosiyanin renkliligi

Anterlerin %50’si
olustugunda

Yok veya ¢ok az
Az
Orta
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Kuvvetli

7

Cok kuvvetli 9

10 Anterlerde antosiyanin | Anterlerin %50’si Yok veya ¢ok az 1
renkliligi olustugunda Az 3

Orta 5

Kuvvetli 7

Cok kuvvetli 9

11 Basak¢ik yogunlugu Anterlerin %50’si Seyrek 3
olustugunda Orta 5

Yogun 7

12 Ana eksen ile yan Anterlerin %50’si Cok dar <5° 1
dallar arasindaki ag1 olustugunda Dar 5°-50° 3

Orta 50°-75° 5

Genis 75°-90° 7

Cok genis >90° 9

13 Yan dallarin durusu Anterlerin %50’si Diiz 1
olustugunda Hafif asag1 dogru 3

Asagi dogru 5

Kuvvetlice agagi dogru 7

Cok kuvvetli agsag1 dogru 9

14 [lk yan dal say1st Anterlerin %50’si Yok veya cok az 0-3 1
olustugunda Az 4-10 3

Orta 11-15 5

Fazla 16-20 7

Cok fazla >20 9

15 Piiskiil ¢ikis zamani Anterlerin %50’si Cok erken <45 1
olustugunda Cok erken-erken 45-52 2

Erken 53-57 3

Erken-orta 58-62 4

Orta 63-67 5

Orta-gec 68-72 6

Geg 73-77 7

Geg-¢ok gec 78-82 8

Cok gec >83 9

16 Piiskiil antosiyanin Anterlerin %50’si Yok 1
renkliligi olustugunda Var 9

17 Piiskiilde antosiyanin Anterlerin %50’si Cok zay1f 1
yogunlugu olustugunda Zayif 3

Orta 5

Kuvvetli 7

Cok kuvvetli 9

18 Yaprak kinindaki Kocanda taneler sulu iken Yok veya ¢ok zayif 1
antosiyanin renkliligi Zay1f 3

Orta 5

Kuvvetli 7

Cok kuvvetli 9

19 Tepe puskili: En alt Koganda taneler sulu iken Cok kisa <30 cm 1
yan daldan itibaren Kisa 30-35¢cm 3

eksen uzunlugu Orta 36-40 cm 5

Uzun 41-45cm 7

Cok uzun >45 cm 9

20 Tepe piiskiilii: En iist Koganda taneler sulu iken | Cok kisa <20 cm 1
yan daldan itibaren Kisa 20-25cm 3

eksen uzunlugu Orta 26-30 cm 5

Uzun 31-35¢cm 7
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Cok uzun >35 cm 9

21 Tepe piiskiilii: Yan Koganda taneler sulu iken | Cok kisa <15cm 1
dallarin uzunlugu Kisa 15-20 cm 3

Orta 21-25¢cm 5

Uzun 26-30 cm 7

Cok uzun >30 cm 9

22 Bitki boyu (tepe Siit olumu Cok kisa <120 cm 1
puskiilii dahil) Kisa 120-160 cm 3

Orta 160-200 cm 5

Uzun 200-240 cm 7

Cok uzun >240 cm 9

23 Ust koganin bitkiye Siit olumu Cok kiigiik <0.30 1
baglandigi yerin Kiiciik 0.31-0.40 3
bitkinin toplam Orta 0.41-0.50 5
yiiksekligine orani Biyiik 0.51-0.60 7

Cok biiyiik >0.60 9

24 | Yaprak ayasi genigligi | Siit olumu Cok dar <5cm 1
(tst kocan yapragi) Dar 6-8 cm 3

Orta 9-11cm 5

Genis 12-14 cm 7

Cok genis >14 cm 9

25 Kogan sap1 uzunlugu Tane yumusak hamurumsu | Cok kisa <3cm 1
iken Kisa 4-6 cm 3

Orta 7-9 cm 5

Uzun 10-12 cm 7

Cok uzun >12 cm 9

26 Kogan uzunlugu (kogan | Tanelerin tam olumu Cok kisa <15cm 1
kavuzu harig) (taneler tirnakla ¢izilemez) | Kisa 16-19 cm 3

Orta 20-23cm 5

Uzun 24-27 cm 7

Cok uzun >27 cm 9

27 Kogan ¢ap1 (orta Tanelerin tam olumu Cok kiigiik <4 cm 1
kisimda) (taneler tirnakla ¢izilemez) | Kiigiik 4.1-5cm 3

Orta 5.1-6 cm 5

Biiyiik 6.1-7cm 7

Cok biiyiik >7.cm 9

28 Kogan sekli Tanelerin tam olumu Konik 1
(taneler tirnakla ¢izilemez) | Konik-silindirik 2

Silindirik 3

29 Kogandaki sira sayist Tanelerin tam olumu Cok az <10 1
(taneler tirnakla ¢izilemez) | Az 10-12 3

Orta 13-14 5

Fazla 15-16 7

Cok fazla >16 9

30 Tane tipi (kogan ortast | Tanelerin tam olumu Sert 1
1/3’1iik kisimda) (taneler tirnakla gizilemez) | Sert gibi 2

Orta 3

At disi gibi 4

At disi 5

Tath 6

Cin misir 7

31 Tane ucu rengi Tanelerin tam olumu Beyaz 1
2

3

4

(taneler tirnakla ¢izilemez)

Sarims1 beyaz
Sar1
Sar1-portakal
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Portakal
Kirmizi-portakal
Kirmizi

Koyu kirmizi
Mavi siyah

32

Tane sirt rengi

Tanelerin tam olumu
(taneler tirnakla ¢izilemez)

