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OZET

INDIRGEYICi MISIRDA FARKLI iRILIKTEKi POLENLERIN
KARAKTERIZASYONU VE POLEN iRIiLiGININ HAPLOID TOHUM
OLUSUMUNA ETKIiSi

Giilizar PINAR
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Tarla Bitkileri Anabilim Dali Yiiksek Lisans Tezi
Danigman: Dog. Dr. Fatih KAHRIMAN
09/08/2021, 47

Bu ¢alismada bir indirgeyici misir hattindan toplanan ve farkli boyutlara ayrilan
polen 6rnekleri morfolojik, molekiiler ve spektrofotometrik dl¢timlerle incelenmistir. Ayrica
farkli irilikteki polenler kullanilarak yapilan tozlamadan elde edilen 6rneklerin haploid
indirgeme oranlar1 (HIR) belirlenmis ve haploid/diploid tohumlarin protein bantlarindaki
farklar karsilastirilmistir. Aragtirma 2021 yilinda sera sartlarinda yiiriitiilmiis ve 3 dondr
(Hya, B73, HyaxB73) ile bir indirgeyici hat (CIM2GTAIL-P2) materyal olarak
kullanilmistir. Indirgeyici hattan toplanan polen drneklerinin 50 ve 100 mikronluk filtreler
kullanilarak vakum yardimiyla ayristirilmistir. Morfolojik 6l¢iim olarak polen ¢api, canlilik
durumu 1s1k mikroskobu yardimiyla tespit edilmistir. Polen 6rneklerinde spektral 6l¢timler
kizil o6tesi (NIR) ve Raman spektroskopisi ile gerceklestirilmistir. Polen ve tohum
orneklerindeki protein bant farkliliklar1 SDS-PAGE analizleri ile incelenmistir. Arastirma
sonuglar1 farkli irilikteki polen orneklerinde spektral ve molekiiler farkliliklar oldugunu
gostermistir. Polenlerde bulunan protein bantlar1 36 kDa-99 kDa arasinda degisim gostermis
ve kiigiik captaki orneklerde bant sayis1 ve yogunlugu diger gruptan diisiik bulunmustur.
Donorlerde HIR degerleri %7,40 ile %18,9 arasinda bulunmustur. Bu degerler kullanilan
polen iriligine ve genotiplere gore degisim gostermistir. Sonuglar, indirgeyici hattan
toplanmig kiigiik irilikteki polenlerin indiikksiyon melezlemesinde kullanilmasinin HIR

degerini artirdigin1 gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Polen, Haploid indirgeme orani, Spektroskopi, Zea mays



ABSTRACT

CHARACTERIZATION OF POLLENS WITH DIFFERENT SIZE IN INDUCER
MAIZE AND EFFECT OF POLEN SIZE ON THE HAPLOID SEED FORMATION

Giilizar PINAR
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
09/08/2021, 47

In this study, pollen samples collected from an inducer maize line and separated into
different sizes were examined by morphological, molecular and spectrophotometric
measurements. In addition, haploid induction ratios (HIR) of the samples obtained from
pollination using pollen of different sizes were determined and the differences in protein
bands of haploid/diploid seeds were compared. The study was carried out in greenhouse
conditions in 2021 and 3 donors (Hya, B73, HyaxB73) and an inducer line (CIM2GTAIL-
P2) were used as material. Pollen samples collected from the inducer line were separated by
vacuum using 50- and 100-micron filters. As a morphological measurement, pollen diameter
and viability were determined with the help of a light microscope. Spectral measurements of
pollen samples were made by infrared (NIR) and Raman spectroscopy. Protein band
differences in pollen and seed samples were investigated by SDS-PAGE analyses. Research
results showed that there are spectral and molecular differences in pollen samples of different
sizes. The protein bands in the pollen ranged from 36 kDa to 99 kDa and the number and
density of bands in small samples were lower than the other group. HIR values were between
7.40% and 18.9% in donors. These values varied according to the pollen size and genotypes
used. The results showed that the use of small size pollen collected from the inducer line in

induction crossing increases the HIR value.

Keywords: Pollen, Haploid induction ratio, Spectroscopy, Zea mays
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BIiRINCi BOLUM
GIRIS

1.1. Musir ile ilgili Genel Bilgiler

Poaceae familyasindan olan misir (Zea mays) ayni bitki tizerinde hem erkek hem disi
organa sahip olan ve yiiksek oranda yabanci déllenen bir bitkidir. Misir insan ve hayvan
beslenmesinin yani sira sanayi i¢in de hammadde olarak kullanilan 6nemli bir tahildir
(Prasanna vd., 2001). FAO 2019 verilerine gore diinyada yaygin olarak Amerika, Cin ve
Brezilya’da yetistiriciligi yapilan bu bitki, birim alan verimi ve tiretim miktar1 bakimindan
tahillar icerisinde ilk sirada yer alir (FAO, 2019). Cesitli endiistri dallarinda hammadde
olarak kullanilmasindan dolay1 misir bitkisine olan talep diinya niifusunun artigina paralel
olarak artmaktadir. Bu talebi karsilamak i¢in yiiksek verimli ve kaliteli ¢esitlerin 1slah
edilmesine ihtiyag duyulmaktadir (Kahriman vd., 2013). Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK,
2020) verilerine gore Tiirkiye’ de 2018 yilinda yasanan ekim alanindaki azalma haricinde
ekim alan1 ve iiriin miktar1 artis géstermis olup, tane amagli tiretim alan1 692 bin hektar ve

tiretim miktar1 6,50 milyon ton seviyesindedir (Sekil 1).

