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SIMGELER VE KISALTMALAR

BPNN Geri yayilim sinir ag1

CIMMYT Uluslararas1 Bugday ve Misir Arastirmalar Merkezi (International
Maize and Wheat Improvement Center)

CKBO Canl1 kalan bitki oran1

CKFO Canl1 kalan fide orani

CNN Konvoliisyonel sinir aglari

DH Double haploid

DMSO Dimetil sulfoksit

DNA Deoksiribontikleik asit

DVM Destek vektor makineleri

FAO Birlesmis Milletler Gida ve Tarmm Orgiitii (Food and Agriculture
Organization of the United Nations)

HCO Haploid ¢imlenme orani

HiO Haploid indiikleme oran1

HSV Renk 6zii, Doygunluk, Deger

KH Katlanmis haploid

KHo Indiiksiyon melezlezlenmesinden elde edilen bitki

LG Lojistik regresyon

LSTM Uzun ve kisa vadeli hafiza

NIR Yakin kizil 6tesi spektroskopisi

NTV Negatif tahmin degeri

PLSR Kismi en kiigiik kareler regresyonu

PTV Pozitif tahmin degeri

RF Random frog

RGB Mavi, Yesil, Kirmizi

R1-nj R1-Navajo

SNP Tek Niikleotid Polimorfizmi

SRA Smiflama ve Regresyon Agaci

TIC Tropik indiikleyici adaylari

TUIK Tiirkiye Istatistik Kurumu

VIS Goriiniir spektroskopi



ZCA
QTL

Sifir fazl bilesen analizi

Kantitatif 6zellik lokusu

Vi



OZET

MISIRDA IV VIVO HAPLOID KATLAMA YONTEMLERINE KARSI
INDIRGEYICI VE DONOR GENOTIPLERIN TEPKILERININ ARASTIRILMASI
VE HAPLOID TOHUM TESPITINDE KULLANILAN YONTEMLERIN
KARSILASTIRILMASI

Umut SONGUR
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Lisanstistlii Egitim Enstitiisii
Tarla Bitkileri Anabilim Dal1 Yiiksek Lisans Tezi
Danigsman: Dog. Dr. Fatih KAHRIMAN
25/08/2020, 39

Bu tez caligmasit musir 1slahinda kullanilan in vivo haploid katlama yontemlerine
kars1 kullanilan materyallerin yanitlarinin irdelenmesi ve haploid tohum ayriminda
kullanilan tekniklerin karsilagtirilmasi amaciyla yiiriitiilmiistiir. Calismada materyal olarak
tic donér (DNR1, DRN4, DNRS5) ile iki indirgeyici hat (CIM2GTAIL-P2, RWK-76xRWS)
kullanilmistir. Dondr materyaller ve indirgeyici hatlar 2019 yili Eyliil aymnda sera
sartlarinda KHo tohumlarin elde edilmesi icin yetistirilmistir. Serada yapilan tozlama
islemlerinin ardindan donoérlerden elde edilen tohumlardan haploid ve diploid olanlar goz
ile siniflandirilmigtir.  Siniflanan tohumlar kodlanmis ve sirasi karismayacak sekilde once
masaiistii tarayicida resimleri daha sonra da masaiisti NIR (Yakin Kizil Otesi)
spektroskopi cihazinda reflektans verileri toplanmistir. KHp tohumlar Zabirova ve
digerleri (1996) ve CIMMYT (Uluslararasi Bugday ve Misir Arastirma Merkezi)
tarafindan Onerilen iki farkli yontem ile kromozom katlama islemine tabi tutulmustur. Bu
islemin ardindan fideler yeterli biiyiikliige ulastifinda 2020 yili Mayis ayinda tarlaya
sasirtilmis ve bitki goriiniimii ile sap renklenmesi dikkate alinarak bitkilerin siniflama
durumlan kayit altina alinmistir. Baglangicta yapilan siniflamadan elde edilen veriler ile
son siniflama verileri bagimli degisken olarak kabul edilerek spektral veriler ve goriintii
verileri (Mavi, Yesil, Kirmizi bant) tahminleyici olarak kullanilmis ve siniflama modelleri
olusturulumustur. Olusturulan modellerin siniflama kapasiteleri ger¢ek siniflama sonuglari

ile kiyaslanarak degerlendirilmistir.
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Arastirma bulgularina gore kullanilan dondr ve indirgeyici hatlarin kromozom
katlama yontemlerine karsi tepkilerinin farkli oldugu goriilmistiir. Haploid indirgenme
oranlar1 %9,2 ile %16,1 arasinda degisim gostermistir. CIMMYT yonteminde hem
fideleme hem tarlaya sasirtma asamalarinda bitki kayiplarinin yiiksek oldugu gézlenmistir.
Haploid tohum simiflama amaciyla kullanilan teknikler bakimindan da dikkate deger
farklar oldugu belirlenmistir. Yaygin olarak kullanilan goz ile ayirma yonteminin dogruluk
orani %87 olarak tespit edilir iken tohum goriintiilerine ve spektral verileri dayali
olusturulan modellerin dogruluk oranlar1 sirasiyla %79 ve %83 olarak bulunmustur. Bu
calismanin sonuglari hem sepktral tekniklerin hem de goriintii isleme tekniginin misir 1slah
programlarinda in  vivo maternal haploid tekniginde smiflama araci olarak

kullanilabilecegini ortaya koymustur.

Anahtar sozciikler: Misir 1slahi, Kendilenmis hat, Ploidi, Tohum siniflama
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF REDUCTIVE AND DONOR GENOTYPE RESPONSES TO
IN VIVO HAPLOID FOLDING METHODS AND COMPARISON OF METHODS
USED IN HAPLOID SEED DETERMINATION IN CORN PLANT

Umut SONGUR
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Master of Science Thesis in Agricultural Field Crops
Advisor: Assoc. Prof. Dr. Fatih KAHRIMAN
25/08/2020, 39

This thesis study has been conducted in order to examine the responses of the
materials used against the in vivo haploid folding methods used in maize breeding, and
also to compare the techniques used in haploid seed segregation. In this study work, three
donors (DNR1, DRN4, DNRS5) and two inducers line (CIM2GTAIL-P2, RWK-76xRWS)
were used as materials. Donor materials and inducer lines have been grown under
greenhouse conditions in September 2019 for the purpose of obtaining DHO seeds. Haploid
and diploid ones from seeds obtained from donors were classified by naked eye after the
completion processes of pollination under greenhouse conditions. The classified seeds
were coded and firstly, their pictures have been taken with the help of a desktop scanner
and then reflectance data were collected on a benchtop NIR (Near Infrared Reflectance)
spectroscopy device aim to not be mixed with each other. DH, seeds have been subjected
to chromosome folding using two different proposed methods by Zabirova et al (1997) and
CIMMYT (International Maize and Wheat Improvement Center). After this process, when
the seedlings reached a sufficient size, they were transplanted into the field in May 2020
and the classification of the plants has been recorded by considering the plant appearance
and the colour of stalk. The data obtained from the initial classification and the final
classification data were accepted as dependent variables, spectral data and image data
(Blue, Green, Red band) were used for prediction and classification models generation.
The classification capacities of the models have been evaluated by comparing them with

the actual results of classification.



According to the findings of current study, it has been observed that the reactions of
the donor and used inducer lines were found different against the chromosome doubling
methods. Haploid reduction rates shown a variation between 9.2% and 16.1%. In the
CIMMYT method, plant losses have been observed high both in seedling as well as
transplanting stages. It has also been observed that there were considerable differences in
terms of techniques used for haploid seed classification. Accuracy rates of models created
based on seed images and spectral data were found to be 79% and 83%, respectively, while
the accuracy rate of widely used naked eye-separation method was determined as 87%.
The overall results of this study revealed that both of the spectral techniques and image
processing technique could be used as classification tools for in vivo maternal haploid

technique in maize breeding programs.

Keywords: Maize breeding, Inbred line, Ploidy, Seed classification
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BOLUM 1
GIRIS

1.1. Genel Bilgiler

Misir (Zea mays L.) Poaceae (bugdaygiller) familyasina ait tek evcikli ve tek
genekli Dbir bitkidir. Anavatant Amerika olarak bilinen misir yiiksek adaptasyon
kabiliyetine sahip ve diinyanin bir¢ok yerinde yetistiriciligi yapilabilen bir sicak iklim
bitkisidir (Sezer ve Yanbeyi, 1997). Ulkemizde ve diinyada musir ekim alan1 oldukca
fazladir. Ulkemizde tanelik musir iiretimi 638 bin hektarlik bir alani1 kapsamaktadir ve bu
ekilen alandan 6 milyon ton tanelik musir iiretilmekte olup 939 kg/da’lik verim elde
edilmektedir (TUIK, 2019). Diinyaya kiyasla iilkemiz tanelik misir veriminde diinya
ortalamasinin {stiinde bir verim degerine sahiptir. Misir diinya genelinde 193.7 milyon
hektarlik ekilis alaniyla 1.1 milyar ton iiretim kapasitesine sahiptir ve 592 kg/da’lik verim
elde edilmektedir (FAO, 2020). Misir bitkisi, insan ve hayvan beslenmesinin yani sira
endiistride de genis kullanim alani bulan bugday ve celtikten sonra en fazla tarimi yapilan
onemli ve stratejik bir bitkidir. Misirin ¢esitli endiistri dallarinda hammadde olarak
kullanilmasindan dolayr misir bitkisine olan talep diinya niifusuna paralel olarak
artmaktadir. Bu ihtiyaglar1 karsilamak igin yiiksek verimli ve Kkaliteli gesitlerin 1slah
edilmesi gerekmektedir (Kahriman ve digerleri, 2013). 1980 yilindan itibaren diinyada
hibrit misir verimi ciddi sekilde artis gostermistir (Sekil 1). Bu artisin temelinde gelisen

tarim teknolojisi, modern 1slah metodlar1 ve bilingli iiretici gibi etkenler yatmaktadir.

—e—Tirkiye —4—Amerika —®Dinya
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Sekil 1. Tiirkiye, ABD ve Diinya’daki misir veriminin kiyaslanmasi (FAO, 2020)



Misirda birim alan verimindeki artisa etki eden unsurlar icerisinde 1slah ¢alismalari
ile adaptasyon kabiyeti yiliksek basarili cesitlerin gelistirilmesi 6nemli bir paya sahiptir.
Basarili gesit 1slah1 bu ¢esitlerin ebeveyn hatlarin basarisina baglhidir. Ebeveyn hatlarin saf
hat olmasi1 ise F1 hibrit misir iiretiminin temel yaklagimlarindan birisidir. Bu bakimdan

misir 1slah programlarinda saf hatlarin gelistirilmesi en 6nemli agamalardan birisidir.

1.2. Misir Islahinda Geleneksel Yontemlerle Saf Hat Gelistirme

Misir yabanci dollenen bir bitki oldugu igin istenilen 6zelliklere sahip hatlarin
gelistirilmesi i¢in belirli bir siire kendilenmesi gerekmektedir. Klasik 1slah yontemleri ile
bu islemler en az 5-7 yil stirmektedir. Klasik 1slah yontemleri ile misir saf hatlarinin
gelistirilmesinde yaygin olarak kullanilan yontemler, kendileme, toptan seleksiyon, teksel
seleksiyon ve geriye melezlemedir.

Bir misir genotipinde heterezigot allellerin homozigot hale getirilmesi igin fenotipik
ozellikler bakimindan durulmasi i¢in kendileme islemi yapilir. Kendileme uygulamasi 3
asamada gerceklestirilir.

1. asama: Kocan siirgiinii goriindiigli anda kogan piiskiiliiniin disardan toz almamasi
icin izole edilir.