Beyaz

Sarims1 beyaz
Sar1
Sar1-portakal
Portakal
Kirmizi-portakal
Kirmizi

Koyu kirmizi
Mavi siyah

33

Kogan kavuzlarinda
antosiyanin renkliligi

Taneler seyrek ve gevsek
iken

Yok
Var

34

Kogan kavuzlarinda
antosiyanin yogunlugu

Taneler seyrek ve gevsek
iken

Cok zay1if
Zay1if

Orta
Kuvvetli
Cok kuvvetli
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. indiikleme Melezlemesi

In vivo maternal haploid tekniginde indiikleme melezlemesinde tek melezler, melezlerin
F, leri, bir veya iki yil kendilenmis materyaller ve popiilasyon aileleri kaynak materyal olarak
kullanilabilir. Indiikleme melezlemesinde polinatér olan indirgeyici genotipin kromozomlari
haploid tohumda bulunmaz ve sadece kaynak materyal olarak kullanilan genotipin n
kromozomunu tasir. Bu sebeple kullanilan kaynak materyaller donor olarak nitelendirilir. Bu

calismada 30 adet tek melez donor olarak kullanilmastir.

RWS ve RWK-76 indirgeyici hatlarinin polen verme yetenekleri azdir. Bu sebeple
indiikleme melezlemesinde tane tutma orani diisiik olmustur (Sekil 4.2 ve 4.3). Iki indirgeyici
hattin melezi olan RWS x RWK-76 materyalinin polen verme kabiliyeti daha iyi olmustur (Sekil
4.1). Islahg1 kurulus da indiikleme melezlemesinde RWS x RWK-76 materyalinin kullanilmasini

tavsiye etmistir.

Hasatta her bir donoriin RWS, RWK-76 ve RWS x RWK-76 indirgeyici genotip ile
melezleri 2010 yilinda, WS-14 indirgeyici hatt1 ile yapilan melezleri ise 2011 yilinda ayr1 ayri
fileli torbalara alinarak melez numaras1 ve melez yapildigi indirgeyici genotip ismi yazilarak,

etiketler baglanmig, tane nemi %14’¢ disiiriilmek i¢in kurutma odasinda bekletilmistir.

Her bir kocan ayr1 ayr tanelenerek pedigrisi yazilmis kese kagitlarina konulmustur.
Hasatta yapilan gozlemlere gore 1 numarali RWS ve 2 numarali RWK-76 indirgeyici hatlar ile
onlarin melezleri olan 3 numarali RWS x RWK-76 indirgeyici materyali ile yapilan

melezlemelerde, en fazla tane tutumu 3 numarali materyal ile yapilan melezlerde olmustur (Sekil

4.1).
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Sekil 4.1. Bir tek melezin farkli 3 indirgeyici materyal ile yapilmis melezleri (Orj.)

Sekil 4.2. RWK-76 indirgeyici hatt1 ile indiikleme melezlemesi yapilmis kogan (Orj.)

80



Sekil 4.3. RWS indirgeyici hatt1 ile indiikleme melezlemesi yapilmis kogan (Orj.)

WS14 indirgeyici hattinda 2010 yilinda tohum c¢ogaltildig1 i¢in 2011 yilinda yapilan
indiikleme melezlemesinde tozlayici bitki sayist fazla olmustur. WS14 indirgeyici hattinin polen
verme kapasitesi az olmasina ragmen, bitki sayisinin fazla olmasi indiikleme melezlemesinde

tane tutma oranini artirmistir (Sekil 4.4).

Sekil 4.4. WS14 indirgeyici hatt ile indiikleme melezlemesi yapilmis kogan (Orj.)
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4.2. Haploid Kabul Edilen Tohumlarin Secimi ve Haploid Indiikleme Oram (HiO)

In vivo maternal haploid tekniginde indiikleme melezlemesi ile haploid ve dihaploid
olanlarin tanede belirlenmesini saglayan indirgeyici hattin genetik isaretleridir. In vivo haploid

bitki iiretiminde polinatér bitki endosperm ve embriyosunda (antosiyanin) isaretleyici renk

igcermektedir. Calismada kullanilan indirgeyici genotipler R1-nj alleli tasimaktadir (Sekil 4.5).

Sekil 4.5. Indirgeyici genotiplerin R1-nj renk markérii ifadeleri, a; RWS x RWK-76, b; RWK-76,
c; RWS, d; WS14 (Orj.)

In vivo maternal haploid teknigi geregi indiikleme melezlemesi yapilmis materyaller hasat
sonrasi tane nemi %14’e diistiiglinde ayr1 ayri tanelenmistir. Haploid taneler secilmeden once

toplam tohum sayilar1 belirlenmistir (Cizelge 4.1).

Indiikleme melezlemesinden elde edilen tohumlar yéntemde verilen kriterlere gore

ayrilmistir (Sekil 4.6).
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Kaynak Materyal indirgeyici Hat
Ana Ebeveyn Baba Ebeveyn

i
L

Melez D1$1 Haploid Diploid Endosperm

Sekil 4.6. R1-nj renk markoriine gére haploid kabul edilen tohumlarin seleksiyonu (Orj.)

Her bir indirgeyici genotipin indiikleme melezlemesinden elde edilen tohumlarda dort
kategoriye gore ayrim yapilmistir. Yontemde verilen formiile gore haploid indirgeme orani

belirlenmistir.