Misirda alan ve iiretim miktarlar
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6 800 000 6 000 000

6 600 000 _
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= 6200000 4 000 000 5
= 6000000 3000 000 =
5800 000 2 000 000 -
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Misir Ekilen Alan (Dekar) Misir Uretim (Ton)

Sekil 1. Tiirkiye’nin 2011-2020 yillar1 arasinda misir ekilis alan1 ve tliretim miktarlari

Misirda verim artiginin saglanmasinda yiiksek verimli yeni ¢esitlerin gelistirilmesinin
onemli bir pay1 vardir. Diinyada hizli niifus artisi, hastalik, degisken iklim sartlar1 ve bitki
zararlilarinin direng kazanmasi gibi faktorler de yeni melez cesitlerin gelistirilmesini zorunlu
kilmaktadir. Yiiksek kaliteli ve verimli misir melez gesitlerin gelisitirilmesi igin iSe iistlin

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



yontemlerle ebeveyn hatlarin gelistirme islemi uzun zaman almaktadir. Misir 1slah
programlarinda evebeyn hatlarin gelistirilme siiresinin kisaltilmasi i¢in farkli teknik ve
teknolojilerden yararlanilmaktadir. Hizli gelisen teknoloji, i1slahin genom diizeyindeki
caligmalara inmesi ve haploid bitki {iretim teknolojileri bu maksatla kullanilan teknikler
icerisinde &ne ¢ikan yaklagimlardir. Ulkemizde yiiriitiilen misir 1slah programlarinda da yeni
teknolojilerin ve tekniklerin kullanilmasi sayesinde ¢ok daha etkin sekilde yiiriitilmeye
baslanmustir. Basarili ¢esit 1slah1 ebeveyn hatlarin basar1 oran ile ilgili iken, ebeveynlerin
yuksek homozigotluga sahip olmasi ise F1 hibrit misir {iretiminin temel yaklagimlarindan
birisidir. Bu bakimdan melez misir ¢esitlerinin gelistirildigi misir 1slah programlarinda
ebeveyn hatlarin gelistirilmesi en 6nemli asamalardan birisidir. Ebeveyn hat gelistirmede
haploid bitkilerin elde edilmesi ve bu bitkilerin 6zel yontemlerle kromozom katlamaya tabi

tutulmasi ile %100 homozigot hatlarin gelistirilmesi miimkiindiir.

1.2. Misirda Haploid Bitki Elde Etme Yontemleri

Misir yabanci tozlanan bir bitki oldugundan geleneksel yontem ile saf hat elde etme
islemi olduk¢a uzun zaman almaktadir. Misir 1slah programlarinda geleneksel yontemler ile
saf hat olusumunda en az 6-7 yil siire gereklidir yine de gegen siire zarfinda %100
homozigotluk seviyesi elde edilememektedir (Chase, 1969). Bitki 1slahgilar1 istenilen
diizeyde homozigotluk oranini yakalamak zaman tasarrufu saglamak, maliyetleri azaltmak
i¢in yeni 1slah teknolojilerine basvurmuslardir (Cengiz ve Korkut., 2016). Bu yeni 1slah
teknolojileri arasinda haploid bitki olusturma yontemleri 6nemli avantajlara sahiptir (Cerit
vd., 2016). Rober vd. (2005) hibrit misir 1slah ¢alismalarinda katlanmis haploid (KH) hatlari
kullanmanin avantajlarini; uzun siiren islah calismalarinda g¢alisma siliresini minimuma
indirerek 1slah caligmalarinda zaman tasarrufu saglamasi, %100 homozigotluk diizeyine
ulagilmasi, istenilen genlere yonelik caligmalar yapilabilmesi, kontrollii ve sayica fazla
haploid bitkiler elde edilebilmesi, deneysel ¢alismalarda maksimum genetik varyans
saglamasi, tohum partilerinin tasinmasi, nakliyesi ve 1slah1 i¢in daha az masraf gerektirmesi
oldugunu belirtilmistir. Bu teknige yonelik farkli ¢alismalarda ise KH hatlarinin; 2-3 sene
icerisinde gelistirilen hatlarin ticari olarak kullanilabilmesi (Rober vd., 2005; Elver, 2018),
KH bazli ebeveyn hatlarinin tam homozigotlugu ve homojenligi nedeniyle bitki ¢esitlerinin

korunmasi i¢in DUS (farklilik, tekdiizelik, kararlilik) gereksiniminin yiiksek oranda



karsilamas1 (Geiger ve Gordillo, 2009), molekiiler belirteclerle kombinasyon halinde KH
teknolojisi hibrit ¢esitlerin disi ve erkek ebeveyn soylarinda bulunan germplazmaya erisimi
kolaylastirmas1 (Heckenberger vd., 2005), markor destekli gen introgresyonu (Forster ve

Thomas, 2005) gibi ¢esitli alanlarda kullanilmasi seklinde belirtilmistir.

Bitki 1slahgilart uzun zaman alan 1slah galismalarinin siiresini kisaltmak igin in vitro ve
in vivo sartlarda yiiriitiilen yeni tekniklere bagvurmaktadir (Chidzanga vd., 2017). In vitro
haploid bitki eldesi laboratuvar kosullarinda gergeklestirilmektedir. Giintimiizde haploid
bitkilerin tiretimi i¢in in vitro sartlarda; androgenik ¢alismalar (anter ve mikrospor kiiltiirii)
ve ginogenik ¢alismalardan; oviil (yumurta) ve ovaryum (yumurtalik) kiiltiirii, 1s1n islemi
kullanilarak polenle tozlama yapilarak misirda maternal haploid sayisinin arttirilmasi
(Mathur vd., 1976), farkl sicaklik derecelerine maruz birakilan polen drneklerinden haploid
bitki eldesi (Mathur ve Sarkar, 1980), kimyasallarla indiikklenen saf misir hatlarinin tretimi
icin maleichydracide uygulanmasi (Zuoyo ve Mingguang, 1984) ve herbisit uygulamalar
gibi farkli tekniklerden yararlanilmaktadir. In vitro sartlarda polenden haploid tohum eldesi
icin mikrospor teknigi de yaygin olarak kullanilmaktadir. Mikrospor teknigi ilk olarak
Brassica oleraceae x Brassica alboglabra ve Brassica oleraceae bitkilerinin
melezlenmesiyle kullanilmis ve bu bitkilerden olusan polenlerden koloniler olusturularak
mikrospor kiiltiir teknigiyle haploid bitki olusturulmaya ¢alisilmis fakat tam basari
saglanamamistir (Kameya ve Hinata, 1970). Nageli vd. (1999) yiiriittiikkleri ¢alismada
misirda mikrospor teknigi ile haploid bitki olusturabilmislerdir. Misirda haploidi, doku
kiiltirt teknigi (in vitro) veya genetik indiiksiyon (in vivo) yoluyla elde edilebilmektedir
(Zhang, 2008). Ancak in vitro uygulamalarinda genotip etkisi nedeniyle istenilen diizeyde
sonuglar alinamamakta olup ticari olarak gelistirilen misir katlanmis hatlar1 genellikle in vivo

haploid teknigi ile elde edilmektedir (Geiger ve Gordillo, 2009).