2. asama: Tepe piiskiilii toz verdigi anda bir giin dncesinden kocan ucu kesilir ve tepe
puskiilii 6zel olarak iiretilmis tepe piiskiilii kapatma keseleriyle kapatilir.

3. asama: Onceki giin kontrollii toz alabilmek icin kapatilan tepe piiskiiliinden
toplanan tozlar ayni bitkinin kogan piiskiiliine dagitilir.

Kendileme yolu ile saf hat gelistirmede bu islem 6-8 nesil tekrar edilmektedir.
Yapilan kendileme islemi toptan veya tekrar se¢gme yoOntemine uyumlu olarak
uygulanabilmektedir.

Toptan seleksiyonda temel yaklasim, istenilen karakter yoniinden iistiin genotiplerin
secilip, tohumlarinin esit oranda karistirilarak ekilmesidir. Buradaki asil amag istenilen
karakterdeki genotiplerin iizerinde c¢aligilan 1slah popiilasyonu igerisindeki oranini
yiikseltmektir. Bu metodun en biiylik avantajlari, basit ve kolay olmasi, kalitim derecesi
yiikksek olan karakterlerde etkili olmasidir. Popiilasyon gelistirme amaciyla siklikla
bagvurulan bir metottur

Teksel segmede popiilasyondan elit bitkiler segilmek suretiyle secilen elit bitkiler
ayr1 siralarda ekilir ve yine yavru dollerden en iyi bitkiler segilir. Bu ydntemin
uygulanmasi 7-10 yil arasi bir zaman almaktadir ve bu siirenin sonunda yine de istenen

basarinin saglanamama ihtimali vardir.



Geriye melezleme {istiin bir genotipin istenilen 6zellikler agisindan noksan olan bir
veya birkag¢ karakterini iyilestirme amacina dayanmaktadir. Yontemin uygulanmasinda en
onemli nokta ana¢ se¢imidir. Burada anaglarin birisi bolge sartlarina uyumlu ve verimli
olmas1 gerekir digerinin ise ilk genotipte olmayan {istiin karakteri tagiyan bir genotip
olmas1 gerekir. Uygulama siireci standart genotipin biitiin karakterleriyle birlikte ikinci
anacin Ustlin karakterlerini de tasiyan gesit elde edilinceye kadar siirdiiriiliir. Bu islemde
diger klasik 1slah yontemleri gibi 6-7 yil siirmektedir. Geriye melezmele hastaliklara

dayanikli hat ve genetik kaynaklarin gelistirilmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir.

1.3. Misir 1slahinda In vivo Haploid Teknigi ile Saf Hat Gelistirme

Yiiksek verimli ve kaliteli misir gesitlerinin gelistirilmesi igin siirekli olarak yeni saf
hatlarin gelistirilmesi gerekmektedir. Geleneksel 1slah yontemleri ile bu saf hatlarin elde
edilmesi i¢in 6-7 yillik bir zaman gerekmekte olup bu 7 yilin sonunda istenilen diizeyde
homozigotluk oranina ulagilamamaktadir. Bitki i1slahgilar1 zaman tasarrufu saglamak,
maliyetleri azaltmak ve istenilen diizeyde homozigotluk oranin1 yakalamak icin yeni 1slah
teknolojilerine bagvurmuslardir. Bu yeni 1slah teknolojilerinin basinda haploid bitki elde
etme teknikleri gelmekte olup, bu teknik 1slahgilara 6nemli faydalar saglamaktadir (Chase,
1969). Hibrit misir 1slahinda Katlanmis haploid (KH) hatlar1 kullanmanin avantajlari; i)
yoklama melezi denemelerinde basari sansini artirmast, ii) elde edilen katlanmis haploid
hatlarin %100 homozigot olmasi ve erken se¢im sonuclarin yiiksek tekrarlanabilirligi, iii)
istenilen genlerin bir genotipte toplanilmasi ile yliksek verimlilik gostermesi, iv) 1slah
caligmalarinin daha uygulanabilir hale getirilmesi, maliyet ve zaman tasarufu saglanmasi,
V) birka¢ sezon iginde gelistirilen hatlarin ticari olarak kullanilabilmesidir (Rober ve
digerleri, 2005).

Misirda haploid bitki elde etme ¢alismalarinin 1920’lerde baslamistir. Misir 1slahinda
katlanmis haploid teknolojisi bir indirgeyici hat kullanarak in vivo indiiksiyonu,
haploidlerin siniflandirilmasi, haploid kromozom katlanmasi ve katlanmig haploid
bitkilerinden tohumlarnin iretilmesi asamalarini igermektedir (Prasanna ve digerleri,
2012; Prigge ve Melchinger, 2012b). Misir 1slahinda katlanmig haploid teknolojisi
ozellikle ticari musir iretiminde yaygin olarak kullanilmaktadir. Teknigin en biyiik
avantajlarinin  basinda 1slah siiresini 6-10 nesilden 2 nesile kisaltmakta ve %100
homozigotluk orani saglamasidir (Vanous ve digerleri, 2017). Bu teknik in vivo paternal
katlanmig haploid ve in vivo maternal katlanmis haploid teknigi olmak tizere iki farkli

sekilde uygulanmaktadir (Sekil 2). In vivo paternal haploid teknigindede indirgeyici ana
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donor hat baba olarak kullanilir iken, in vivo maternal haploid tekniginde indirgeyici baba
donor hat ana olarak kullanilmaktadir (Rober ve digerleri, 2005; Chidzanga ve digerleri,
2017). In vivo maternal haploid teknigi uygulamada basar1 oran1 Yiiksek oldugu i¢in daha
yaygin tecih edilmektedir.

\
in vivo
Katlanmis
Haploid Teknigi
| I

) D
in vivo Paternal Loy e
Haploid Teknigi Maternal

P & Haploid Teknigi

Sekil 2. in vivo katlanmis haploid tekniginin gesitleri

Su an kullanilan maternal haploid indirgeyicilerin hepsi Stock 6 isimli bir indirgeyici
hatta dayanmaktadir. Stock 6’nin indiikleme potansiyeli yaklasik %1-2 civarindadir (Coe,
1959). Geg¢misi Stock 6 ya dayanan RWS, KEMS, WS14 ve MHI yiiksek haploid
indirgeme oranlaria sahiptir (Réber ve digerleri, 2005). Bu indirgeyici hatlarin su anda
ortalama indiikleme potansiyelleri su anda %8’dir (Prigge ve digerleri, 2011). Bunun bir
sonucu olarak misir 1slah ¢aligmalarinda in vivo haploid tekniginin kullanimi bir hayli
yayginlagsmistir. Giiniimiizde genetik temelleri tam olarak ¢oziilmeyen bu teknikle ilgili
temelde iki hipotez One siiriilmektedir (Prigge ve digerleri, 2012c). Bu hipotezlerden
birincisine gore yumurta hiicresinin dollenmesi basarisiz olmakta ve partenokarpik bir
gelisim sonucu haploid embriyo olusmaktadir. ikinci hipotez ise normal déllenme
sonrasinda indirgeyici kromozomlarin elemine oldugunu ileri siirmektedir (Prigge ve
digerleri, 2012c). Bu hipotezlerin 6ne siirdiigli mekanizmalarin aydinlatilmasi i¢in
caligmalar halen devam etmektedir.

In vivo maternal haploid tekniginin uygulanmasi ii¢ temel asamada
gerceklestirilmektedir. Bunlar;

1) Dondr materyal ile indirgeyici hattin melezlenmesi

i) Dondr hat tizerinde olusan KHg tohumlarda haloid ve diploid tohumlarin ayrilmasi



iii) Haploid tohumlarin kromozom katlamaya tabi tutulmasi ve KH; tohumlarin elde
edilmesi adimlaridr.

Bu asamalar igerisinde indirgeyici hatlarla melezlenen materyallerdeki
haploid/diploid bitkilerin ayrimi i¢in tohum, kokg¢iik ya da sap renklenmesine dayal1 gorsel
secim yontemleri kullanilmaktadir. KH teknolojisinin genis bir kullanim alan1 mevcuttur.
Bunlar; inbred hatlarin hizli gelisimi, markor destekli geri melezleme, gen kaynaklarinin
korunmasi gibi uygulamalardir. Katlanmis haploid teknolojisi tamamen homozigot ve
homojen bir hat elde etmek igin ve bitki ¢esitliliginin korunmasi i¢in gerekli tiim
gereksinimleri karsilayan alternatifi az olan yontemlerdendir (Liu ve digerleri, 2016). Su
anda, KH teknolojisi diinya ¢apinda ticari 1slah programlarinda oldukc¢a fazla bir sekilde
kullanilmaktadir. Bu 1slah teknolojisinin misir 1slah programlarinin hizlandirilmasi igin
etkili ve giivenilir yoldur (Schmidt, 2003; Seitz, 2005; Chen ve digerleri, 2009) ve bu
teknigin basar1 durumuna bagli olarak genelde misir ve diger iirlinlerin 1slahinin
verimliligini hizlandirmak i¢in siklikla kullanilmaktadir (Liu ve digerleri, 2017).

Haploid ve diploid tohum ayrimi tohumun farkli bdolgelerindeki antosiyanin
renklenmesine gore yapilabilmektedir. Tohumunda antosiyanin bulundurmayan bir donér
materyal indirgeyici hat ile melezlenmesinden elde edilen tohumlarda, embriyo ve tag
bolgesinin her ikisinde de renklenme olan tohumlar diploid, yalnizca tag bolgesinde
renklenme olanlar ise haploid olarak kabul edilmektedir (Chaikam ve digerleri, 2012).
Uygulamada in vivo katlanmis haploid tekniginin basarili saglayabilmesi i¢in dondr
materyal ile indirgeyici hatlarin melezlenmesinden elde edilen tohumlarin haploid/diploid
olarak simiflanmasi1 yliksek Oneme sahiptir. Bu smiflama isleminde farkli yontemler
uygulanmaktadir. Bu amagla kullanilan baglica yontemler;

) Goz ile ayirma

i) Tohum goriintiilerine dayal1 olarak bilgisayar destekli ayirma

iii) Tohumlardan alinan sprektral verilere dayali olarak ayirmadir.

Bu yontemler igerisinde yogun olarak kullanilan yontem goz ile ayirma olmasina ragmen
bu yontemin siniflamada deneyimli personele ihtiya¢ duyulmasi ve uzun zaman almasi
nedeniyle alternatif yaklagimlara ihtiyag duyulmaktadir. Tohum  goriintiilerin
sayisallastirilmas1 veya spektral verilerin kullamildig1 bilgisayar destekli siniflama
modellerinin g6z ile ayrimin dezavantajlarini ortadan kaldirabilecegi yapilan ¢aligmalarda
ortaya konulmugstur. Bu alanda halen farkli cihaz veya modelleme tekniklerinin kullanildig1
caligmalara ihtiyag duyulmaktadir. Bu tez in vivo haploid tekniginin misirda kullanimina

yonelik iki farkli kromozom katlama yontemin farkli indirgeyici ve donér materyallerde
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kullanimin1 ve farkli haploid tohum se¢gme tekniklerinin basar1 oranini1 konu edinmektedir.
Tez c¢alismasinin amact in Vvivo haploid tekniginde uygulanan kromozom katlama
yontemlerinin kullanilan dondrlerin indirgeme oranlarina etkisinin arastirilmasi ve haploid

tohum ayirma amaciyla farkli teknikler karsilastirilmasidir.