Yontemde belirtilen kriterlere gore ayrilan materyalin i¢inden sadece embriyoda renklilik
olmayip endospermde renklilik olanlar haploid olarak kabul edilmistir. Buna gore yapilan
seleksiyonda haploid, diploid endosperm, F; ve melez disi tohum sayilar1 toplami Cizelge 4.1°de,

oranlari ise Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Indiikleme melezlemesinden elde edilen tohumlarda haploid ve diger kategorilere ait
tohum sayilar1

Tohum (adet)

Indirgeyici Haploid Diploid F1 Melez dist Toplam

genotipler endosperm
RWS x RWK-76 922 19 3215 571 4727
RWS 410 11 1256 392 2069
RWK-76 473 15 1403 425 2316
Ws14 1207 25 3681 1886 6799
Toplam 3012 70 9555 3274 15911
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Cizelge 4.2. Indiikleme melezlemesinden elde edilen tohumlarda haploid indiikleme oran1 (HIO)
ve diger kategorilere ait oranlar

Indirgeyici HIO (%) Diploid Endosperm (%) F1 (%) Melez Dis1 (%)
genotipler
RWS x RWK-76 19.50 0.40 68.01 12.08
RWS 19.82 0.53 60.71 18.95
RWK-76 20.42 0.65 60.58 18.35
Ws14 17.75 0.37 54.14 27.74
Ortalama HIO 18.93

Indiikleme melezlemesi sonucu donérlerden elde edilen tohumlar indirgeyici genotipler
esas alindiginda kiigiikten biiyiige dogru RWS<RWK-76<RWS x RWK-76<WS-14 olarak
siralanmistir (Cizelge 4.1). WS-14 indirgeyici hatti ile yapilan indiikleme melezlemesinden daha
fazla tohum elde edilmesi, hattin indiikleme melezlemesinde kullanilan bitki sayisinin dolayisiyla

polen miktarinin fazla olmasi ile iliskilendirilmistir.

Indirgeyici genotiplerin haploid indiikleme oranlar1 degisiklik gdstermistir. En yiiksek
haploid indilkleme orani RWK-76 indirgeyici hattinda belirlenmistir.  Indiikleme
melezlemesinden diploid endospermli tanelerin elde edilme oranlar1 oldukg¢a diisiiktiir.
Tohumlarin ¢ogunlugu (%54.14-68.01) indirgeyici genotip ile melez olanlar (F;) kategorisine
girmistir (Cizelge 4.2). Bu calismada belirlenen haploid indiikleme oranlar1 literatiirlerde verilen
degerlerden daha yiiksektir. Sakarya lokasyonunun misir bitkisi i¢in optimum kosullara sahip

olmasi HIO nin artmasina sebep olabilir.

Nitekim Rober ve ark. (2005) kotii ¢evrelerin indiikleme oranina etkisini belirlemek igin,
KEMS ve RWS hatlarimi kullanarak bir yakaciksiz (liguleless), resesif mutant isaretli donor
genotiple melezleme yapmislar ve en kotii ¢evrede indiikkleme oranini ortalama %2, en iyi
cevrede %16.4 olarak belirlemislerdir. Geiger (2009) biyotik ve abiyotik stres faktorlerinin
minimum oldugu optimum biiylime kosullarinda indiikkleme basarisinin ylikselecegini

bildirmistir.
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R1-nj markdr sistemi haploidlerin ayriminda etkili bir yol olmasina ragmen, R1-nj
allelinin ifadesi ana ebeveynin (kaynak materyal) genetik yapisindan oldukga etkilenmistir.
Navajo ta¢ renkliligi kiiciik bir nokta (plskiiliin taneye baglandigi noktada) seklindeki
renklilikten baslayarak, tiim endospermi kapsayan renklilige kadar ¢esitlilik géstermistir. Ayrica,
endosperm ve embriyodaki rengin koyulugu da ¢ok agiktan koyuya ve daha derine dogru
degisiklik gostermistir (Sekil 4.7).

T LD

AMAAAAARL R

Sekil 4.7. R1-nj renk markoriiniin endosperm ve embriyoda ¢ikis yogunlugu (Orj.)

R1-nj geninin ortaya ¢ikisindaki varyasyon farkli sonuglara yol agmustir. Biitiin
endosperm ve embriyo dokulari renkli oldugunda haploidlerin ayrimi kolay olmustur. Embriyo
ve endospermin taginda renkliligin 1iyi olmasi1 haploidlerin se¢imini kolaylagtirmigtir.
Endospermin taginda sadece bir mor nokta ve embriyoda rengin hafif ortaya ¢ikmasi ile haploid
ayrimi miimkiin olmustur. Fakat, haploid ayrimindaki zorluk yiiziinden yanlis se¢im yapma orani
yiikselmistir. Hem endospermin hem de embriyonun tamamiyla renksiz oldugu tohumlar ise
melez dis1 olarak kabul edilmistir. Endospermin tamami renksiz fakat, embriyo dokusu bir derece

renkli oldugu durumda ise renkli embriyoya sahip tiim tohumlar diploid olarak varsayilmistir.
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Prigge ve ark. (2012) indirgeyici genotip ile indiikkleme melezlemesinde normal gift
dollenmenin  gergeklesmemesinin  embriyosuz ve endospermsiz  tane  olusturdugunu
belirtmislerdir. ki sperm ¢ekirdeginden bir tanesinin yumurta hiicresini dollerken digerinin
merkez hiicreyi dolleyemedigini, endospermin 2n olarak kaldigin1 ve endospermin olusmadigini,
yumurta hiicresinin dollenmemesi durumunda da bazi embriyolarin gelismedigini ifade
etmiglerdir. Literatlirle benzer olarak haploid indiikkleme sonucu elde edilen tohumlarda
embriyosuz ve endospermsiz tane olusumu da gozlemlenmistir (Sekil 4.8). Baz1 koganlarda
diisiik oranda da olsa endospermin ¢ok iyi gelismedigi zayif taneler olusmustur. Ayni sekilde bazi
dollenmemis embriyolar da gelisimini tamamlayamadigindan embriyosuz taneler olusmustur. Bu
tanelerin ¢imlenme yetenegi olmadid1 icin toplam tohum sayisina eklenmemistir. indiikleme
melezlemesinden elde edilen tohumlarda endospermsiz ve embriyosuz taneler ayrildiktan sonra

haploid, F1, diploid endosperm ve melez dis1 kategorileri belirlenmistir.