1.3. In Vivo Sartlarda Haploid Bitki Eldesi ve Misirda Kullanimi



Haploid bitkiler dogada ¢ok diisiik frekansta bulunmakta olup (Geiger, 2009), bu
frekans indirgeyici hatlarin kullanimi ile artirilabilmektedir (Altuntas, 2018). Bu kapsamda
farkli metotlar kullanilarak haploid kromozom setine sahip esey hiicrelerinden (gametik
hiicrelerden) yararlanilip haploid bitki elde edilmesi yontemine haploidizasyon
denilmektedir (Elver, 2018). Dogada bu olay bazi bitki tiirlerinde kendiliginden ortaya
cikmasina karsin gergeklesme frekansi oldukca diisiiktiir. Haploidizasyon sonrasinda
kromozom setlerinin katlanmasi ile %100 homozigot katlanmis haploid hat gelistirmek
miimkiindiir. Haploidizasyon iizerine ilk ¢alismalar Blakeslee vd. (1922) tarafindan Datura
stramonium bitkisi {izerinde yapilmistir. Sonraki yillarda Kostoff (1929), (Nicotiana
tabacum x N. langsdorfii) melezlemelerinde haploid bitkilerin olustugunu rapor etmistir. Bu
bilgiler 1s181nda daha sonralari ¢esitli bitki tiirlerinde dogal partenogenesis veya farkli
deneysel analizler ile haploid bitkilerin olusumu iizerinde ¢alismalar yogunlasmistir. Bu
amagla in vivo sartlarda haploid bitki eldesi son zamanlarda gelistirilen ve gilinlimiizde
haploid bitkilerin elde edilebilmesi i¢in misirda yaygin olarak kullanilan tekniklerden
birisidir. Esasen misir 1slahinda haploid tohum elde edilmesine yonelik ¢alismalar uzun siire
oncesine dayanmaktadir (Chase, 1969). Bu teknik ‘indirgeyici hat’ (inducer) adi verilen ve
haploid tohum olusumunu saglayan 6zel hatlarin 1slah ¢alismalarinda kullanimina dayalidir.
Haploid indirgeyici hatlar tozlayici veya donor olarak kullanildiginda toz alici olarak
kullanilan bitkinin koganlarinda haploid tohum olusumuna olanak saglamaktadir. Olusan
haploid tohumlardan seleksiyon islemi gergeklestirilip ¢imlendirildikten sonra ¢imlenen
tohumlara kolgisin uygulanarak kromozom katlamasi saglanir ve %100 homozigot fertil

katlanmis haploid hatlar olusmus olur (Cengiz ve Korkut., 2016).

Giintimiizde, in vivo haploid metodu islahgilar tarafindan yiiksek basari saglamasi,
basit olmasi ve ucuzlugu nedeniyle yaygin olarak kullanilmaktadir. In vivo haploid metodu
ile cok kisa zamanda saf hatlar elde edilmektedir. In vivo haploid teknigi ile haploid bitki
olusumunda paternal (androgenetic) haploid teknigi ve maternal (gynogenetic) haploid
teknigi olmak tizere iki yontem bulunmaktadir. Maternal haploid (gynogenetic) yonteminde
indirgeyici genotiplerle tozlanan hatlardan haploid embriyolar elde edilmektedir (Dwivedi
vd., 2015). Indirgeyici hattan gelen polen, yumurta hiicresinin sadece haploid maternal
genom igeren embriyo gelisimini tetiklemektedir. In vivo gynogenesis sayesinde indirgeyici

genotiple tozlanan hatlardan haploid tohumlar elde edilebilmektedir (Yorgancilar vd., 2019;



Dwivedi vd., 2015). Paternal haploid (androgenetic) yonteminde indirgeyici hat polen alici
yani ana olarak kullanilmaktadir. Paternal haploidlerin sitoplazmasi indirgeyici hattan
meydana gelir fakat kromozomlar sadece donér bitkiye aittir. Maternal haploid yontemi
sonucu olusan haploid indirgeme orani, paternal haploid teknigine kiyasla ¢ok daha
yiiksektir (Lashermes ve Beckert 1988). Bu nedenle pratikte maternal haploid teknigi misir
1slah programlarinda paternal haploid tekniginden daha fazla tercih edilmektedir. Maternal
haploid tekniginde kullanilan indirgeyiciler, diger genotipleri tozlastirmak igin
kullanildiklarinda haploid embriyolara sahip tohum iiretme 6zelligine sahiptir. Homozigot
hat tiretiminin in vivo katlanmis haploid teknigi ile yapilmasi, gelistirme siirecini kisaltir ve
sonu¢ olarak genetik kazanci arttirir. Bu avantajlart nedeniyle, bu teknik misir 1slah

programlarinda genis bir sekilde kullanim alani bulmustur.

Misir bitkisinde haploid ¢alismalar1 ve tanimlanmasi ilk olarak Randolph (1932)
tarafindan gerceklestirilmistir. Sonraki yillarda Chase (1947), Amerika misir kusagindaki
orneklerde haploid indirgeme oranin1 %0,1 olarak bulmustur ve agiklanan bu oran oldukca
diisiik oldugundan ticari uygulamaya elverisli bulunmamistir. Chase (1952) tarafindan
yiiriitiilen ¢aligmada haploid bitkilerin misir 1slahinda ve genetik ¢alismalarda biiyiik oranda
potansiyel olusturabilecegini vurgulanmistir. Bu teknigin kullanilmasi ile ticari hibritlerin
gelistirilmesi ile de haploid bitki elde etme ¢alismalar1 hiz kazanmustir. In vivo haploid
indiiksiyonunun temeli ticari olarak uygulanabilecek diizeyde gelistirilen %2,3’liik ytliksek
haploid indirgeme oranina sahip "Stock 6" hatt1 tanimladiginda atilmigtir (Coe, 1959). Bu
genetik kaynak, diinya ¢apindaki daha ytiksek haploid indirgeme oranlaria (HIR) sahip yeni
indirgeyicinin gelistirilmesine olanak saglamistir (Prasanna vd., 2012). Toz verici (donor)
olarak kullanilan indirgeyici hatlarmn in vivo maternal haploid yontemiyle Stock 6 indirgeyici
hattindan olusturulan haploid bitki olusum orani1 %0,1 iken, bu hattan gelistirilen modern
indirgeyici hatlarda gézlenen oran %6-14 olmustur (Coe, 1959; Geiger, 2009). Hohenheim
Universitesi Bitki Islah1 Enstitiisii’nde gelistirilen RWK-76 ve RWS indirgeyici hatlar,
tilkemizde de kullanilan ve yiiksek basari saglayan indirgeyici hatlardan bazilaridir. Misir
1islah ¢alismalarinda bu indirgeyici hatlar haploid tohum elde etmede kullanilmaktadir ve
indirgeme oran1 yaklasik %8-12 civarlarindadir (Yorgancilar vd., 2019). Gegmisi Stock 6°ya
dayanan KEMS, WS14 ve MHI yiiksek haploid indirgeme oranlarina sahiptir (Réber vd.,



2005). Bu indirgeyici hatlarin ortalama indirgeme potansiyelleri %8 civarindadir (Prigge
vd., 2011).