BOLUM 2
ONCEKI CALISMALAR

2.1. in vive Haploid Teknolojisinin Tarihcesi

Misir 1slahinda in vivo haploid teknolojisinin tarihsel gelisimi oldukga eskilere
dayanmaktadir (Sekil 3). Misirda haploid bitki elde etme calismalarinin baslangici
1920¢lere kadar ulasmaktadir. ilk haploid musir bitkilerinin tanimlanmasi 1932 yilinda
olmustur (Randolph, 1932). Katlanmis haploid hatlarin gelistirilme ¢alismalar1 ticari
hibritlerin gelistirilmesi ile hareketlenmistir. Misir 1slahinda katlanmis haploidlerin
kullanimu ilk olarak Chase tarafindan uygulanmistir. Chase (1951) tarafindan yiiriitiilen
aragtirmalarda baslangigta spontan haploid indiiksiyona bagli indiikleme oranini %0,1
olarak agiklanmistir. Agiklanan bu oranin diisiik olmasindan dolay: ticari uygulamaya
elverisli bulunmamistir. Coe (1959) tarafindan ticari olarak uygulanabilecek diizeyde
haploid indiikleme oranina sahip (%2-3) kendilenmis Stock-6 hatti gelistirilmis ve bu
katlanmis haploid teknigi icin bilylik bir adim olmustur. Stock-6 indirgeyici hatti daha
sonra gelistirilen tiim indirgeyici hatlarin temelini olusturmustur (Coe, 1959). Bu teknigin
gecmisi eskilere dayanmakla birlikte son yillarda tekrar in vivo haploid teknigi iizerine
bilimsel ¢alismalarin arttif1 gdzlenmektedir. Bu ¢aligsmalarin biiyiik kismi, haploid/diploid
tohumlarin ayrimi, indirgeyici hatlar yardimiyla saf hat gelistirme, haploid indirgeme

mekanizmasinin genetik olarak ¢oziimlenmesi ve yeni indirgeyici hatlarin gelistirilmesine

odaklanmuistir.
yd !
Ticari indiikleme
A | oranina sahip ilk
flk Aciklanan indirgeyici hattin
A ] indiikleme oram (Stock 6)
Misirislahinda %00.1 (1952) gella%lg?eS]
A | indirgeyici 2
Misirdain vivo hatlarin kullanimi
] teknigi ile haploid (1951)
ilk haploid misir bitki elde etme
bitkilerin caligmalarinin
tammlanmas1 baslangic1 (1940)
(1932)

Sekil 3. In vivo haploid tekniginin tarihgesi (Randolph, 1932; Chase, 1951; Chase, 1952;
Coe 1959)



2.2. In vive Haploid Teknigi ile Islah Calismalarinda Kullamlan Indirgeyici ve
Donér Hatlarin Genotipik Tepkilerine Yonelik incelen Calismalar

Chalyk (1994) maternal haploid musir bitkilerinin 6zelliklerini inceledigi ¢alismada,
farkli dzellikler bakimindan katlanmis haploid hatlar1 inbred hatlarla karsilastirmstir. Iki
yil siiren ¢aligmada haploid indirgeyici olarak ZMS hatt1 kullanilmistir. Toplamda birinci
y1l 604 ve ikinci yil 1030 haploid tohum elde edilmistir. Calismanin ilk yilinda, kocan
basina ortalama 27,4 tohum, ikinci yilda 26,3 haploid tohum elde edilmistir. Haploid
bitkilerinin ¢ogunun ¢iceklenme sirasinda piiskiillerinde anterler olmadig1 ve neredeyse
tamamen erkek kisirlik sergiledikleri gozlemlenmistir. ZMS indirgeyici hatti kullanilarak
cok sayida maternal haploid misir bitkilerinin tiretilmistir. Ancak bu hatlarin 1slah amagh
kullanilmasinda tepe piiskiillerinin neredeyse tamamen steril olmasindan kaynaklanan
zorluklarla karsilagilabildigi saptanmuistir.

Eder ve Chalyk (2002) iki indirgeyici hat (MHI ve M741H) ve dondr materyal olarak
da sert ve at disi misir genotipleri kullandiklar1 ¢alismalarinda, dondrlerden %2,7 ile %8
arasinda degisen oranlarda haploid tohum elde etmistir. Kromozom katlanmasi igin,
fideler kolsisin ¢ozeltisi ile muamele edilmis ve haploid bitkilerin %49,4 i verimli polen
tretmistir. Yari-kardes karsilikli tekrarlayan se¢im (Half-sib recurrent selection) ile
gelistirilen sentetik popiilsyonlar saha denemesinde test edilmistir. Maternal haploid
bitkilerin misir 1slaht ve misir genetigi icin biiylikk bir potansiyele sahip oldugu
bildirilmistir.

Prigge ve digerleri (2011) Meksika'da yiiriittiikleri arastirmada 120 donér ve 3 farkli
indirgeyici kullanmustir. Tarla kosullarinda elde edilen haploid indiiksiyon oranlari iKi
farkli haploid tanimlama sistemi ile belirlenmistir. Haploid indiikleme orani igin
indirgeyiciler ve donor materyaller arasinda olduk¢a anlamli genotipik farkliliklar tespit
edilmis ancak bu faktorler arasindaki etkilesim Onemsiz bulunmustur. Tropik kosullar
altinda ortalama haploid indiikleme orani, 1liman kosullarda yapilan degerlendirmeler i¢in
daha 6nce yapilan arastirmalara benzer sonuglara varilmis ve 1iliman indirgeyicilerin tropik
bolgelerde KH 1slah programlarimin baglatilmasi i¢in kullanilabilecegini gostermistir.
Caligmada ozellikle genetik tabani farklilik gosteren dondrlardan veya tanimlama
markdriiniin ifadesinin zayif olmasindan dolayr beklenenden yiiksek haploid indiikleme
oranlar1 kaydedilmistir. Tropikal bolgelerde katlanmis haploid tekniginin kullanimi ile
ilgili bir sorun olmadigi, fakat bu bolgelere iyi adapte tropik indirgeyicilerin

gelistirilmesine ihtiya¢ oldugu sonucuna varilmistir.



Prigge ve digerleri (2012a) tropikal kosullara daha iyi uyum saglayan indirgeyiciler
gelistirmek icin HiO’lar1 %8-10 arasinda olan 1liman indirgeyici hatlarla CIMMYT in
tropikal misir hatlar1 arasinda melezleme yaparak yeni nesiller olusturmustur. Olusturulan
hatlar tropik kosullarda haploid indiiksiyon orani ve agronomik performans agisindan
degerlendirmistir. Kalitsal ve gorsel olarak skorlanabilir 6zellikler kullanilarak F; bitkileri
icerisinde toptan seleksiyona dayali pedigri yontemi uygulanmustir. Tropik indirgeyicilerin
indirme oranlar1 %10 civarinda bulunmustur. Bu hatlar polen tiretimi, hastalik direnci ve
bitki canlilik ozellikleri gelistirilmistir. Agronomik 6zellikler bakimindan CML ve
indirgeyiciler karsilastirildiginda 6nemli 6lgiide gelisme kaydedildigi goriilmiis, her iki
popiilasyonun ortalama haploid indiikleme orani benzer ¢ikmistir.

Dang ve digerleri (2012) tarafindan yiiriitiilen ¢alismada subtropikal nitelikli misir
cesitlerinden haploid dollerin iiretimi i¢in iic modern indirgeyici hattin performanslar
karsilastirmistir. Ikisi opak biri mumsu misir olmak iizere 3 adet Cin kokenli hibrit misir
deneme materyali olarak kullanilmigtir. Antosiyanin pigmentasyonuna bagli olarak haploid
tohumlarin arasinda akis sitometrisi ile yanlis siniflandirilan haploidler ayirt edilmistir. Bu
yanlig siniflamanin nedeni olarak, ana bitki materyalinde indiiklenen tohumlarin neredeyse
%50'sinde renk ifadesinin engellenmesi olarak gosterilmistir. Calismada akis sitometrisi
ile, haploid indiiksiyon oranlar1 %10,2-12,3 ile yiiksek bir indiikleme orani tespit
edilmistir. Kromozom katlama oranlarmnin ise %350 civarinda oldugu saptanmustir.
Arastirmada gercekte indiiklenen haploid tohumlarinin kesin ve hizli bir sekilde taninmasi
icin indirgeyici hatlarin daha da gelistirilmesi gerektigi vurgulanmistir. Ayrica musir
1slahinda modern indirgeyici hatlarin kullanilmasinin elit inbred hatlarin olusturulmasi igin
gereken siireyi 6nemli dl¢ilide azaltabilecegi vurgulanmistir

Cerit ve digerleri (2016) katlanmis haploid hat gelistirmek amaciyla farkli indirgeyici
hatlarin indirgenme oranlarmi belirlenmesini amaglamislardir. Indirgeyici olarak RWS,
RWK-76 hatlarim1 ve bu hatlarin melezi olan RWS/RWK-76 ve Stock-6 hatlari
kullanilmistir. Haploid tohum sec¢imleri renk markoriine gore yapilmis olup toplamda 1463
adet haploid tohum secilmistir. Elde edilen haploid tohum oranlari indirgeyiciden
indirgeyiciye farklilik gostermistir. En yiiksek haploid tohum orant %7,80 ile RWK-76
hattindan elde edilmistir. En diisiik haploid tohum oran1 ise %1,28 Stock-6 hattindan elde
edilmistir.

Zararsiz ve digerleri (2019) in vivo maternal haploid teknigi kullanarak misir
bitkisinde katlanmis haploid bitkilerin indiiksiyon oranini incelemistir. Calismada toplam 7

donor ve indirgeyici hat olarak RWK-76xRWS hattt kullanilmistir. Sera sartlarinda
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gerceklestirilen ¢aligmada, ortalama haploid indiiksiyon orani %7,1 ile 12,8 arasinda
degismistir. Kolsisin uygulamasindan sonra seradaki fidelerin hayatta kalma oran1 %57,9
ila %77,6 olarak belirlenmis Ve tarlaya sasirtilma isleminden sonra bu bitkilerin %78,3 ila
%92,6'sinin  hayatta kaldigi saptanmistir. Dondr materyale bagli olarak maternal
kromozom katlanma oran1 %22,5 ila %48,3 arasinda degismistir. Ortaya ¢ikan haploid
indiiksiyon orani iizerine, kullanilan donér, indirgeyici hattin ve c¢evrenin etkili oldugu
ortaya konulmustur. Caligmada ortalama kromozom katlanma orani1 yapilan diger
caligmalardan elde edilen sonuglara gore daha diisiik oldugu bildirilmistir.

Nair ve digerleri (2020) dondrlarin haploid indiikleme orani iizerindeki etkisini, iki
iligkilendirme haritalandirma paneline ayrilmis toplam 671 tropik inbred hat kullanarak
analiz etmeyi amaglamistir. Bu iki iliskilendirme haritalama paneli (AMP1 ve AMP2) iki
farkli tropik indirgeyici hatt1i ile melezlenmistir. Haploid indiikleme oraninin
degerlendirmesi igin, indiiksiyon melezlerinden elde edilen tohumlar tarlaya ekilmis ve
hayatta kalan her bitkinin ploidi durumu, haploid ve diploid bitkiler arasindaki gorsel
farkliliklara dayali olarak degerlendirilmistir. Calismada SNP (Tek Niikleotid
Polimorfizmi) markor sistemi kullanilarak haploid indirgeme oranlari ile molekiiler
baglantist olan markdrler belirlenmistir. Haploid siniflamada SNP analiz sonuglarinin da

kullanilmas1 siniflama basarisini artirmistir.