'XEEXRAEAAALRR
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Sekil 4.8. Indiikleme melezlemesinden elde edilen diger kategoriler, a; endospermsiz taneler, b;
embriyosuz taneler (Orj.)

Chaikam ve Boddupalli ( 2012) R1-nj renk markoriine gore haploid tohumlarin ayriminda
da bazi kisitlamalarin oldugunu belirtmislerdir. Kaynak materyal dominant antosiyanin inhibitor
genleri tagiyorsa, 6rnegin C1-l ki bu gen sert misirlarda yaygindir (Rober ve ark. 2005), R1-nj
renk markoriiniin ifadesinin tamamiyla bastirildigini ve haploid tohumlarin ayriminin neredeyse
imkansiz oldugunu ifade etmislerdir. Kaynak popiilasyon olarak indiikleme melezlemesinde

kullanilan F; veya F; lerde eger, bu genotiplerin ebeveynlerinden bir tanesi inhibitor gen tasiyor
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ise, tohumlarda Navajo fenotipi icin ayrilma, agilma olacagini belirtmislerdir. Bu durumda tim
haploid tohumlarin etkin bir sekilde ayrim1 ve se¢iminin gerceklesmeyecegini, haploidlerin %30-

40’1 veya yarisinin kaybedilecegini ifade etmislerdir.

Tez calismasinda kullanilan 30 tek melez dondr atdisi ve gecis tane tiplerine sahip

oldugundan tamaminda indiikleme melezlemesi sonrast R1-nj renk markorii gézlemlenmistir.

4.3. Cimlendirme ve Kromozom Katlamasi

Haploid kabul edilen tohumlar ¢imlendirme Oncesi herhangi bir fungusit ile
ilaglanmamigtir. Haploid kabul edilen 3012 adet tohum yontem geregi 23 °C’de karanlik iklim
odasinda ¢imlendirilmistir. Tohumlar ¢imlenme gergeklesene kadar iklim odasinda 3 giin

karanlikta bekletilmistir.

Tohumlarim 2673 adedi 3 giinliik ¢imlendirme siiresi sonunda 1.5-2 cm koleoptil
biliylitmiistiir. Fakat, baz1 tohumlar ¢imlenme gostermemistir. Cimlenmeyen tohum orant %11.25

olarak gerceklesmistir.

In vivo maternal haploid tekniginde spontan kromozom katlanmasi diisiik oranda meydana
gelir ve bazi haploid bitkilerin fertil olmasi ile sonuglanir. Spontan katlanmis haploidlerin elde
edilme oran1 kaynak materyalin genotipine baglidir. Kromozom katlanmasinin yiiksek oranda ve
istikrarli olmasini basarmak i¢in haploid bitkilere mitotik inhibitor denilen kimyasallar

uygulanmalidir. Mitotik inhibitdr kimyasallar mayoz boéliinmeyi engeller (Chaikam ve Mahuku
2012).

Kromozom katlanmasinda azot protoksit, kafein, kloral hidrat, asenaften, sulfinilamid, etil
merkuriklorid, hekzaklorosiklohekzan ya da colchicine gibi antimitotik o6zellik gosteren
kimyasallardan yararlanilmaktadir. Yine bu amagla 2,4 D ve NAA gibi hormonlar (Changdeng ve
ark. 1998) ve trifluralin ve orizalin etken maddeli baz1 herbisitler de (Bouvier ve ark. 1994,
Hansen ve Andersen 1998) kullanilabilmektedir. Giiniimiizde kromozom katlamasi i¢in bitki

1slahgilart tarafindan en yaygin kullanilan kimyasal madde; colchicine dir. Bu madde Liliaceae
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familyasina ait Colchicum automnale L. (giiz ¢igdemi) bitkisinin koklerinden elde edilen,
alkaloid yapisinda kuvvetli bir zehir olup; alkol, kloroform ve soguk suda eriyen, buna karsilik
sicak suda ve eterde erimeyen bir maddedir. Kimyasal formiilii C;,H,506 oOlarak gosterilen
‘colchicine’, degisik kaynaklarda ‘kolkisin’, ‘kolsisin’ veya ‘kol¢isin’ olarak da ifade

edilebilmektedir (Ellialtioglu ve ark. 2001).

Bu calismada kromozom katlamasi islemi Deimling ve ark. (1997) yontemine gore
colchicine kullanilarak yapilmistir. Ancak, colchicine memeliler i¢in ¢ok zehirli ve ¢evreye
olumsuz etkileri olan bir kimyasaldir. Bu yiizden, misir bitkisinde kromozom katlamasin
saglayabilecek colchicine yerine kullanilabilecek kimyasal bilesimler veya fiziksel metotlar
alternatif olarak arastirilmistir. Amiprophos methyl, oryzalin ve pronomide herbisitlerinin misirda
kromozom katlamasinda etkili oldugu belirlenmistir. Ayrica, bu bilesimlerin toksisitesi colchicine
den daha diisiik ve ¢imlendirilmis materyalin uygulama sonras1 iyilesmesi ve biiylimesi daha iyi
olmustur. Dolayisiyla bu kimyasal bilesim colchicine e kiyasla azaltilmis konsantrasyonlarda

uygulandiginda sonug vermistir (Chaikam ve Mahuku 2012).