1.4. In Vivo Katlanms Haploid Tekniginde Haploid Tohumlarin Ayrimi ve

Haploid indirgenme Oram

Haploid tohumlar tohumda antosiyanin olusumu gibi fenotipik belirteclerle diploid
tohumlardan veya yetiskin asamada bitki 6zelliklerindeki farkliliklardan kolaylikla ayirt
edilebilir (Chaikam vd., 2015). Bu amagla, haploid indirgeyici hatlarla ¢aprazlamadan sonra
haploid tohum ayriminda mor bir endosperm ve renksiz embriyo tagiyan haploid tohumlarin
secimi antosiyanin markdr geni (R1-nj) kullanilarak tanimlanabilmektedir (Nanda ve Chase,
1966). Donér materyaller ile indirgeyici hatlarin melezlenmesi sonucu olusturulan
koganlarda ti¢ farkli sekilde tohum olusumu gézlenmektedir. Birincisi haploid olmayan
tohumlardir ve bunlar kontaminasyondan dolay1 renksiz embriyo ve endosperme sahiptir.
Bu tohumlar az miktarda olusurlar. Ikinci kategoride mor renkli endosperm ve embriyoya
sahip tohumlar bulunmaktadir. Bu tohumlar ise indirgeyici hatlarin kullanimiyla olusan
diploid tohumlardir ve indiiksiyon melezlemesi sonrasi olugsan tohumlar igerisinde bu grup
en yiiksek orana sahiptir. Ugiincii tip tohumlar ise mor renkli endosperme ve renksiz bir

embriyoya sahip olan ve haploid olarak kabul edilen tohumlardir (Sekil 2).

Melez Diploid Haploid

Sekil 2. Haploid-diploid-melez tohum ayrimi

R1-nj renk markorii ilk olarak Nanda ve Chase (1966) tarafindan kullanilmastir.
Indirgeyici hatlarda gdzlemlenen dominant R1-nj geni endosperm ve embriyoda mor-
kirmizi bir renk olusturarak ayirt edici 6zellige sahiptir. Tohum doneminde haploid

genotipleri diploidlerden ayirmak icin antosiyanin renkliligine bagli bu markor
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kullanilmaktadir (Cengiz ve Korkut, 2016). Bu renklenme indiiksiyon melezlemesi sirasinda
tohum asamasinda haploid tohumlarin kolay ve hizli tespit edilmesine olanak saglamaktadir
(Chaikam vd., 2015). Goz ile renk markoriine dayali olarak yapilan haploid-diploid tohum
ayrim1 flow sitometri cihazi ile, polen boylarinin 6l¢iilmesi, karyotipik c¢alismalarla
kromozom sayilarak belirlenmesi gibi farkli yontemlerle de ger¢eklesmektedir (Rober vd.,
2005; Cerit vd., 2016). Haploidlerin indirgenme mekanizmasini anlasilmasi, siiper
indirgeyici hatlarin se¢ilmesine yardimci olabilecegi ve boylece 1slah programlarinin
verimliligini daha da arttirabilecegi bildirilmistir (Li vd., 2017). ilaveten in vivo haploid
tekniginde kromozom katlanmasindaki basar1 oranlarinin iyilestirilmesi, hat gelistirmede
onemli maliyet tasarruflar1 saglayabilir. Farkli kolcisin uygulama yontemleri ile, 1slah
programlarinda isleme alinacak potansiyel haploidlerin sayisini azaltarak kaynak tasarrufu

saglanabilir (Chaikam vd., 2020).

Indiiksiyon melezlemesi sonrasinda olusan ve genelde goz ile ayrilan tohum
orneklerinde hesaplanan 6nemli parametrelerden birisi haploid indirgeme oranidir (HIR).
HIR degeri haploid olarak kabul edilen tohumlarin indiiksiyon melezlemesinden elde edilen
toplam tohum sayisina oranlanmasi ile bulunmaktadir. HIR degeri indirgeyici misir hatlari
icin 6nem arz etmektedir. Haploid indirgeme orani yiiksek indirgeyicilerin gelistirilmesi son
yillarda musir 1slahinda 6nemli amaglardan birisi haline gelmistir. Ancak gelistirilen
indirgeyicilerden bazilar belirli cevre sartlarinda yetisebildiginden HIR degerinin artirilmast

icin farkli yaklagimlara ihtiya¢ duyulmaktadir.

1.5. Misir Poleninin Ozellikleri ve In Vivo Haploid Teknigindeki Onemi

Polen, tohumlu bitkilerin (spermatofitler) yasam evresinde énemli role sahip olan
cok hiicreli haploid gametofittir. Abiyotik ve biyotik tozlagma vektdrleri tarafindan yiiksek
hareketliliklerinden dolay1 polenler, bitki popiilasyonlar1 arasindaki gen akisinda énemli bir
paya sahiptir (Luna, 2001). Polen taneleri ¢esitli sekillere, boyutlara ve yiizey 6zelliklere
sahip olabilmektedir. Misir poleni biyokimyasal bilesenler bakimindan olduk¢a zengindir
(Campos vd., 2015). Polen tanelerinde baglica karbonhidratlar, proteinler, amino asitler,

lipitler ve mineral maddeler gibi besinsel olarak gerekli maddeler bulunmaktadir. Yaglara



ve proteinlere ek olarak, polende karotenoidler, jasmonatlar (yag tiirevli bilesikler),
flavonoidler, fenolik asitler ve klasik fitohormonlarin ¢ogu gibi kiigiik aromatik molekiiller
tespit edilmistir. Tiim bu bilesiklerden, yalnizca belirli bir flavonoid sinifi olan flavonoller,

polen ¢imlenmesinde 6nemli bir etkiye sahiptir (Bujang vd.,2021).