2.3. Musir Islahinda In Vivo Maternal Haploid Teknigi ile Elde Edilen
Tohumlarin Haploid/Diploid Olarak Tammmlanmasi1 Ve Kromozom Katlanmasina
Yonelik incelenen Calismalar

Rober ve digerleri (2005) melez cesit 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 hatlar
elde edilemedigini belirtmistir. Bu bakimdan, in vivo maternal haploid bitkilerden
kromozom katlamasi yoluyla %100 homozigot genotip elde edilebildigini ve zaman
tasarrufu saglanacagini vurgulamstir.

Geiger ve Gordillo (2009) giliniimiizde gelistirilen katlanmig hatlarin  biiyiik
¢ogunlugunun in vivo haploid teknigi sayesinde elde edildigini vurgulamislardir. Haploid
bitki elde etme ¢aligsmalarinin kontrollii ortamda el ile yapilmasi tavsiye edilmistir. Haploid
bitki elde caligmalarinda indirgeyici hatlar tozlayici olarak kullanilmis ve donor olarak
kullanilan bitkinin koganlarinda haploid ve diploid tohumlarin olusmasini saglamiglardir.

Elde edilen tohumlar haploid ve diploid olarak tanimlandiktan sonra haploid olarak secilen
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tohumlar ¢imlendirilmis ve ¢imlenen tohumlara kolsisin ile muamele edilip kromozom
kromozom katlanmasiin gergeklesmesi saglanilmistir. Bu sayede %100 homozigot
katlanmis hatlar elde edilebilecegini bildirmisglerdir.

Chaikam ve Boddupali (2012) haploid tohumlarin diploid tohumlardan ayrilmasinin
in vivo haploid teknigini daha avantajli hale getirecegini, maliyet ve zaman tasarrufu
saglayacagint bildirmistir. Arastirmacilar R1-nj renk markori’niin tohum evresinde
haploidlerin diploidlerden ayirilmasinda siklikla kullanildigimi ve haploid tohumlarin
diploid tohumlardan ayrilmasmin ticari anlamda O©nemli avantajlar saglayacagini
savunmustur. Tarlaya sasirtildiktan sonra haploid bitkilerin diploid bitkilerden ayrimi ise,
haploid bitkilerin diploid bitkilere gore daha kisa ve dik yapraklara sahip olmas1 ve ¢igek
organlarinin kisir olmasina gore gergeklestirilebilecegi belirtilmistir.

Chaikam ve digerleri (2012) tohum ddneminde haploidlerin diploidlerden dogru
sekilde ayirilmasinin, isgilik, sera galismalar1 ve kullanilacak tarla alaninin azaltilmasi gibi
avantajlarinin oldugunu bildirmistir. Calismada genetik markdr sistemlerinden bagimsiz
olarak herhangi bir indiiksiyon ¢aprazinda kullanilabilen haploidlerin ve diploidlerin fide
ozelliklerine dayanan yeni bir haploid/diploid tanimlamasi yontemi Onerilmistir. Ayrica
KH 1slah tekniginde n kromozoma sahip haploid genomlarin kolsisin ile muamele edilip,
kendilenmesiyle 2n kromozoma sahip %100 saf hatlar elde edildigini belirtmistir.

Couto ve digerleri (2013) haploid tohumlar1 akis sitometrisi ile ayirmak ve bu
tohumlarin molekiiler igerigini morfolojik ve morfometrik 6zellikleriyle iligkilendirmek
igin yirttiikleri ¢calismada ayrica mikrosatellit molekiiler markorlerden de yararlanmustir.
Indirgeyici hat olarak W23 hatt1 ve dondr materyal olarak da P30F90 hatti kullanilmistir.
Tohum orneklerden haploid tohumlar embriyo ve tag bolgesindeki renklenmeye gore goz
ile ayrilmistir. Ayrilan 6rnekler tohum morfolojisi, tohum morfometrisi ve niikleer DNA
icerigine gore karakterize edilmistir. Sitometri analizleri tanimlanan haploidlerin hepsi
kiicik boyutlu, kirilgan yapraklart olan bitkiler olarak tespit edilmistir. Haploid
tohumlarinin agirligi, uzunlugu, kalinligr ve genisligi ¢ok degiskenlik gdstermis olup, bu
morfometrik 6zelliklerin haploid tohumlarmin goérsel se¢imi i¢in giivenilir veri
olusturmadigin1 ortaya koymustur. Ayrica mikrosatellit molekiiler markorlerin, haploid
tohumlarin dogrulanmasinda etkili oldugu kanitlamistir.

Junxiong ve digerleri (2011) haploid tohumlarin BPNN modeline gére tohum
goriintiilerinden yararlanarak haploid ve diploid tohumlarin ayrimi i¢in bir arastirma
yiritillmiistiir. Yapilan ¢alismada renk 6zelliklerine gore, misir tohumu goriintiileri mor

alan, sar1 alan ve beyaz alan olmak iizere ii¢ renk desenine ayirilmistir. RGB ve HSV renk
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araliklarinin farkli renk oOzellikleri analiz edilmis ve bilgisayar destekli BPNN modeli
olusturulmustur. Model mor isaretli alan igin %97,61, sar1 alan igin %93,34 ve beyaz alan
i¢in %94,09' lik bir dogruluk orani saglamistir. BPNN modeli ile mor isaret alanin haploid
tohumlarin ve hibrit tohumlarin tanimlanmasinda etkili ve giivenilir oldugu saptanmustir.

Melchinger ve digerleri (2013) in vivo haploid indiiksiyonundan sonra haploid
tohumlarin hizli ve gilivenilir bir sekilde tanimlanmasi gerektigini vurgulamistir.
Aragtirmacilar haploid tohumlarin diploid tohumlardan ayirt edilmesi i¢in yiiksek yag
igeren indirgeyici hat kullanilmasi sonucu elde edilen tohum &rneklerinde yag i¢erigindeki
farkliliklara dayanan alternatif bir yontem Onermislerdir. Bu yaklasim misirda Katlanmig
haploid teknolojisinde yeni atilim olmus ve diinya ¢apinda herhangi bir misir tohumu igin
uygulanabilir oldugu 6ne stiriilmiistiir.

Zhang ve digerleri (2013) in vivo katlanmis haploid tekniginde, embriyonun
karakteristik Ozelliklerini ortaya c¢ikarmak igin bir goriintii bolitlendirme yontemini
Oonermigtir. R1-nj genetik markoriinii tagiryan misir tohumlarinin embriyo goriintiileri
cikartlmistir. Misir tohumlarinin hizli bir tanima algoritmasini olusturmak i¢in embriyo
bolgesindeki RGB renk araliklari ¢ikarilmis ve her tohum igin R1-nj piksellerinin sayisi
hangi smiflandirmaya ait oldugunu degerlendirmek i¢in sayilmistir. Calismada materyal
olarak kullanilan LC9124-UH400 muisir tohumlar1 i¢in dinamik smiflandirma testi
sonucunda haploid tohumlar i¢in dogru tanima oraninin %98,04 olarak bulunmustur.

Liu ve digerleri (2015) haploid misir tohumlarmi goriintii tanima teknolojisine
dayanarak tanimlamak i¢in goriiniir (VIS) bolge spektroskopisi ve destek vektor
makinelerini (DVM) kullanmistir. Arastirmada 9 genotipten 141 haploid ve 141 diploid
tohum olmak {izere tohumlarin ayri ayri gecirim spektrumlarini, taginabilir bir UV-Vis
spektrometresi kullanarak toplanmistir. Ham spektral veriler, diizgiinlestirme ve vektor
normallestirme yontemleri kullanilarak 6n islemden gecirilmis olup istenen &zellikteki
dalga boylar1 Kolmogorov-Smirnov testinin sonuglarina gore secilmistir. Bu islem
sonrasinda olusturulan modelin ortalama dogru tanimlama orami %92,06 ¢ikmistir. Bu
sonu¢ haploid musir tohumlarin1 tanimlamak i¢in VIS  spektroskopisinden
yararlanilabilecegini gostermistir.

Qin ve digerleri (2016) tarafindan yiiriitiilen ¢alismada haploid misir tohumlarini
tamimlamak i¢in microNIR-1700 serisi minyatiir yakin kizilotesi spektrometre
kullanilmigtir.  Yakin kizilotesi  spektroskopisi (NIRs) ile yansima ve gecirgenlik
modlarinda kaydedilen verilerle olusturulan modellerin dogru tanima oranlar

hesaplanmistir. Yapilan Olgiimlerde yansitma modunda almman ol¢iimler i¢in, embriyo
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pozisyonlarina bakilmaksizin ortalama tanima orant %60'm altinda ¢ikmistir. Ancak
gecirgenlik modunda ortalama tanima orani %93,2 seviyelerine ulagmistir. Yapilan ¢alisma
sonuglari, yansima verilerine dayali yanima oraninin embriyo pozisyonundan ciddi sekilde
etkilendigini, buna karsin gegirgenlik modunda embriyo pozisyonunun tanima orani
tizerinde daha az etkili oldugunu gdstermistir.

Boote ve digerleri (2016) R1-nj renk markeri kullanilarak haploid misir tohumlarin
ayrimi i¢in floresan mikrospektroskopisi ve goriintiilemeye dayali yeni bir floresan bazli
yontem gelistirmiglerdir. Embriyonik bolgede renklenme gosteren diploid tohumlarin
floresan tepkisinin diisiik yogunlukta oldugu ve embriyo bdlgesinde renklenme olmayan
haploid tohumlarin ise floresan tepkisinin daha yliksek oldugu tespit edilmistir. Bu yontem
ile karisik bir 6rnekte haploid tohumlar1 ayirmak i¢in floresan goriintiilere yogunluk ve
alan esikleri uygulanmis %80'in iizerinde siniflandirma basarisi elde edilmistir. Floresan
goriintiilemenin, tohum ayrim i¢in kullanilan mevcut teknolojilerle birlestirildiginde
yiiksek verimli siniflandirma potansiyeli ile bu amagcla kullanilabilecek bir alternatif haline
getirilebilecegi One siirtiilmiistiir.

Fuente ve digerleri (2017) videometerLab 3 sistemini kullanarak haploid tohumlarin
tanimlanmasi i¢in yaptig1 ¢alismada dondr olarak 6 kendilenmis hat ve indirgeyici olarak
RWS/RWK-76 hattin1 kullanmistir. Her hat igin bir tohum olacak sekilde 6rnekler el ile
siralanmis ve VideometerLab 3 sistemi kullanilarak, haploidler ve diploidler arasinda
ayrim yapmak i¢in spektral goriintiileme tekniginden yararlanilmistir. Test edilen tohumun
haploid/diploid olma durumunu dogrulamak ig¢in DNA isaretleyicileri kullanilmistir.
Calisma sonucunda haploid olarak tanimlanmasi amaciyla %50°nin iizerinde bir dogruluk
orani saglanmistir.

Wang ve digerleri (2018) diploid ve haploid misir tohumlarinin yiiksek dogruluklu
bir tanimlama modelini olusturmak amaciyla LSTM-CNN algoritmas1 ve optimum dalga
boyu se¢imine dayanan bir teknik kullanmislardir. Olusturulan model, 862,9-1704,2 nm
spektral bolgesinde 256 dalga boyununda tohum goriintiilerini toplamis ve yiiksek
giirtiltiili dalga bandi araliklart LTSM teknigi kullanilarak uzaklastirtlmistir. Optimum veri
dalga band1 araliklari, konvoliisyonel sinir aglar1 (CNN) ile belirlenmistir. Derin 6grenme
ve hiperspektral goriintiileme teknolojisine dayanan g¢alismada %97'ye varan dogruluk
degerine ulasilmustir. Onerilen modelin haploid misir tohumlarini tanimlamasi amaciyla
basari ile kullanilabilecegi rapor edilmistir.