4.4. Katlanms Haploid Bitkilerde Gozlemler

Katlanmis haploid bitkiler yontemde belirtilen uygun bakim sartlar1 gerceklestirilerek
biyiitilmustiir. Tarlaya dikilen fidelerden canli kalan 1939 adet bitkide ¢igeklenme dénemi takip
edilmistir. Kendileme islemi Russel ve Eberhart (1975)’e gore yapilmistir. Tiim fertil bitkilerde

kendileme igslemi gergeklestirilmistir. Tarlada her bir bitki bir misir hattini temsil etmektedir.

Deimling yontemine gore yapilan ¢alismada %72.5 canli bitki, canli bitkilerin %50’si
fertil bitki, fertil bitkilerin %39’u kendileme yapilabilecek bitki ve kendileme yapilan bitkilerden
%27.3’1i kendileme yapilarak tohum alinan bitki seklinde ifade edilmistir (Deimling ve ark.
1997).

Deimling yonteminde de belirtildigi gibi kromozom katlamast yapilirken, fide

olusturmada ve tarlada bitki oliimleri beklenen bir durumdur. Tarlaya dikilen KHy bitkileri
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igerisinden bitkilerin giimrah ve tam gelismelerine gore diploid bitki ve tohum seleksiyonundan
kaynaklanabilecek yanlis bitkiler ile colchicine uygulamasindan dogan farkli ploidi durumlarina
gore bitkiler secilmistir. KHy bitkiler generatif organlarini olusturmustur. Fakat, bazi bitkilerde
tepe piiskiilleri tamamen steril olmustur. Baz1 bitkilerdeki tepe puskiillerinde ise polen dokiimii
cok zayif gerceklesmistir. Ayn1 zamanda koganlar da kiiglik olmustur. Pekcok bitkide ise disi ve
erkek cigek senkronize bir sekilde olusmamistir. Baz1 bitkilerde disi ¢icek agmis ve erkek cicek
10-15 gilin sonra agmistir. Bazilarinda ise durum tam tersi gelismis ve erkek ¢igek acip polen
dokiimii bittikten sonra disi ¢igek agmis bu sebeple kendileme gergeklestirilememistir. Fertil
bitkilerin bir kisminda ise tepe piiskiillerinde hem fertil hem de steril basak¢iklar gdzlemlenmistir
(Sekil 4.9). Tarlaya dikilen ve canli kalan 1939 bitkiden 1105 adedinde fertil veya kismen fertil
tepe puskiilleri gézlemlenmistir. Bu bitkilerin %31.23’{inde (345 bitki) kendileme yapilabilmistir.

Sekil 4.9. Tepe puskiiliinde fertil ve steril basakgiklar (Orj.)
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4.5, Hasat ve Gozlemler

Kendileme yapilan bitkilerde yonteme gore tanede fizyolojik olum takip edilmistir. Hasat
07.11.2012 tarihinde yapilmistir. Kendileme yapilan 345 bitkiden %7,8’inde (27 adet) tohum
tutumu gergeklesmistir. KH hatlarin ilk generasyonundan elde edilen tohum sayilar Cizelge

4.3’te verilmistir.

KH hatlarin ilk generasyonundan elde edilen tohum sayilar1 1-33 adet arasinda
degismistir. KH hat kodu verilen materyallerden KH-27"de en fazla tohum miktar1 belirlenmistir

(Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. KH hatlarin ilk generasyonundan elde edilen tohum sayilar1

KH Hat Kodu Tohum Sayisi KH Hat Kodu Tohum Sayisi
KH-1 24 KH-15 3
KH-2 2 KH-16 9
KH-3 9 KH-17 19
KH-4 11 KH-18 11
KH-5 8 KH-19 17
KH-6 15 KH-20 26
KH-7 7 KH-21 6
KH-8 10 KH-22 22
KH-9 8 KH-23 10
KH-10 3 KH-24 7
KH-11 12 KH-25 4
KH-12 22 KH-26 16
KH-13 1 KH-27 33
KH-14 28

KHy bitkilerinden elde edilen tohumlar bitkilerin polen verme yeteneklerinden dolay: az
olmustur (Sekil 4.10, 4.11, 4.12, 4.13, 4.14).
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Sekil 4.10. ADA 6.17 donériinden gelen KHy bitkisinden kendileme yapilarak elde edilen kogan
(Orj.)

Sekil 4.11. ADA 8.18 donériinden gelen KHg bitkisinden kendileme yapilarak elde edilen kogan
(Crj.)
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Sekil 4.12. ADA 3.28 dondriinden gelen KHg bitkisinden kendileme yapilarak elde edilen kogan
(Orj.)

Sekil 4.13. ADA 6.16 donériinden gelen KHy bitkisinden kendileme yapilarak elde edilen kogan
(Orj)
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Sekil 4.14. ADA 6.13 donériinden gelen KHy bitkisinden kendileme yapilarak elde edilen kogan
(Orj.)

Elde edilen 27 adet katlanmis haploid hatlarin tohum ¢ogaltimi ve UPOV go6zlemlerinin
alimmasi ic¢in 2013 yilinda ekim yapilmistir. Bazi hatlarin tohum sayilar1 ¢ok az oldugundan
viyollere ekim yapilmis ve yontemde belirtilen kriterlere uyarak 3-4 yaprakli fide olana kadar
iklim odasinda biyitiilmiistiir. Fideler 14 Mayis 2013’te tarlaya dikilmistir. Kendileme islemi
yonteme gore gerceklestirilmistir. Katlanmig haploid hatlarin UPOV  ozellikleri uygun

donemlerde gozlemlenmistir. Katlanmis haploid hatlarda alinan gézlemler EK 1°de verilmistir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu ¢alisma, lilkemizde msir 1slah calismalarinda indirgeyici hatlarin kullanimi ile KH
misir hatlarinin elde edilmesi konulu ilk akademik ¢alisma olmustur. Diinya’da pek ¢ok iilkede
indirgeyici hatlarin kullanilmasina ragmen, ilkemizde bu materyallerin bulunmamasi
calismalarin yapilmamasina sebep olmustur. Sahip oldugumuz kaynak materyaller ile indirgeyici
hatlarin indiikleme melezlemesinden KH misir hatlarinin elde edilmesi melez misir 1slahinda

kullanilmasi agisindan 6nemli bir ¢alismadir.