Misir bitkisinde polen tanelerinin salinimi ortam sicakligina, nemine ve bitkinin
genetik yapisina bagli olarak degisim gosterebilmektedir. Polen taneleri canlidir ve bitki
yasam dongiisiinde 6nemli bir islevi vardir. Cevre kosullar1 polenlerin hayatta kalma
stirelerini  etkiler bu nedenle polen ¢alismalari, biyolojik ¢esitlilik, bitki-tozlayici
etkilesimlerine dikkat edilmesi 6nemlidir (Kendel ve Zimmermann, 2020). Misirda polen
tiretimi giinlin farkli saatleriyle iligkilendirilse de esasen giiniin Saatinden ziyade ortam
sicakligl ve bagil nemin polen canliligini etkileyen ana faktorler oldugu bilinmektedir
(Kaefer vd., 2016). Polen taneleri gevresel etkilere karsi fazla dayanikli degildir ve
atmosfere salindiktan sonra bir ila dort saat i¢inde canliligim1 kaybedebilir (Ferreira vd.,
2007; Bujang vd., 2021). Misir poleninin sekli yaygindan kiiremsiye dogru degisim
gostermektedir. Nem kaybi gozlendiginde polen ¢evresi girintili ¢ikintili bir hal alarak rengi
acik saridan kehribara degiserek prizmatik bir hal almaktadir. Ortamin yiiksek sicakligi ve
diisitk nemi misir polenlerini kiigiiltiir. Misir poleni, yiiksek sicakliga ve kurumaya kars1 cok
hassastir. Su kaybima ugrayip biiziilen polen, misirin tohumlarina benzemektedir. Misir
poleni dehidrasyon ve rehidrasyona da duyarlidir (Aylor, 2003). Polenin depolama ve
kurutma sirasinda bozulmasi, koku, tat, renk ve sekil degisiklikleri, hiicre i¢i biitiinliiglin
bozulmasi, enzim aktivitelerinde azalma, yag peroksidasyonu ve fenolik oksidasyon gibi

bir¢ok fiziksel ve kimyasal degisiklige neden olmaktadir (Bujang vd., 2021).

Misir bitkisinde polen iiretimini 6lgmek, kimyasal yapisini belirlemek, canliligini
test etmek i¢in farkli yaklasgimlardan yararlanilmistir (Fonseca vd., 2005). Misir poleninde
canliliginin belirlenmesine iligkin yiiriitiilen ¢aligmalara gére musir poleni, nem igerigi
azaldik¢a canliligin1 hizla kaybettigi icin diger tiirlerdeki polenlere gore kurumaya karsi
toleranssiz olarak kabul edilir. Polen canlilik kaybi, diisik bagil nemde ve yiiksek
sicakliklarda daha hizlidir (Fonseca vd., 2005). Misir tahil tiirleri igerisinde en biiyiik polen

tanelerine sahip olup polen taneleri morfolojik olarak kabaca kiireseldir ve ortalama cap1 90



p civarindadir (Di-Giovanni vd., 1995). Misirda polen gelisim evresi siirecinde ana
hiicresinden ii¢ ¢ekirdekli olgun evreye gegene kadar irilikleri degiskenlik gostermektedir.
Mikrosporogenesis ve mikrogametogenesis siirecleri sirasinda, polen taneleri (li¢ hiicreli
haploid erkek gametofitleri), biiylik bir vejetatif tiip hiicresi igerisinde ig seklindeki iki
cekirdekten olusur (Zhou vd., 2017). Bu gelisim evrelerine goére de polenin morfolojik

ozellikleri ve iriligi degiskenlik gostermektedir.

Polen tanimlamasi i¢in geleneksel yoOntemler morfolojik bilgilerin analizine
dayanmaktadir. Bu analizler, biiyiik ol¢iide, polenlerin optik veya taramali elektron
mikroskoplari ile gézlemlenmesi ve tane boyutlarinin, sekillerinin ve yiizey yapilarinin
referans polenlerle karsilastirilmasini igermektedir (Laucks vd., 2000). Haploid bitki
polenleri daha kiigiik irilige sahiptir ve bu polenlerin spektral analizlere tabi tutularak
ayristirilabilecegi  ortaya konulmustur (Wang, 2018). Geg¢miste, polenin kimyasal
karakterizasyonu farkli spektrokimyasal yaklasimlar kullanilarak arastirilmistir. Bununla
birlikte NIR ve Raman spektroskopisi, polenin farkli kimyasal bilesenlerinden gelen titresim
bilgisi sayesinde polen tiirleri arasinda ayrim yapilmasini miimkiin kilmaktadir (Ivleva vd.,
2005). Raman spektroskopi teknikleri ile polen molekiillerinin kimyasal yapisiyla ilgili bilgi
aliabildiginden polenleri tespit etmek, kimyasal olarak karakterize etmek miimkiindiir
(Kahraman, 2011). Literatiirde Raman spektroskopisi kullanilarak proteinlerin,
karbonhidratlarin, amino asitlerin, peptitlerin, DNA’nin, doku ve hiicrelerin
karakterizasyonu veya goriintiilenmesi lizerine ¢ok sayida arastirma rapor edildigi gibi polen
lizerine yapilan arastirmalar da mevcuttur. Yiiriitiilen bu ¢alismalarda molekiillerin direkt
olarak parmak izi o6zelliginden Raman spektrumlart kullanilarak karakterizasyon ve
goriintiileme islemi yapilmaktadir. Farkli bitki tiirlerine ait polen 6rneklerinde de Raman
spektroskopisi kullanilarak parmak izi benzeri kimyasal bilgiler ile karsilagtirmali analizleri
yapilabilmektedir (Schulte vd., 2008). Raman spektroskopisinde kullanilan Raman
spektrumlar1 her molekiile gore ayri ayr1 6zgiin oldugundan basarili sonug vermektedir (Sun
vd., 2008). Yakin kizilotesi spektroskopiye (NIR) dayali yontemler, gida ve tarim
orneklerinin bilesenlerinin ve miktarmin belirlenmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir
(Costa vd., 2017). Yakin kiziltesi spektroskopisi (NIR) de misir polen bilesenlerinin
numune On islemine gerek kalmadan hizli ve masrafsiz bir sekilde oOlgiilmesine izin

vermektedir. NIR spektroskopisi modern analiz yontemleri arasinda en ¢ok kullanilanlardan



yontemlerden birisidir (Hooton, 1978). Son on yilda, yakin kizilotesi dagimik yansima
spektroskopisi (NIR), tarimsal iiriinlerin hizli analizi i¢in 6nde gelen bir yontem haline
gelmistir (Calderon vd., 2007; Costa vd., 2017). NIR spektroskopisin de polen analizlerinde

kullanim potansiyelinin ortaya konulmasi i¢in farkli ¢alismalarin yapilmasina ihtiyag vardir.