Altuntas ve digerleri (2018) haploid ve diploid misir tohumlarini goriintii isleme

teknikleri ve destek vektor makineleri kullanarak siniflandiracak bir yontem Onermistir.
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Onerilen yontemin basarist 10 kat capraz dogrulama ydntemi ile sianmistir. Bu test
sonucunda haploid misir tohumu siniflandirma basar1 oran1 %94,25 diploid misir tohumu
siiflandirma basar1 orani ise %77,91 olarak tespit edilmistir. Haploid ve diploid misir
tohumlarmin smiflandirilmasinda embriyo ve endosperm bolgelerinden ¢ikarilan
Ozniteliklerin siniflandirma basarisi agisindan dogru ve yeterli oldugu degerlendirilmistir.

Altuntas ve digerleri (2019a) tarafindan yiiriitiilen baska bir ¢alismada haploid ve
diploid msur tohumlarin1 otomatik olarak siniflandirmak i¢in konvoliisyonel sinir aglari
(CNN) kullanilmistir. Tohumlarin siniflandirilmasi i¢in AlexNet, VVGNet, GooglLeNet ve
ResNet teknikleri uygulanmigtir. 1230 haploid ve 1770 diploid misir tohumu
goriintiilerinden olusan bir veri seti kullanilarak siniflandirma analizleri yapilmstir.
Tohumlar, R1-nj antosiyanin markorii dikkate alinarak smiflandirilmistir.  CNN
modellerinin basarisint dlgmek i¢in, karigiklik matrisine dayali olarak hesaplanan
dogruluk, duyarlilik, 6zgiilliik, kalite endeksi ve F-skoru gibi ¢esitli performans oSlgiileri
kullanilmigtir. Calismada CNN modelleri umut verici sonuglar vermis ve VGG-19 ile en
verimli sonuglar elde edilmistir. Vgg-19'un dogrulugu, duyarhiligi, ozgilligi, kalite
indeksi ve F-skoru sirasiyla %94,22, 94,58%, 93,97%, 94,27%, ve %93,07 olarak
Olciilmiistiir. CNN modellerinin haploid misir tohumlarini tanimada yararli bir arag
olabilecegi kanitlanmistir.

Altuntas ve digerleri (2019b) 3000 musir tohumu ile yiiriittiikleri caligmada bilgisayar
O0grenmesine dayali bir yontem ile haploid ve diploid tohumlar1 siniflandirmistir. Misir
tohum embriyolar1 k-ortalamalar kiimeleme metodu ile boliitlenmistir. Her renk kanali i¢in
ilk dort dereceden RGB, HSV ve Lab renk uzaylarinda renk momentleri ¢ikarilmistir. Her
renk uzay1 i¢in 12 6znitelik kullanilmistir. Elde edilen 6znitelikler destek vektor makinesi
yontemi ile modelleme islemine tabi tutulmustur. Daha genel sonuglar elde edebilmek igin
10-kat ¢apraz dogrulama yontemi 20 kez tekrar edilmistir. En iyi performans %87,03
dogruluk, %80,15 duyarlilik ve %93,00 o6zgiinliik degerleriyle Lab renk uzayinda

Olgiilmiistiir.
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BOLUM 3
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Calismada indirgeyici hat olarak CIMMYT’ten temin edilen CIM2GTAIL-P2 hatti
ve AGROMAR Marmara Tarim Uriinleri A.S’den temin edilen RWK-76XRWS hatlari
kullanilmistir. Dondr olarak kullanilan materyaller ise (DNR1901, DNR1904, DNR1905)
AGROMAR Marmara Tarim Uriinleri A.S’den temin edilmistir. Calismada kullanilan
materyaller hakkinda genel bilgiler Tablo 1’de sunulmustur.

Tablo 1

Tez ¢aligmasinda kullanilan bitkisel materyaller

Genotip Adi/Kodu Niteligi Temin Edildigi Yer
DNR1 Donor hat AGROMAR A.S.
DNR4 Donér hat AGROMAR A.S.
DNR5 Donér hat AGROMAR A.S.
RWK-76xRWS Indirgeyici hat AGROMAR A.S.
CIM2GTAIL-P2 Indirgeyici hat CIMMYT

3.1.1. Denemenin Kurulmasi ve Uygulama Aasamalari

Deneme (2019-2020) sonbahar-kis sezonunda Canakkale ilinde COMU Ziraat
Fakiiltesi Ciftligi Bitkisel Uretim Arastirma ve Uygulama Birimi ile Bursa Ili Karacabey
ilgesinde bulunan AGROMAR A.S.’nin arastirma deneme alanlarinda sera kosullarinda 2
ayr1 deneme olarak es zamanl yiiriitiilmiistiir. Canakkale lokasyonunda CIMMYT ten
temin edilen hat ile indiiksiyon yapilirken Karacabey lokasyonunda ise AGROMAR
A.S’den temin edilen hat ile indiiksiyon islemi yapilip KHp tohumlar elde edilmistir.
Caligmada materyal olarak kullanilan dondr genotipler indirgeyici hatlarla kontrollii
tozlama yontemleri kullanilarak melezlenmistir. Melezlenen bitkilerden elde edilen KHO
tohumlardan ¢ farkli yontem kullanilarak haploid tohumlar ayirilmistir. Ayrilan
tohumlarda CIMMYT tarafindan 6nerilen kok ucunun kesilmesi ile kolsisin ¢ozeltisinin
uygulanmasi ve Zabirova ve digerleri (1996) tarafindan onerilen fide olustuktan sonra bitki
sapina kolsisin kimyasali enjeksiyonu yontemlerine dayali iki farkli kromozom katlama
islemi gerceklestirilmistir. Kromozom katlamaya tabi tutulan tohumlar tarlaya sasirtilmstir.
Bu bitkiler sap renklenmesine gore gorsel olarak haploid/diploid olarak kayit altina

alimmistir. Calisma 3 ana asama olarak yiiriitiilmiistiir. Sekil 5’te bu sathalar belirtilmistir.
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Caligmanin uygulama sathalar1 ile ilgili detayli bilgiler ise bagliklar halinde yontem

kisminda sunulmustur.

+Kok ucu kesme ile
kromozom katlanmasi
+Sinnga ile kromozom

+*KHO tohumlarin elde
edilmesi

2. Asamal

*Goz ile ayirma

* Goriinti verilerine gore katlanmaasi
ayirma -KH1 bitkilerin
+Spektral verilere gore tanimlanmasi

ayirma

1. Asama 3. Asama

Sekil 4. Calismanin uygulama asamalari

3.2. Yontem

3.2.1. Birinci Asama: KHy Tohumlarin Elde Edilmesi

Dondr hatlar ile indirgeyici hatlarin melezlenmesi ve KHy tohumlarinin elde edilme
islemi COMU Ziraat Fakiiltesi Ciftligi, Bitkisel Uretim Uygulama ve Arastirma biriminde
ve AGROMAR Marmara Tarim Uriinleri A.S’de bulunan tam otomasyonlu sera sartlarinda
geceklestirilmistir. Bitkilerin ¢iceklenme zamanlarinin denk gelmesi i¢in indirgeyiciler 3
ayrt grup halinde 7’ser giin araliklarla ¢imlendirilip saksilara sasirtilmistir. Ekilen
materyaller c¢iceklenme zamanina geldiginde her bir indirgeyici hat baba olarak
kullanilmak suretiyle her dondr genotipe ait bitki ile tozlama islemi gerceklestirimisr.
Tozlama isleminde indirgeyici hatlarin tepe piiskiillleri polen vermeye bagladiginda, tepe
puskiilii kagidi ile kapatilmistir. Dondr bitkilerin kendilerinden toz almalarini 6nlemek igin
tepe piskilleri goriindiigiinde kesilerek uzaklastirilmis ve kocan piiskiilii ¢ikmadan
kontrolsiiz tozlanmay1 6nlemek icin kocan siirgiinleri kocan kagidi ile koruma altina
alimmistir (Kahriman, 2016). Kogan siirgiinii koruma altina alinan dondr bitkilerin kocan
puskiilii yeterince gelisen bitkilere indirgeyici hatlardan toplanan tozlar kontrollii sekilde
dagitilmistir. Bu sekilde elde edilen KHq bitkiler fizyolojik oluma ulasana kadar gerekli
tarimsal islemler uygulanarak koganlar1 hasat edilmistir. Hasat edilen koganlar tanelenip ve
laboratuvar ortaminda haploid tohumlarin ayrilmasi amaciyla ii¢ farkli yontem kullanilarak

siniflandirilmastir.
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Sekil 5. Sera kosullarinda kontrollii tozlama islemi

3.2.2 ikinci Asama: Tohumlarin Haploid/Diploid Olarak Simiflandirilmas:

Bu asamada COMU Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimii’ne ait laboratuvarlarda
gergeklestirilmistir. Bu kapsamda, indirgeyici hat ile donor bitkilerin melezlenmesi sonucu
elde edilen tohumlarmin ayrilmasi amaciyla li¢ yontemden yararlanilmigtir. Bu

yontemlerin uygulanma asamalar1 asagidaki gibidir.

Goz ile Ayirma

Bu yontemde indirgeyici hatlarla melezlenen dondr bitkilerden elde edilen KHg
tohumlar laboratuvar ortaminda géz ile siniflandirilimistir. Haploid olan ve olmayan
tohumlarin ayriminda eger incelenen tohumun yalnizca tag bolgesinde renklenme var ise
bu tohum haploid olarak kabul edilmis, hem ta¢ bdlgesi hem embriyo bdolgesinde
renklenme var ise bu tohum diploid olarak kabul edilmistir, hi¢ renklenme yok ise tip dist
(bulasik) tohum olarak degerlendirmeye alinmistir. G6z ile ayrilan tohumlar KH; bitkiler
elde edilinceye kadar birbirine karismamasi i¢in kodlanarak daha sonrasida tohum bazl
veriler alinmistir. Calismizda kontrollii tozlama yontemleri kullanildigindan bulasik tohum

gozlenmemistir.

4

Haploid Diploid

Sekil 6. Haploid/diploid misir tohumlarinin embriyo renklenmesine gore goz ile ayrimi
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Gériintii isleme fle Ayirma

Goriintii isleme yolu ile ayrim Altuntas ve digerleri (2018) tarafindan Onerilen
yontem {lizerine bazi revizyonlar yapilarak gergeklestirilmistir (Sekil 7). Her genotip i¢in
g0z ile secilen KHp tohumlar her bir genotip icin embriyolar1 yukarida olacak sekilde ve

50’serli gruplar halinde masaiistii tarayict (HP Scanjet) ile goriintiileri alinmustir.