In vivo maternal haploid tekniginde farkli indirgeyici genotipler kullanilmistir. Tez
calismasinin kaynak materyali olan 30 tek melez ile her bir indirgeyici hattin melezlemesinden
elde edilen tohumlarda haploid olanlar se¢ilmistir. Yonteme gore her bir indirgeyici hattin
Sakarya kogullarinda HIO belirlenmistir. En yiiksek HIO RWK-76 indirgeyici hattinda %20.42
olarak bulunmustur. En diisik HIO ise WS14 hattinda %17.75 olarak hesaplanmustir. Bu
calismada belirlenen haploid indiikleme oranlar literatiirlerde verilen degerlerden daha yiiksektir.
Sakarya lokasyonunun musir bitkisi igin optimum kosullara sahip olmast HIO’nin artmasina

sebep olabilir.

Ulkemiz kamu ve 6zel sektdr 1slah kuruluslarmin higbirinde 1slah¢1 hakk: kendisine ait
olan indirgeyici hat bulunmamaktadir. Indirgeyici hatlar yurt disindan temin edilmek zorundadir.
Indirgeyici hatlara sahip kuruluslar farkli kontrat sartlariyla bu hatlar1 ticari olarak

kullandirmaktadir.

Diinya’da yaygin olarak kullanilan indirgeyici hatlar iilkemiz misir kaynak
materyallerinden erkenci olup bitki boylar1 kaynak materyallerin kogan yliksekliginden kisadir.
Bu durum agik alanda indiikleme melezlemesi yapmay1 oldukg¢a giiclestirmektedir. Indiikleme
melezlemesinin el ile yapilmasi gerekmektedir. Bu nedenle hem elde edilecek tohum sayisi

diismekte hem de is¢ilik masraflari artmaktadir.
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Ulkemizde indirgeyici hatlarin gelistirilmesi calismalar1 Misir Arastirma Enstitiisii’nde
2011 yilinda baglamistir. RWS ve RWK-76 indirgeyici hatlar1 FAO 450 olum grubunda olup
Ulkemiz misir kaynak materyallerinden erkencidir. RWS ve RWK-76 indirgeyici hatlarmin bitki
boyu iilkemiz kaynak materyalleri ile kiyaslandiginda ise kisadir. Bu sebeple acik alanda
melezleme yapilmasi zor oldugundan gegci, uzun boylu ve haploid indiikkleme orani yiliksek
indirgeyici hatlarin gelistirilmesi amaglanmistir (Cengiz ve ark. 2014). Ulkemize adapte olacak,
istenilen 6zelliklerde indirgeyici hatlarm gelistirilmesi i¢in TUBITAK tarafindan desteklenen
“Yeni Indirgeyici Misir Hatlarmin Gelistirilmesi” isimli ve 1150343 numarali 1001 projesi Misir

Aragtirma Enstitiisii tarafindan yiritilmektedir.

Tez caligmasinin yiiriitildigi yillarda ilkemizde in vivo maternal haploid teknigi
uygulamalar ile ilgili yeterince tecriibe bulunmadigindan literatiirler dikkate alinarak yontemin
pratikteki uygulamalar1 gergeklestirilmistir. Bu sebeple pratikteki bazi uygulamalardan
kaynaklanan olumsuzluklar tez c¢alismasi icerisinde de yasanmistir. Bunlardan bir tanesi
cimlendirme seklidir. Haploid kabul edilen tohumlarin kurutma kagidi iizerine belli bir diizende
dizilerek tekrar tizeri kurutma kagidi ile kapatilip rulo halinde sarilmasi ve bu sekilde
cimlendirmeye alinmasi ile ¢imlenme daha homojen olacaktir. Cimlendirme ve kurutma
kagitlarinin 1slatilmasinda kullanilacak suyun 9%0.05’lik sodyum hipoklorit (NaClO) cozeltisi

olarak kullanilmasi tavsiye edilmektedir.

Bu calismada ¢imlenme oncesi haploid kabul edilen tohumlara fungusit uygulamasi
yapilmamistir. Cimlendirme oncesi haploid kabul edilen tohumlarin etken maddesi thiabendazole
olan bir fungusit ile ilaglanmasi mantari hastaliklar1 onleyeceginden saglikli bir ¢imlenme ve

daha sonra ise saglikli fidelerin olusumunu saglayabilir.

Tez calismasinda c¢imlendirilmis ve kromozom katlamasi yapilmis materyaller plastik
kiigiik fide posetlerine dikilmistir. Plastik posetler yerine 3-4 cm capli viyollere dikilmesi hem
kullanilan torf miktarin1 azaltacak hem de fidelerin kok sistemi ¢ok dagilmadigi icin tarlaya

dikimi kolaylagacaktir.
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Katlanmis haploid hatlarin ilk generasyonundan tohum elde edilmesi ¢alismanin yapildig:
cevre kosullarina da baghdir. Stres faktorlerinin az oldugu lokasyonlarda veya donemlerde
calismanin yapilmasi canli kalan bitki sayisini, canli bitkilerde polen verme kapasitesini ve polen
canliligimi olumlu yonde etkileyebilir. Katlanmis haploidlerin ilk generasyonlarinda bitkiler daha
zay1f, polen verme yetenekleri daha az ve koganlar kii¢lik olmustur. Sulama, giibreleme, yabanci
otlar ile miicadele ve zararlilarla miicadele gibi agronomik uygulamalar yonteme goére ve
zamaninda yapilmistir. Boylece, zaten zayif olan KH hatlara ait bitkilerin ilk generasyonunda

olumsuz kosullardan etkilenmesi azaltilmistir.