1.6. Calismanin Amaci

In vivo katlanmis haploid teknigi birgok bitkide oldugu gibi misirda da yaygin olarak
kullanilmaktadir. In vivo katlanmis haploid teknigine yonelik yiiriitiilen ¢ogu ¢alismada
indirgeyici hatlarin indirgeme oranlar1 belirlenerek haploid tohum olusturabilme kabiliyetine
ve haploid-diploid tohum ayrimina odaklanilmigtir. Misirda indirgeyici hattin polen
ornekleri haploid tohum olusturulmasinda ana etmen olarak gosterilmektedir. Indirgeyici
hattan toplanan polen 6rneklerinin farkli boyutlara sahip olmasi polenin gelisim evreleriyle
yakindan iligkilidir. Farkli iriliklere ayrilan polenlerin de haploid tohum olusturma

kabiliyetlerinin degisip degismeyecegine yonelik bir arastirmaya da rastlanmamaistir.

Yukarida agiklanan hususlara dayali olarak bu tez ¢alismasinin amaglart,

1) indirgeyici hattan toplanan misir polenlerinin farkl iriliklere ayrilarak morfolojik,
molekiiler ve spektral olarak polen 6rneklerini karakterize etmek,

if) farkli boyutlara ayrilan polenlerin indiiksiyon melezlemesinde kullanilmasi halinde
polen iriligine gore haploid indirgeme oranmin (HIR) degisip degismedigini
arastirmak ve farkli irilikteki polenlerin kullanildigi tozlamalardan elde edilen
haploid ve diploid tohumlar arasinda protein bant dizileri bakimindan bir fark olusup
olugmadigini incelemektir.

IKINCi BOLUM
ONCEKI CALISMALAR

2.1. Polen Analizlerine Yonelik Cahismalar

Daniel (1955) polen canlilig1 iizerine yiiriittigli caligmada diistik sicakliklar (-5°C ve

-20°C) ve %50'den az nem bulunan bir ortamin polen canliligi i¢in zararli oldugunu
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belirtilmistir. Misir poleninde canliliginin belirlenmesine iliskin yiiriitiilen eski ¢alismalara
bakildiginda, polenin islevsel Omriiniin nispeten diisiik sicakliklarda ve yiiksek bagil nemde
daha uzun oldugu konusunda genel bir fikir birligi vardir (Johri ve Vasil, 1961). Raynor vd.
(1970) polenin dagilimi ve birikmesi iizerinde polen iriliginin biiylikligiiniin niceliksel bir

etkisini agikca gostermistir.

Misirda, indirgeyici misir hattinin polen oOrneklerine yiliksek ve diisikk sicaklik
uygulamalarinin haploid olusumuna etkisi ele alinmistir. Calisma 3 yil boyunca tekrar
edilmis ve erkek olarak kullanilan indirgeyici muisir hatlarin polenleri farkli tepe
piskiillerinden toplanmistir. Toplanan indirgeyici hattin polen O6rnekleri bir arada
getirildikten sonra cam siselerde dort esit pargaya boliinmiistiir. Bir sisedeki polen, kontrol
olarak tozlasmada kullanilip diger ii¢ sise, ayr1 ayr1 bir firinda 40 °C, 45 °C ve 50 °C'de 5
dakika siireyle 1s1l iglemlere tabi tutulmustur. Polenlerin 50 °C'de 1s1l muamelesi tiim yillar
boyunca maternal haploidlerin sikligin1 arttirdigi gézlemlenmistir. Daha diisiik sicaklik
muamelelerinde ve kontrolde haploid frekanslarinda 6nemli farkliliklar gézlemlenmemistir.
Misirda haploidler ara sira meydana gelse de maternal haploidlerin kdkenine yol acan olaylar

heniiz net olarak belirlenmemistir (Mathur vd., 1980).

Johnson ve Herrero (1982) polen canliliginin yiiksek sicakliklarla biiyiik olgiide
azaldigini bildirmistir. Bu durumu destekler nitelikte olan bir diger ¢alismada Schoper vd.
(1986) musir piiskiilii tizerindeki yiiksek sicaklik stresinin polen canliliginda biiyiik bir

azalmaya neden oldugunu bildirmistir.

Chay vd. (1992) yiiriittiikleri ¢alismada misir mikrosporlarindan ve polenden, polen
dis duvarini saflastirarak bu yapilarda bulunan proteinleri analiz etmeyi amaglamislardir.
Morfolojik olarak polenin farkli birkag gelisim asamasindan yiiksek oranda saflastirilmig
polen duvarlar1 hazirlayabildiklerini gostermislerdir. Baslangi¢ materyali olarak olgun misir
poleni kullanildiginda, toplam polen proteininin %0,2 ila 0,3'i, saflastirma boyunca polen
duvar1 fraksiyonu ile baglantili kalmistir. Nihai fraksiyonda sodyum dodesil siilfat-
poliakrilamid jel elektroforezi ile molekiiler agirhig:r 15 kDa ile 85 kDa arasinda 7 adet

protein saptanmistir. 15 kDa molekiiler agirliga sahip proteinde izole edilen en erken

11



asamada gen¢ mikro gozeneklerin varligi gézlemlenmistir. Olgun polende bulunan diger

proteinler, erken gelisim asamalarinda belirgin olarak gdzlemlenmemistir.

Roeckel-Drevet vd. (1995) misir poleninin genellikle nispeten yiiksek nem igerigine
sahip oldugunu (yaklasik %60) ve dehidrasyonun ATP olusumunu bozdugunu ve bunun

neticesinde polen canliginda kayip oldugunu gézlemlemistir.