Sekil 7. Tohumlardan alinan goriintiiler

Tohumlardan alinan goriintiilerde embriyo ve endosperm bdlgelerinin R, G, B
kanallarimin piksel degerlerinin toplam piksel degerine boliinmesi ile hesaplanmustir.
Alinan bu goriintiiler 6nce boliitleme, daha sonra 6z nitelik ¢ikarimi ve son olarak destek
vektor makineleri (DVM) yontemi kullanilarak siniflama islemine tabi tutulmustur.
Siniflama isleminde haploid tohumlar ile diploid tohumlar1 ayiran bir hiper diizlemin
belirlenmesi amaciyla ¢ekirdek fonksiyonu olarak radyal tabanli fonksiyon kullanilmistir.
Bu analizlere ilaveten R, G, B kanallarindaki degerlerin siniflamaya etkisi belirlemek ve
siir degerleri tespit etmek amaciyla Siniflama ve Regresyon Agaci (SRA) yonteminden
yararlanilmistir. Bu analizlerde bagimli degisken olarak bagslangic ve son siniflama
degerleri ayr1 ayr1 atanmis ve bagimsiz degiskenler ise tiim tohuma ait R, G, B kanallar1 ile
embriyo bolgesine ait R, G, B kanallarina ait veriler kullanilmistir. Goriintii isleme ile ilgili

hesaplama ve siiflama analizleri R programinda gerceklestirilmistir (R Core Team, 2019).
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NIR Spektroskopisi ile Ayirma

G0z ile ve goriintii isleme yolu ile siniflamada kullanilan her bir tohumdan ayr1 ayri
1200-2400 nm arasinda her bir nm dalga boyunda tohumlarin embriyo yoniinden spektral
veriler alinmigtir. Bu amagcla NIR spektroskopi cihazinda (Spectrastar 2400D, Unity
Scientific, USA) tek tohum Ol¢iimiine uygun olan 6zel bir kap kullanilmigtir. Alinan
spektral veriler tohuma verilen kod ile kayit altina alinmistir. Bu spektral veriler
tahminleyici degisken olarak, g6z ve goriintii isleme yolu ile gruplandirilan tohumlarin
siniflama verileri (haploid, diploid olma) ise bagimli degisken olarak kullanilmak suretiyle
destek vektor makineleri (DVM) siniflama yontemiyle tahmin modelleri olusturulmustur.
Spektral verilere dayanarak olusturulan modelin dogru siniflama oran1 kalibrasyon setinin
disinda bulunan 6rneklerden alinan spektrumlarin modele uygulanmasi sonucu elde edilen
sonuclarin, bu Orneklere ait gercek simif degerleri ile karsilagtirilmasi vasitasiyla
belirlenmistir. Spektral verilerin analizinde R paket programi (R Core Team, 2019)

yazilimi kullanilmastir.

3.2.3. Uciincii Asama: Kromozom Katlama Yontemleri Ve KH; Bitkilerin
Tarlada Yetistirilmesi ile Yanhs Simiflandirilan Bitkilerin Tespiti

Bu asamada in vivo haploid tekniginde kromozom katlama islemi iki farkli yontem
ile uygulanmistir. Bu iki yontem temel olarak kromozom katlamaya sebep olan
kimyasallarin uygulanma big¢imleri bakimindan farklilik gosteren tekniklerdir. Kromozom
katlama islemi, KH; bitkilerin yetistirilmesi ve haploid/diploid tohum siniflamasinin kayit
altina alinmas1 AGROMAR Marmara Tarim Uriinleri A.S’nin misir 1slah istasyonunda

gerceklestirilmistir.

Kok Ucu Kesme Yontemi ile Kromozom Katlanmasi

Bu yontem CIMMYT tarafindan Onerilen ve yaygin olarak bilimsel caligmalarda
karsilasilan in vivo haploid teknigidir (Prassana ve digerleri, 2012). Indirgeyici
genotiplerle melezlenen donor bitkilerden elde edilen haploid tohumlarin yarisi kod
numaralarina gore karigmayacak sekilde 25 °C’de 7 giin boyunca ¢imlendirilme dolabina
konulmustur. Cimlenen haploid tohumlarin kék uglart 2-3 cm bistiiri yardimu ile kesilerek
%0,06 kolgisin ve %0,05 DMSO (dimetil sulfoksit) bulunduran soliisyonunda 12 saat
boyunca kolgisin tankinda bekletilmistir (Sekil 8). Bu inkubasyonun ardindan alinan
fideler tohum kodlarindaki sira dikkate alinarak viyollere aktarilmistir. Fideler aligma

evresini gegirene kadar sera sartlarinda tutulmustur. Bu uygulama esnasinda y6ntemin
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basarist ile ilgili hesaplamalarda kullanilmak {izere ¢imlenen tohum sayisi kayit altina
alinmig, ¢imlenmeyen tohumlarla ilgili de kayit alinarak sasirtma asamasinda ¢imlenme
durumuna gore parsellere sagirtma iglemi gergeklestirilmistir. Diploid tohumlar da haploid
tohumlarla es zamanl olarak ¢imlendirilerek ve katlama islemi uygulamaksizin fide

olusumundan sonra tarlaya sasirtilmistir

Sekil 8. Kok ucu kesme islemi kromozom katlama

Siringa ile Bitki Sapina Enjeksiyon Yontemi ile Kromozom Katlanmasi

Bu yontem Zabirova ve digerleri (1996) tarafindan gelistirilmis olup, CIMMYT
yonteminden farkli olarak haploid bitkilerin kromozom sayilarinin katlanmasi asamasinda
yapilan islem bakimindan farklilik gostermektedir. Indiiksiyon melezlemesine tabi tutulan
dondr bitkilerden elde edilen geriye kalan 50 haploid tohum verilen kodlar karismayacak
sekilde viyollere ekilmistir. Bitkiler 2-3 yaprakli doneme geldiginde, 100 mikrolitre
9%0,125 kolsisin ve %0,5 DMSO karisimindan olusan kromozom katlama soliisyonu 1
ml’lik steril siringa ile enjekte edilmistir (Vanous ve digerleri (2017). Enjeksiyonun
ardindan bitkiler tarlaya sasirtilacak asamaya gelinceye kadar sera sartlarinda
yetistirilmistir (Sekil 9). Bu uygulama esnasinda yontemin basarisi ile ilgili hesaplamalarda
kullanilmak {izere hayatta kalan bitki sayis1 kayit altina alinmistir. Diploid tohumlar da
haploid tohumlarla es zamanli olarak ¢imlendirilmis ve katlama islemi uygulamaksizin

fide olusumundan sonra sasirtilmistir.

Sekil 9. Bitki sapina kolsisin enjeksiyonu
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3.2.4 Yanhs Siniflandirilan Bitkilerin Tespiti

Son olarak, KHy tohumlardan katlama islemi uygulanan fideler ile diploid olarak
ayrilan tohumlardan elde edilen fideler tarlaya sasirtilmistir. Sasirtma isleminde, tohum
kodlarma gore haploid ve diploid tohumlardan elde edilen 5 metrelik 2 siral1 alt parsellere
tohum kodlarina gore sirali olarak tarlaya aktarilmistir. Tarla denemesinde giibreleme ve
sulama islemlerinin yani sira ihtiyag duyulmasi halinde golgelendirme vb. gibi
uygulamalar Prasana ve digerleri (2012) tarafindan Onerilen yoOntemlere gore
gerceklestirilmistir. Uygulanan katlama isleminin basarisi ve tohumluk siniflamada
kullanilan yontemlerin ayrim basarilarinin dogrulamak amaciyla tarla yetistirilen bitkilerde

sap renklenmesine haploid/diploid bitkiler kayit altina alinmistir (Sekil 10).

Sekil 10. KH; bitkilerin yetistirilmesi

3.2.5. Verilerin Degerlendirilmesi
Haploid tohumlarin sayilar1 ve KHj bitkilerin durumuna gore katlama isleminin
basaris1 Zararsiz ve digerleri, (2019) tarafindan Onerilen asagidaki 3.1, 3.2, 3.3, 3.4

numarali formiillere gore tespit edilmistir.

Haploid Indirgene Orami (HI0) = (%)x 100 3.1
Haploid Cimlenme Orami (HCO) = (Hapmid ;oo’;izl;a;;g;::;ezzzﬁ Z;:Ohumlar) x100 3.2
Canli Kalan Fide Orani (CKFO) = (Kolsiijil;;2i7aii22 ‘;Cilgelsslaym) x 100 3.3
Canli Kalan Bitki Orani (CKBO) = (C;l;lllrl:;ila:;;t:;zg;sl) x 100 3.4

Calismadan elde tohum ayrim sonuglarma iliskin smiflama degerleri asagidaki

tabloda sunulan martise dayal olarak 3.5, 3.6, 3.7, 3.8, 3.9, 3.10, 3.11, 3.12, 3.13 numarali
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formiillere gore degerlendirilmistir. Bu istatistikler R paket programinin (R Core Team,

2019) caret paketi kullanilarak hesaplanmustir.

Tablo 2
Siniflama sonuglarina iligkin istatistiklerin hesaplandigi karsmasiklik martisi
Gergek Grup
Model Tahmini Haploid Diploid
Haploid A B
Diploid C D
Duyarlhilik = - (3.5)
uyarhilik = — :
A D
Ozgullik = T (3.6)
A+C
Yaygmllk = 1 (37)
Pozitif Tahmin Degeri (PTD) = T Ll e i (3.8)

((Duyarltiik)xYayginlik)+((1-0zgiillik)x(1-Yaygwnlik))

Negatif Talmin Degert (NTD) = e e sorormmity - (3)
Tespit Orani = . (3.10)
Tespit YayginligL = A% (3.11)
Dengelenmis Dogruluk = Duyarllllk2+02giilliik (3.12)
Dogruluk = Jﬁ (3.13)
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Donér Materyallerin Indirgeyicilerle ve Katlama Yontemleri ile Etkilesimi

Yiiriitillen arastirmada indirgeyici hatlarla olusturulan melezlere iliskin haploid
indirgenme oranlar1 Tablo 3’te sunulmustur. Indirgeyici genotiplerin haploid indiikleme
oranlar1 dondrler arasinda degisiklik gostermistir. HiO’lart %9,2 ile %16,1 arasinda
degismistir. En diisiik indiikkleme oran1 CIM2GTAIL-P2 indirgeyici hatt1 ile indiiklenen
DNRI1 hattinda gozlemlenmistir. En yiiksek haploid indiikleme orani %16,1 ile RWK-
76XRWS hatt1 ile indiiklenen DNRS5 genotipinde tespit edilmistir. RWK-76XRWS hattinin
indiikleme potansiyelinin CIM2GTAIL-P2 hattindan daha iyi oldugu gozlemlenmistir.
CIM2GTAIL-P2 yeni sayilabilecek indirgeyici hatlardan ve iilkemizde ilk defa bir
calismada kullanilmasina ragman indiikleme orani1 orta seviyede sonug¢ vermistir.

Yine iilkemizde Sakarya lokasyonunda farkli indirgeyici hatlarinin indiikleme
oranlarina yonelik yapilan bir baska calismada da RWS x RWK-76 hattinin HIO oram
yiiksek (%19,50) bulunmustur (Cengiz ve Korkut, 2020).

Tablo 3
Haploid indirgenme oranlari

CIM2GTAIL-P2 RWK-76xRWS
DNR1 %9,2 %10,5
DNRA4 %13,8 %10,4
DNR5 %9,7 %16,1
Ortalama %10,6 %12,3

KH, tohumlarin kromozom katlama yontemlerine gore haploid ¢imlenme oranlari
Tablo 4’te sunulmustur. Haploid ¢imlenme oranlar1 materyal olarak kullanilan dondrden,
kromozom katlama yonteminden ve indirgeyici hatlardan farkli sekillerde etkilendigi
gozlemlenmistir. Elde edilen sonuglara gore haploid ¢imlenme oranlart %64 ile %100
arasinda degismistir. Genel haploid ¢imlenme ortalamasi ise %84,5 olarak saptanmistir.
Ulkemizde farkli dondr genotiplerinin haploid ¢imlenme oranlarmin tespit edildigi baska
bir ¢alisma da dondr hatlarin haploid ¢imlenme oranlarinin ortalamasi %81,8 bir oran ile

benzer sonug vermistir (Zararsiz ve digerleri, 2019).
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Tablo 4
Haploid ¢imlenme oranlari

Yontem 1 (Kok ucu kesme) Yontem 2 (Sapa enjeksiyon)
CIM2GTAIL-P2 RWK-76xRWS CIM2GTAIL-P2 RWK-76xRWS
DNR1 %80 %77 %85 %388
DNR4 %100 %98 %76 % 93
DNR5 %64 %93 %88 %72
Ortalama %81 %89 %83 84

Kromozom katlama isleminin ardindan canli kalan fide oranlar1 Tablo 5’da
izlenmektedir. Kromozom katlanmasi isleminin ardindan canli kalan fide oranlar literatiir
taramasinda tespit edilen oranlarlarin stiinde oldugu gozlenlenmistir. Kromozom
katlanmasinin ardindan ortalama canli kalan fide orami CIMMYT yonteminde %060,
Zabirova yonteminde ise bu oran %95’in {izerinde tespit edilmistir. Yapilan benzer baska
bir ¢alisma da haploid tohumlarin kok ucunun kesilmesine ile kromozom katlanmasinin
ardindan canli kalan fide oraninin diisiik seviyelerde oldugu rapor edilmistir (Zararsiz ve
digerleri, 2019). Kromozom katlamasinin ardindan CIMMYT metodunun Zabirova
metodundan daha fazla 6liim oranina sahip olmasinin nedeni ¢imlenen tohumlarinin kok
ucu ve bitki ucunun kesildikten sonra kolsisin ile muamele edilmesinin ardindan tahrip

oldugu diisiiniilmektedir.