Bu c¢alismada haploid kabul edilen 3012 tohumdan ¢imlendirme ve kromozom katlamasi
sonrasi tarlaya dikilen 2178 fideden %89 canli bitki, canli bitkilerin %57’si fertil bitki, fertil
bitkilerin %31.23’ti kendileme yapilabilecek bitki ve kendileme yapilan bitkilerden %7.8’1
kendileme yapilarak tohum alinan bitki elde edilmistir. Deimling yOntemine gore yapilan
calismada ise %72.5 canli bitki, canli bitkilerin %50’si fertil bitki, fertil bitkilerin %39’u
kendileme yapilabilecek bitki ve kendileme yapilan bitkilerden %27.3’t kendileme yapilarak
tohum alinan bitki seklinde ifade edilmistir (Deimling ve ark. 1997). Tez ¢alismasinda kromozom
katlamasinda Deimling (1997) yontemi kullanilmasina ragmen oranlarin literatiir bildirisinden
daha az gergeklesmesi; ¢imlendirme yontemi, tohumlarin bir fungusit ile ilaglanmamasi ve

fidelerin dikiminde yapilan uygulamalarin farkliligi sonucunda olustugu diistiniilmektedir.

Tez ¢aligsmasi sonucunda 27 adet katlanmis haploid misir hatt1 elde edilmistir. Katlanmis

haploid bitkilerde kendileme yapilarak elde edilen tohum miktarlar1 Sekil 5.1°de verilmistir.
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Sekil 5.1. KH hatlarin ilk generasyonundan elde edilen tohum sayilari

R1-nj markor sistemi haploidlerin ayriminda etkili bir yol olmasina ragmen, R1-nj
allelinin ifadesi ana ebeveynin (kaynak materyal) genetik yapisindan oldukca etkilenmisir.
Navajo tac¢ renkliligi kiiglik bir nokta (piiskiiliin taneye baglandigi noktada) seklindeki
renklilikten baglayarak, tiim endospermi kapsayan renklilige kadar ¢esitlilik gostermistir. Ayrica,
endosperm ve embriyodaki rengin koyulugu da ¢ok agiktan koyuya ve daha derine dogru
degisiklik gostermistir.

R1-nj geninin ortaya cikisindaki varyasyon farkli sonuglara yol agmustir. Biitiin
endosperm ve embriyo dokular1 renkli oldugunda haploidlerin ayrimi kolay olmustur. Embriyo
ve endospermin taginda renkliligin 1iyi olmasi haploidlerin se¢imini kolaylastirmistir.
Endospermin taginda sadece bir mor nokta ve embriyoda rengin hafif ortaya ¢ikmasi ile haploid
ayrmmi miimkiin olmustur. Fakat, haploid ayrimindaki zorluk yiiziinden yanlis se¢im yapma orant
yiikselmistir. Hem endospermin hem de embriyonun tamamiyla renksiz oldugu tohumlar ise
melez dis1 olarak kabul edilmistir. Endospermin tamami renksiz fakat, embriyo dokusu bir derece

renkli oldugu durumda ise renkli embriyoya sahip tiim tohumlar diploid olarak varsayilmistir.
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Haploidlerin hizli ve dogru bir sekilde ayrimi, se¢imi yapan kisilerin endosperm ve
embriyodaki renk ifadesini dogru algilayarak haploidleri anlamasina baglidir. Tohum seleksiyonu
yapan kisilerin bu konuda tecriibeli olmasi, bol 151k alan bir ortamda ¢alismasi ve dort saatten

fazla seleksiyon yapmamasi tarafimizdan 6nerilmistir.

R1-nj renk markoriine gore haploid kabul edilen tiim tohumlarin flow sitometri
yontemiyle ploidi seviyelerinin belirlenmesi, indiikleme melezlemesinden elde edilen tohum
miktar1 dikkate alindiginda, masrafli ve uzun zaman alan bir calisma olacag1 tarafimizdan

degerlendirilmistir.

Indiikleme melezlemesinden elde edilen tohum miktar1 fazla oldugunda haploid se¢imi
uzun bir siire¢ almaktadir. R1-nj renk markoriine gore tohumlarin seleksiyonunda rengin
endosperm ve embriyoda ¢ikis yogunlugu haploid kabul edilen tohumlarin gorsel sec¢imini
kolaylastirmakta veya zorlagtirmaktadir. Tohumlarin farkli kategorilere ayriminda otomasyon
sistemler gelistirilmelidir. Boylece, tohumu gorsel ve igerik olarak tarayacak bu sistemler haploid
secimini kolaylastiracak, yanlis seleksiyon oranini olduk¢a azaltacaktir. Bu konuda yapilan farkl
caligmalar mevcuttur. Bu calismada Misir Arastirma Enstitiisii’nde farkli 151k dalga boylarinda

151k kaynaklari altinda tohum seleksiyonu 6n ¢alismalar1 yapilmastir.

Haploid tohumlarin etkin bir sekilde secimi halen {izerinde ¢alisilmas1 gereken 6nemli bir
konudur. Indiikleme melezlemesinden elde edilen tohumlarin igerisinden haploid olanlarin
ayriminda renk markorii gibi gorsel siiflandirmanin yani sira yiikksek yag oran1 ve molekiiler
olarak siniflandirma da 6n plana ¢ikmigtir. Gelecekte haploid tohumlarin otomatik olarak yiiksek

dogrulukta secimini saglayacak yeni yontemlerin gelistirilmesi olasidir.