Laucks vd. (2000) tarafindan yiiriitilen calismada c¢esitli polen parcaciklar
kullanilarak Raman spektroskopisi ile polen pargaciklarini kimyasal olarak karakterize etme
yontemlerine bagvurulmustur. Calismada kullanilan ¢evrimigi Raman teknigi bir Raman
spektrometresine baglh bir elektrodinamik dengede tekli polen partikiillerinin yakalanmasini
icerir. Incelenen ¢esitli polenlerin yogunluklarini ve aerodinamik boyutlarii ayni anda
belirlemeyi amag etmislerdir. Caligma sonucunda online sistemde elektrodinamik yaylanma
noktast Olglimlerinden partikiil yogunlugu belirlenerek video mikroskobu ile geometrik
polen boyutu 6l¢iilmistiir. Analizler polenlerin optik veya taramali elektron mikroskoplari
ile gézlemlenmesi ve tane boyutlarinin, sekillerinin ve ylizey yapilarinin referans polenlerle

karsilastirilmasini saglamigtir.

Luna vd. (2001), sicak ve kuru tarla sartlarina maruz kalan musir poleninin
canliliginin 1 saatte %20 oranda distiigiinii ve 2 saat i¢inde %100 cansiz oldugunu

bildirmiglerdir.

Aylor (2003) misir poleninin bagil nem igeriginin, havadaki polenin hem canliliginda
hem de hareketinde 6nemli bir rol oynadigini dne siirmiistiir. Bu nedenle, polen kurumasinin
dinamiklerini 6lgmek, polen dagilimimi ve gegis potansiyelini iligskilendirmek i¢in kritik
oneme sahiptir. Misir poleninin 7°C ve %50-70 bagil nemde on giin boyunca canli kaldig:

bildirilmistir.
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Polen kuruma oranini ve sonraki canlilik kaybini simiile etmek i¢in buhar basinci
aciginin (VPD) kullanilip kullanilamayacagini test eden Fonseca ve Westgate (2005) serada
ve tarlada yetistirilen bitkilerden polen toplayarak islenen polenin canliligini in vitro
sartlarda test etmislerdir. Bu testler, polen tanelerinin yaklasik %55-60 nem igeriginde
anterlerden salindigini ve kurumanin hava sicakligi, bagil nem ve zamanin fonksiyonel bir
etkisi oldugunu gostermislerdir. Bu faktdrler, birka¢ genotip i¢in polen kuruma oraninin
tamimlanmasin1  saglamistir. Sonuglara gore polen canliligi %77 ile %93 arasinda

degismistir.

Raman spektroskopisi 6l¢timlerinin yapildigi ve farkli bitki tiirlerine ait polen
ornekleri kullanilarak yiiriitiilen bir ¢calismada, polen 6rneklerinde g¢esitli molekiil siniflari
aynt anda mikroskobik ¢Oziiniirliikte analiz edilmistir. Farkli tiirlerden polenlerin
smiflandirilmast i¢in parmak izi benzeri kimyasal bilgilerin elde edilmesi saglanmistir.
Calismada 15 tiiriin taze polen drneklerinden alinan spektrumlarin hiyerarsik kiime analizi,
tiirlerin tam Raman spektrumuna ve biyolojik sistematige gore iriin siniflandirmasina dayali
olarak ayrildigi gosterilmistir. Raman spektroskopinin, polen biyokimyasinin daha fazla
aydinlatilmast ve ayrica kimya tabanli ¢evrimi¢i polen tanimlama yodntemlerinin

gelistirilmesi i¢in faydali olacagi ileri siiriilmiistiir (Schulte vd., 2008).

Yu vd. (2014) protein profilleme teknikleri ile misirda polen ve pistildeki (gal; Gal)
yeni proteinleri tanimlamak, protein analizi gerceklestirebilmek ve gametofitik etki
mekanizmasinin arastirilmast i¢in bir ¢alisma yiiriitmiislerdir. Gametofitik faktor tagimayan
ve izogenik bir hat olan W22 (Gal) proteom arastirmast i¢in kullanilmigtir. W22 (gal) ve
W22 (Gal) polen ve pistillerindeki proteinleri arastirmak SDS-PAGE analizleri
yapilmistir. SDS-PAGE analizi ile LTQ-FTICR MS kullanilarak polen ve pistilde toplam 44
adet farkli protein tamimlanmigtir. 44 protein arasinda polende toplam 24 protein
tanimlanirken pistilde 20 farkli sekilde eksprese edilmis protein tanimlanmistir. Bununla
birlikte, W22 hattinda (gal) poleninde sadece 2 protein bulunurken, W22'nin (Gal)
poleninde 10 protein oldugu tespit edilmistir. Pistil orneklerinin kullanildig1 analizlerde,
W22 hattinda (gal) 10 protein ve W22 hattinda (Gal) 7 protein oldugu gozlenmistir. Elde

edilen sonuglar, gametofitik faktorlerin mekanizmasinin ayrintili sekilde tanimlanmasinin
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ve belirlenmesinin tam olarak anlasilabilmesi i¢in daha kapsamli ¢alismalara gerek oldugunu

gostermistir.

Li vd. (2017) maternal haploid teknigi ile tam genom dizilimi i¢in bir polen
tanesinden {i¢ ¢ekirdegi ve bir tetraddan dort mikrosporu izole etmek icin bir yontem
gelistirmislerdir. Calismada CAUS indiikleyici hattinin polen ploidi seviyesi ol¢ililmiistiir.
Toplamda, CAUS'in 22 olgun polen tanesinden 66 cekirdek izole edilmis, biiyiitiilmiis ve
tim genom dizilenmistir. Trifeniltetrazolyum kloriir (TTC) boyamasi ile indiikleyici ve
dogal hatlar arasinda polen canliliginda 6nemli farkliliklar gézlenmistir. Bu ¢alismada farkli
polen gelisim evrelerindeki polen Orneklerinin haploid indiikksiyon orani ile ilgili
olabilecegini ileri siiriilmiistiir. Arastirmacilar indirgeyici haploid polenin ii¢ ¢ekirdekli

evresinde anoploidi oraninin tetrat evresinden daha fazla oldugunu raporlamislardir.