Tablo 5
Canli kalan fide oranlari
Yontem 1 (Kok ucu kesme) Yontem 2 (Sapa enjeksiyon)
CIM2GTAIL-P2 RWK-76xRWS CIM2GTAIL-P2 RWK-76xRWS
DNR1 %56 %85 %100 %388,8
DNR4 %58 %63 %100 %100
DNR5 %47 %56 %100 %100
%53,7 %68 %100 %96,3

Fidelerin tarla sasirtilmasinin ardindan tarlada canli kalan bitki oranlar1 Tablo 6’de
gosterilmistir.  Fideler tarlaya sasirtilmast genel misir ekim islemlerine gore
gerceklestirilmis olup belli araliklarla sulama islemi gergeklestirilmistir. Ttim donérlerde
canli kalan bitki oranlarinda yine Kok ucu kesme metodunun CIMMYT metodundan daha

lyi sonu¢ verdigi gozlemlenmistir. Tarla sartlarinda canli kalan bitki oranlarinda en iyi
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sonug veren genotip Zabirova (1996) tarafindan Onerilen bitki sapina enjeksiyon metodu

ile kromozom katlanmasi gergeklestirilen DNR1 genotipinde gézlemlenmistir.

Tablo 6

Canl1 kalan bitki oranlari
Yontem 1 (Kok ucu kesme) Yontem 2 (Sapa enjeksiyon)
CIM2GTAIL-P2 RWK-76xRWS CIM2GTAIL-P2 RWK-76xRWS

DNR1 %388 %100 %100 %2100

DNRA4 %60 %82 %100 %85

DNR5 %87 %100 %90 %92

Ortalama %78 %94 %96 %92

4.2. Haploid/Diploid Tohumlarin Ayrim Yontemlerinin Karsilastirilmasi

4.2.1. Goz ile Haploid ve Diploid Tohumlarin Ayrim

Dondr materyallerin indirgeyici hatlarla melezlenmesinden sonra elde edilen KHg
tohumlarin haploid ve diploid olanlarin goz ile siniflamasina iliskin sonuglar Tablo 8’de
sunulmustur. Bu tabloya gore ilk yapilan siniflamada toplam 300 adet diploid tohumdan 13
adedinin yanlis olarak siniflandig1 anlasilmaktadir. Goz ile ayrim metodunda toplam 245

adet haploid tohumun ise 55 adedinin aslinda diploid goriilmektedir (Tablo 7).

Tablo 7
GOz ile yapilan ayrima dayali olarak diploid ve haploid tohumlarin baslangi¢ ve son
siniflama durumlarina ait DVM modelinden elde edilen karmasiklik matrisi

Baslangi¢c Siniflamasi

Son Simflama Haploid Diploid
Haploid 190 13
Diploid 55 287

GOz ile ayrim ve sonrasinda bu smiflanan tohumlarin tarlada yetistirilmesi ile
gercek siiflarimin belirlenmesinin ardindan bu siniflama degerlerine iliskin degerlendirme
istatistikleri Tablo 8’da sunulmustur. Bu tabloya gore goz ile yapilan siniflamanin %87,52
dogruluga sahip oldugu goriilmektedir. Bu siniflamada pozitif siif haploid tohumlar
olarak atanmistir. Haploid tohumlarin dogru siniflama oran1 %93,59 iken diploid
tohumlarin %83,91 oldugu izlenmektedir (Tablo 8). Toplam haploidler arasindan dogru
smiflanan haploidleri gosteren duyarlilik degeri %77 iken toplam diploidler arasindan
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dogru simiflanan diploid verilerini yansitan 6zgiilliikk degeri %95 olarak tespit edilmistir.
Haploid tohumlarin diploid tohumlardan ayirmada goz ile ayrim siklikla kullanilsa da
uzman kisiler tarafindan yapilmadigi siirece yanlis sonu¢ verme olasiligl yiiksektir.
Yapilan literatiir taramasinda bu yontemin siniflandirma etkinligini diisiirdiigii yiiksek
dogrulukta bir siniflandirma yoluna ihtiya¢ oldugu belirtilmistir. Dang ve digerleri (2012)
g0z ile yapilan siniflamada yapilan hatali ayrimin daha ¢ok donér materyalin indirgeyici
hattan kaynaklanan pigmentasyonu yeterli diizeyde goéstermemesi ya da bu pigment
olusumunu engelleyen bir genetik yapiya sahip olmasina baglamistir. Aragtirmamizda gz
ile yapilan baslangic siniflamasinda haploid olarak ayrilan tohumlardan diploid bitkiler
elde edilmesi baglangic smiflamasinda pigmentasyon yetersizliginden kaynaklanan

nedenlere baglanabilir.

Tablo 8

Haploid ve diploid tohumlarin goz ile yapilan baslangi¢ ve son gruplama verilerine dayali
olarak olusturulan DVM modellerinin siniflama bagarisint gosteren degerlendirme
istatistikleri

Degerlendirme Istatistigi Model Sonucu
Duyarhhk 0,7755
Ozgiilliik 0,9566
Pozitif Tahmin Degeri 0,9359
Negatif Tahmin Degeri 0,8391
Yayginhk 0,4495
Tespit Oram 0,3486
Tespit Yayginhgi 0,3724
Diizeltilmis Dogruluk 0,8660
Dogruluk 0,8752

4.2.2. Goriintii Verilerine Dayali Haploid ve Diploid Tohumlarin Ayrim

Gorlintli verilerine dayali olarak yapilan siniflamada masa iistii tarayicidan alinan
tohum resimleri ayr1 ayri {i¢ banttaki goriintiileri elde edilmistir. Her dondriin indirgeyici
hatlarla melezlerine ait 6rnek goriintiiler Tablo 9’da gosterilmistir. Gozle net bir ayrim
olmamasma ragmen kirmizi (R) mavi (B) bantlara iliskin goriintiilerde antosiyanin

renklenmesine bagli bolgelerin daha belirgin oldugu sdylenebilir.
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Tablo 9
Donorlerin son siniflamasima gore haploid ve diploid tohumlarin farkli bantlardaki
gorlntiilerine d6rnekler
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Donér materyallerin indirgeyici hatlarla tozlanmasinin ardindan elde edilen
tohumlarin ilk siniflanma sonuglarinin bagimli degisken olarak atandigi SRA (Siniflama ve
Regresyon Agaci) modelinde embriyo bdlgesinin kirmizi bant degeri ve embriyo
bolgesinin mavi bant degerinin siniflamada ayirt edici oldugu goriilmektedir. Bu modele
gore embriyo kirmizi bant degeri 0,92°nin iizerinde ise bu tohumlarin haploid olarak
siiflandig1 anlasilmaktadir. Bu sinir degerin altinda olup mavi bant degeri 0,73 iin altinda
ve esit olanlar da yine haploid tohum olarak siniflanmistir (Sekil 11). Son siniflamaya gére
yine embriyo bdlgesinin kirmizi bant degeri ile tim tohuma ait kirmizi bant degeri

siiflamada etkili bulunmustur (Sekil 12).

.
D
55 45
100%

EmbR <09

Sekil 11. KHp tohumlarin ilk smiflamasina dayali olarak tohum goriintiilerinden
olusturulan SRA grafigi
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Sekil 12. KHg tohumlarin tarlaya ekiminden sonra yapilan siiflandirmaya dayali olarak
tohum goriintiilerinden olusturulan SRA grafigi

Baslangic ve son smiflamaya dayali olarak olusturulan modellerin karmasiklik
matrisi Tablo 10°da gosterilmistir. Baslangic siniflamasina dayali olarak tohum
goriintiilerinden olusturulan modelde diploid tohumlardan 39 adedinin yanlis siniflandigi
izlenmektedir. Toplam 245 adet haploid tohumdan ise 81 adedinin yanlis siniflandigi
gbzlenmistir. Son siniflamaya gore olusturulan modelde ise diploidlerin siniflama basarisi
artarken haploid tohumlarin smniflama basarisinda oransal bir diisiis goriilmiistir (Tablo
10).

Tablo 10
Gorlintli verilerine dayali olarak diploid ve haploid tohumlarin baslangi¢ ve son siniflama
durumlarina ait SRA modelinden elde edilen karmasiklik matrisi

Gercek Grup
Model 1 (Baslangig) Model 2 (Son)
Model Tahmini Haploid Diploid Haploid Diploid
Haploid 164 39 124 32
Diploid 81 261 79 310

Goriintli verilerine dayali olusturulan modellerin degerlendirme istatistikleri Tablo
11°de sunulmustur. Embriyo bolgesinden RGB goriintiileri alinan tohumlarin tohumlarin

tanimlanmasina yonelik yapilan benzer bir ¢alismada Destek Vektor Makineleri (DVM)
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Random Frog (RF) ve Logistik Regresyon (LR) siniflandirma modelleri kullanarak test
edilen tohumlardan en vyiiksek siniflandirma dogrulugu 0,876 ile destek vektor
makinelerinin gosterdigi raporlanmistir (Veeramani ve digerleri, 2018). RGB renk
araliklarinin kullanildig bir ¢alismada haploid misir tohumlarinin géz ile ayriminin ¢ok
zaman aldigimi ve pratik olmadigini ifade ederek misir bitkisinin R1-nj genetik markdrlii
misir tohumlarinin embriyo bolgesi goriintiilerini ¢ikararak hzli tanima algolitmasini
olusturmak i¢in embriyo bolgesindeki R1-nj genetik markoérleri RGB renk araliklarini
ayristirmistir. Yapilan test sonucunda haploid tohumlar i¢in tanima oraninin %98,04
oldugunu ve hibrit tohumlar i¢in %94,44 oldugunu rapor etmistir (Zhang ve digerleri,
2013). Calismamizda goriintii verilerine dayali olusturulan modelin dogruluk derecesi
rapor edilen bu degerlerin altinda bulunmustur. Bu ¢alismalarda tohum goériintiileri fotograf
makinesi ile alinmistir ve tek tohum diizeyinde ¢6ziiniirliik daha yiiksektir. Aragtirmamizda
tohum goriintiileri masaiistii taraciyicidan alinan resimlere dayali olarak islenmistir. Bu

durum galismalar arasinda siniflama basarisi agisindan bir farkliliga neden olmus olabilir.