Elde edilen katlanmis haploid misir hatlarinin kombinasyon yeteneklerinin belirlenmesi
ve heterotik gruplarinin tahmin edilmesi yoklama melezi yontemiyle miimkiin olabilmektedir.
Ayn1  zamanda molekiiler olarak genetik farkliliklariin  belirlenmesi de melez

kombinasyonlarinda kullanimi agisindan bilgi verebilmektedir.
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Katlanmis haploid hatlarin ilk seleksiyonu 1slah¢inin hedeflerine gore ilk generasyonda
yapilabilir. Islah¢i katlanmis haploid hatlarin kdken aldigi kaynak materyali dikkate alarak

seleksiyon kriterlerini belirleyebilir.

Markor destekli seleksiyon katlanmis haploid hatlarin 1slah semasina kolayca entegre
edilmistir. Literatiirlerde verilen g¢alismalar 6rnek alinarak katlanmis haploid hatlarin 1slah
caligmasi 1slahin hedeflerine bagli kalinarak sematize edilebilir. Tiim genom seleksiyonu

(Genom-wide selection- GS) yontemi de benzer bir yaklasimla 1slah semasina entegre edilebilir.

Farkli hedef genlerin bulundugu musir hatlarinin secilip bu genlerin bir genotipte
toplanmasin1 saglayarak bir idiotip elde edilmektedir. Katlanmis haploid teknigi ile markor
destekli seleksiyonun gen piramidi g¢aligmalarinda kullanilmasi geri melez yOntemine gore
oldukea etkili ve kisa siirede sonuca ulasilacak bir yontem olarak onerilmektedir. Elde edilen
idiotipin kaynak materyal olarak kullanildigi F, popiilasyonlarinda her generasyonda markor
destekli seleksiyon uygulanmasi gerekirken, katlanmis haploid tekniginde sadece bir

generasyonda hedef genlerin belirlenmesi miimkiin olmaktadir.

Hedef genlerin toplandig1 ideotip katlanmis haploid tekniginde kaynak materyal olarak
kullani1ldiginda elde edilen KH hatlar markor destekli seleksiyon ile secilmelidir. KH hatlarin ilk
generasyonunda fide donemde bu seleksiyon yapilabilir boylece heniiz kendileme yapilmadan
istenen genleri tasiyan KH hatlar belirlenmis olur. Tekrarlamali seleksiyon yontemi bu 1slah
yontemine entegre edilerek istenen genler ile birlikte adaptasyon ve verimlilik testleri de ¢oklu

lokasyonlarda gergeklestirilebilir.

Katlanmis haploid hatlarin gelistirilmesinde dondr olarak kullanilacak kaynak materyalin
yapist 1slahin semasinmi degistirebilir. Yiiksek yagh hatlar ve adaptasyon kaabiliyeti iyi hatlarin
yer aldig1 ¢ift melezi donor olarak indiikleme melezlemesinde kullanilabilir. Fakat, kaynak
materyalin tasidig1 6zellikler agisindan giiglii bir seleksiyon gerekmektedir. Indiikleme
melezlemesi yapmadan Once kendileme yaparak S; veya S; generasyonunda yiiksek yagh
genotipler ve ayni zamanda adaptasyon kaabiliyeti iyi olanlarin segilmesi ve katlanmis haploid

tekniginde kullanilmasi elde edilecek KH hatlarin basarisini arttiracaktir.
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Diinya’da, in vivo maternal haploid teknigi gelismis 1slah programlarinin vazgegilmez bir
yontemi olmustur. Ulkemizde 1slah ¢alismalar yiiriiten kamu arastirma enstitiileri ve baz1 6zel
sektor tohumculuk sirketleri de son yillarda in vivo maternal haploid teknigini uygulamaya

baslamislardir.
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(tepe
puskiilii
dahil)

23

Ust
koganin
bitkiye
baglandi
§1 yerin
bitkinin
toplam
yiiksekli
gine
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orani

24

Yaprak
ayasl
genisligi
(tist
kogan
yaprag1)

25

Kogan
sap1
uzunlugu

26

Kocan
uzunlugu
(kogan
kavuzu
haric)

27

Kogan
cap1
(orta
kisimda)

28

Kocan
sekli

29

Koganda
ki sira
sayisi

30

Tane tipi
(kogan
ortasi
1/3’lik
kisimda)

31

Tane ucu
rengi

32

Tane sirt
rengi

33

Kogan
kavuzlart
nda
antosiya
nin
renkliligi

34

Kogan
kavuzlart
nda
antosiya
nin
yogunlug
u
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TESEKKUR

In vivo maternal haploid teknigi i¢in gerekli indirgeyici hatlarin temin edilmesinde verdigi
destek ve tez ¢alismam siiresince bilgi ve tecriibesi ile yaptig1 katkilardan dolayr Sayin hocam
Prof. Dr. Kayithan Z. KORKUT’a,

In vivo maternal haploid tekniginin uygulamalarinda bilgisiyle beni destekleyen Prof. Dr.
Hartwig H. GEIGER’a, indirgeyici hatlar1 temin ettigimiz Hohenheim Universitesi ve French
National Institute for Agricultural Research (INRA)’a,

Tez ¢alismam siiresince verdigi destek ile esim Biilent CENGIZ’e, gosterdigi sabir ile
kizim B. Irem Cengiz’e,

Tezimin tarla ve sera calismalarinin ylriitilmesindeki katkilarindan dolayr Misir

Arastirma Enstitiisii’ne ve Sicak Iklim Tahillar1 Subesi ¢alisanlaria siikranlarimi sunarim.
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