Tablo 11
Haploid ve diploid tohumlarin baslangic ve son gruplama verilerine dayali olarak
olusturulan SRA modellerinin siniflama basarisini gosteren degerlendirme istatistikleri

Degerlendirme Istatistigi Model 1 Sonucu (Baslangig)  Model 2 Sonucu (Son)
Duyarhhlik 0,6693 0,6108
Ozgiilliik 0,8700 0,9064
Pozitif Tahmin Degeri 0,8078 0,7948
Negatif Tahmin Degeri 0,7631 0,7969
Yayginhk 0,4495 0,3724
Tespit Orani 0,3009 0,2275
Tespit Yayginhgi 0,3724 0,2862
Diizeltilmis Dogruluk 0,7696 0,7586
Dogruluk 0,7798 0,7963

4.2.3. Spektral Verilere Dayah Haploid ve Diploid Tohumlarin Ayrim

Haploid ve diploid tohumlara ait spektral verilerle olusturulan grafik Sekil 13’de
gosterilmistir. Bu sekilden de anlasilacagi iizere haploid ve diploid tohumlardan alinan
spektral verilerde ortalama iki egrinin benzer egilimde oldugu ancak haploid tohumlarin
NIR spektroskopisinden elde edilen ortalama reflektans degeri diploid tohumlardan yiiksek
bulunmustur (Sekil 13). Calismada tohumlarin embriyo boélgelerinden spektral veri

toplanmistir. Haploid tohumlarin embriyo bdlgelerinde antosiyanin renklenmesi
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goziikmediginden reflektans degerinin yiikksek bulunmasi muhtemeldir. Siiphesiz haploid
ve diploid tohumlara ait spektral verideki bu karakteristik farkliliklar bu verilerle
olusturulan modelin ayrim basarisina da etki etmistir. Yine bu ¢alismaya benzer baska bir
calismada 250 haploid 250 diploid tohum 6rnegi 900-1700 nm dalga boyu araligi ile
taranmistir. ZCA 6n islemi, PLSR boyut indirgemesi ve BPNN siniflandiricisinin bir arada
kullanildig1 yontemde ortalama spektral verilerde haploid tohumlarin diploid tohumlardan
yiiksek reflektans degerine sahip oldugu ve %90 iizerinde bir tanimlama dogrulugu rapor
edilmistir (Lin ve digerleri, 2018). NIRs ile taranan tohumlarin haploid ve diploid olarak
tanimlanmast i¢in DVM siniflama modelinin kullanildig1 baska bir ¢aligmada ise %95
civarinda tanima dogrulugu rapor edilmistir (Liu ve digerleri, 2017). Haploid musir
tohumlarin1 siniflamak i¢in yapilan benzer bir calismada NIR spektroskopisinin ekonomik
ve hizl1 oldugunu ifade edilerek NIRS ile yapilan taramada %90 nin {izerinde tutarl bir

dogruluk ortalamasi rapor edilmistir (Cui ve digerleri, 2019).
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Sekil 13. Haploid/diploid tohumlardan alinan spektral dl¢timlerle olusturulan grafik

Spektral verilerle baglangi¢ ve tarla gozlemlerine dayali tohum siniflandirmasina
dayali DVM modellerinin karmasiklik matrisi sonuglar1 Tablo 12’de gdsterilmistir.

Baslangi¢ siniflamasina gore diploid olarak siniflandirilan 300 adet tohumun 23’iiniin
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modelde haploid olarak siiflandigi izlenmektedir. Toplam 245 adet haploid tohumun ise
65 adedinin diploid olarak smiflandigi belirlenmistir. Tarla sartlarinda yapilan
siniflandirma sonrasinda ise diploid tohum sayisinin aslinda 342 adet oldugu goriilmiistiir.
Bu tohumlarin 28 adedi haploid olarak smiflanmistir. Ik siniflamada 245 olarak ayrilan
tohumlardan 203’{iniin haploid tohum oldugu anlasilmaktadir. Bu haploid tohumlarin ise

son simiflamada 69 adedi spektral modelde yanlis siniflanmistir (Tablo 12).

Tablo 12
Spektral verilere dayali olarak diploid ve haploid tohumlarin baglangi¢ ve son siniflama
durumlarina ait DVM modelinden elde edilen karmasiklik matrisi

Gerg¢ek Grup
Model 1 (Baslangic) Model 2 (Son)
Model Tahmini Haploid Diploid Haploid Diploid
Haploid 180 23 134 28
Diploid 65 277 69 314

Spektral modele ait degerlendirme istatistikleri Tablo 13’te gosterilmistir. DVM
modellerinin baslangi¢ siiflamasina dayali olusturulan modelin dogruluk orani ile (%83)
son smiflamaya dayali olusturulan modelin dogruluk orani (%82) benzerlik gostermistir.
Spektral verilere dayali olarak haploid ve diploid tohumlar1 ayirt etmeyi amaglayan 6nceki
calismalarda bizim arastirmamizdan daha yiiksek dogru siniflama oranlar1 kaydedilmistir
(Liu ve digerleri, 2017). S6z konusu calismalarda spektral verilere 6n islem uygulandigi
dikkat ¢cekmis olup, 6n islem uygulanan modellerde dogruluk oranlar1 daha yiiksek oldugu
anlasilmistir (Liu ve digerleri, 2017). Ileriki calismlarda, smniflandirma modellerinin
basarisinin spektral verilere 6n islem uygulanarak ve dalga boyu se¢im yontemleri
kullanilarak gelistirilebilecegi ongoriilmektedir. Diger taraftan spektral 6l¢iimde kullanilan
cihazlardaki olgiim kabiliyetlerindeki farkliliklar da, ¢alismalardan elde edilen sonuglarin
farklilasmasina neden olabilir. Nitekim arastirmamizda kullanilan NIR spektroskopi cihazi
tek tohum analizlerine yonelik dl¢limler i¢in tasarlanmis bir cihaz degildir. Kullanilan NIR
cihazinda kontakt 6l¢lim yapilamadigindan, tohum yiizeyinden yansiyan 1sik enerjisinin
sacilim diizeyi yliksektir. Buna ragmen haploid/diploid tohumlarin ayriminda tatminkar bir
basar1 sagladigi (~%82) goriilmektedir. Arastirmamizda elde edilen bulgular spektral
verilerin embriyo tarafindan tohum bazli olarak alinmasi ve alinan verinin daha 6nce sinift
bilinen tohumlardan alinan verilerle olusturulmus modele uygulanmasi ile tohum sinifinin

belirlenebilecegi anlasilmaktadir. Gelistirilen modellerin makineli ayrim islemini
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gerceklestirecek bir cihaza aktarilmasi vasitasiyla tohum smiflamanin spektral verilere
dayali olarak ger¢eklestirilmesi miimkiindiir.

Bu c¢alismada spektral modellerde haploid tohumlar pozitif grup olarak alinmistir.
Olusturulan modele ait 6zgilliik degerinin baslangi¢c ve son siniflamaya dayali modelde
benzerlik gosterdigi, duyarlilik degerinin ise baslangi¢ siniflamasinda son siniflamadan
daha yiiksek oldugu dikkat cekmektedir. Diger bir ifade ile her iki siniflamada da diploid
olarak smiflanan tohumlar igerisinde, spektral model yardimiyla diploid olarak
siniflananlarin orani, haploid grupta spektral model ile haploid olarak siniflananlardan
daha yiiksek bulunmustur (Tablo 13). Bu bulgular spektral veriler yardimiyla diploid
tohumlarin referans olarak kabul edilen tohum sinifina gore siniflama basarisinin haploid
tohumlarin simiflama basarisindan daha yiliksek olduguna isaret etmektedir. Buna karsin
tarla sartlarindaki siniflama nihai olarak gercek durumu gosterdiginden haploid/diploid
tohum ayriminin bu siniflamaya gore degerlendirilmesi saglikli olacaktir. Calismamizda
pozitif grup olarak atanan haploid tohum Orneklerinin siniflama basaris1 (%82,72) ile

diploid gurubun ayrim basaris1 (%81,98) nihai olarak benzerlik gostermistir.

Tablo 13
Haploid ve diploid tohumlarin baslangic ve son gruplama verilerine dayali olarak
olusturulan DVM modellerinin siniflama basarisin1 gosteren degerlendirme istatistikleri

Degerlendirme Istatistigi Model 1 Sonucu (Baslangig)  Model 2 Sonucu (Son)
Duyarhhk 0,7346 0,6601
Ozgiilliik 0,9233 0,9181
Pozitif Tahmin Degeri 0,8867 0,8272
Negatif Tahmin Degeri 0,8099 0,8198
Yayginhk 0,4495 0,3724
Tespit Oram 0,3302 0,2458
Tespit Yayginhgi 0,3724 0,2972
Diizeltilmis Dogruluk 0,8290 0,7891
Dogruluk 0,8385 0,8220

33



BOLUM 5
SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinda ii¢ farkli donér hat ile iki farkli indirgeyici hattin iki farkli
kromozom katlama yontemine verdikleri tepkiler ile haploid tohum olusturma kabiliyeti
bakimindan hatlar arasindaki etkilesimler irdelenmistir. Ayrica haploid ve diploid
tohumlarmin ayriminda kullanilan ii¢ farkli yontem kiyaslanmustir.

Haploid tohum olusumuna yonelik sonuglar dikkate alindiginda, dondr hatlarin farkl
indirgeyici hatlara gore haploid tohum olusturma kabiliyetlerinin degisim gosterdigi
anlagilmistir. Ayrica kullanilan kromozom katlama yonteminin fide ve tarlaya sasirtma
asamasinda canli kalan bitki sayilar1 {izerine 6nemli bir etkisinin oldugu goriilmiistiir.
Zabirova ve digerleri (1996) tarafindan onerilen ve bitki sapina katlama soliisyonunun
enjeksiyonuna dayanan yontemin canli kalan bitki sayisinin artisina neden oldugu
belirlenmigtir. CIMMYT yonteminde ise kdk ucu ve siirgiin ucu kesilmesi ile haploid
bitkilerin fideleme ve tarla sagirtma asamalarindaki kayiplar1 daha yiiksek bulunmustur.

In vivo maternal katlanmis haploid tekniginde haploid ve diploid tohumlarin
ayrmmina yonelik kullanilan yontemler arasinda da énemli farklar gdzlenmistir. Oncelikle
yaygin yontem olarak kullanilan g6z ile ayirma yonteminde hata paymin yiiksek oldugu
gerek haploid ve gerekse diploid siniflandirmada yanlis gruplanan tohum sayisinin dikkate
deger sayida oldugu belirlenmistir. Diger taraftan spektral on islem ve goriintli isleme
yontemlerinin tohum smiflandirmasinda giivenilir simiflama sonuglar1 verebilecegi
anlagilmistir. Hem goriintii verileri hem de spektral verilerle olusturulan tahmin
modellerinde, gercek sinif yani son siniflama sonuglarina dayali ayrim basarisnin benzer
oldugu goriilmiistiir.

lleriki arastirmalarda farkli nitelikte spektral Slciim cihazlarinin kullanilmasi ve
goriintli isleme analizlerinde masaiistii tarayic1 yerine fotograf makinesinden ya da dijital
kemara goriintiilerinin kullanilmasi alternatif yontemlerin siniflama basarisini olumlu
yonde etkileyebilir. Diger taraftan siniflamada kullanilan modelleme istatistik modelleme
tekniklerinin cesitlendirildigi arastirmalarin tez calismasiin yiiriitiildiigii alana Snemli
katkilar1 olabilir. Hem spektral hem de goriintii verilerine dayali siniflama yapabilen
yazilimlarin gelistirilmesi ve bu yazilimlarin tohum ayirabilen robotik sistemlere

entegrasyonu uygulamada alternatif yontemlerin kullanimini artirabilecektir.
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