Kendel ve Zimmermann (2020) ¢ok degiskenli veri analizi ile spektroskopik analiz
yontemleri ile polenin kimyasal karakterizasyonu, tanimlanmasi ve siniflandirilmasini
belirlemek igin ¢alisma yiiritmislerdir. Tohumlu bitkilerin tiim ana taksonlarindan 219 tiir
iceren bu ¢alisma, yiiksek kaliteli Raman polen spektrumlarinin Fourier dontisimli (FT)
Raman spektroskopisi ile elde edilebilecegini gostermistir. FT-Raman spektroskopisinin
polen kimyast hakkinda kapsamli bilgi verdigi bildirilmistir. Proteinler, yaglar,
karbonhidratlar, karotenoidler ve sporopolleninler gibi polenin tiim ana biyokimyasal
bilesenlerinin varligi, spektrumlarda tanimlanmis ve tespit edilmistir. Sonuglar, FT-Raman
spektroskopisinin, 6zellikle yliksek pigment igerigine sahip polen numunelerinin Sl¢limii

i¢cin, Raman spektroskopisine gore avantajli oldugunu gostermistir.

Bujang vd. (2021) yiiriittiigli ¢alismada misir poleninin morfolojik 6zelliklerini,
besinsel ve fitokimyasal 6zelliklerini incelemistir. Malezya’da yiiriitiilen ¢aligmada 20 adet
D56 musir hatti kullanilmistir. Rastgele segilen 5 bitkiden ¢igeklenme zamaninda taze
polenler toplanmistir. Taze veya -20°C'de saklanan polenlerin detayli morfolojik yapilari 3
boyutlu mikroskopta incelenip antioksidan aktiviteleri, igerdigi mineral maddeleri,

biiytikliikleri ile toplam fenolik ve filavonoid igerikleri belirlenmistir. Mevcut ¢calisma, misir
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poleninin daha yliksek besin degerlerine ve ¢ogunlukla fenolikler olmak iizere antioksidan

bilesiklerin faydali bir kombinasyonuna sahip oldugunu gostermistir.

2.2. In Vivo Sartlarda Haploid Tohum Olusumu ve Tanmimlanmasina Yonelik
Incelenen Calismalar

Haploid tohumlar1 diploidlerden ayirmak icin antosiyanin renkliligine bagh ticari
anlamda kullanilabilecek markér Nanda ve Chase (1966) tarafindan belirlenmistir.
Yiiriittiikleri ¢calismada misirda haploid tohumlarin saptanmasi i¢in ticari degeri olan bir
secim yontemi tanimlanmistir. Bu yontemde, misir embriyosunda koyu mor bir pigment
gozlemlenirken endosperminde kirmizi veya mor aleuron renk pigmenti gézlemlenmistir.
Antosiyanin markor geni olarak R1-nj genleri kullanilmistir. Embriyoda mor renk
sergilemeyen ancak endospermde kirmizi veya mor aleuron pigmenti olan taneler haploid
tohum oldugundan saklanmistir. Bu ¢alismada, indirgeyici antosiyanin markor geni ile ticari
degere sahip dokuz F1 hatlar tozlagtirilmistir. Siniflandirilan 194,157 tanenin ¢imlenmeden
once %98'den fazlasinin atilmasi miimkiin olmustur ancak varsayimsal haploid tanelerin

2011 gergek haploid olusturmustur.

Eder ve Chalyk (2002) yiiriittiikleri ¢alismada maternal haploid teknigi ile haploid
tiretimi i¢in iki haploid indiikleyici MHI ve M741H hatlarin1 kullanmislardir. Atdisi musir,
sert misir ve sert misir X atdisi misir dahil olmak tizere deneyde yer alan tiim ana (toz alici)
genotiplerinden haploid tohumlar elde edilmistir. Maternal genotipin, elde edilen
haploidlerin siklig1 lizerinde 6nemli bir etkiye sahip oldugu bildirilmistir. Haploid siklig
%2,7 ile %8,0 arasinda degisim gostermistir. Kromozom katlanmasi igin, fideler kolgisin
soliisyonu ile muamele edilmis ve haploid bitkilerin %49,4'i verimli polen iiretmis, %39,0'1
kendilenmis ve %27,3'i fertilizasyon sonrasi tohum iiretebilmistir. Sonuclar, maternal
haploid bitkilerin kullanimmim misir 1slaht programlart i¢in bilylik potansiyele sahip

oldugunu gostermistir.

Rober vd. (2005) RWS indirgeyici hattinin gelisimini ve 6zelliklerini agiklamis ve
hibrit misir 1slahinda DH hatlarinin  kullanimmin nicel genetik ve lojistik yonlerini

tartismislardir. RWS indirgeyici hatt1 ile KEMSxWS14 indirgeyici hatlar1 arasindaki olusan
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melezin 5 generasyon sonrasinda elde edildigi raporlanmistir. Haploid musir taneleri,
antosiyanin igaretleyici gen olan R1-nj markorii araciliiyla ayirt edilmistir. Bu isaretleyici
gene dayal1 yanlis siniflandirma oranlarinin genellikle diisiik oldugu belirtilmektedir. Cesitli
indiiksiyon ortamlarindaki testlerde RWS, degerlendirilen diger indiikleyicilere kiyasla

tutarl bir sekilde en yiiksek indiiksiyon oranini (ortalama olarak %8,1) gostermistir.

Tang Qi-lin vd. (2009) haploid indirgeyici olan Stock 6 hattin1 kullanarak 6zel
genotiplerde haploidlerin tiretmeyi ve sitogenetik analizlerle iretilen bu hatlar1 daha
kapsamli bir sekilde incelenmeyi amaglamislardir. Calismada materyal olarak Cin'in
giineybatisinda yetistirilen Chuandan13 hatt1 indirgeyici Stock 6 hatt1 ile tozlastirilmigtir.
Haploid-diploid ayrimimi gergeklestirmek igin Chase (1969) tarafindan gelistirilen
endosperm renk tarama teknigi kullanilmistir. Bu teknik ile antosiyanin markdr geni olan
R1-nj ile yaklasik 14 bin misir tohumu haploidler i¢in taranmustir. Segilmis haploid muisirlar
ile (n=x=10) iizerinde ayrintili mayotik caligmalar yapilmistir. Taranan haploid musir
tanelerinden 253 adeti ¢imlendirilerek somatik kromozom say1 tanimlamasi i¢in sitogenetik
calismalar yapilmistir. Sitogenetik analiz sonuglar1 mayoz I ve mayoz II' de yiiksek siklikta
mayotik anormallik oldugunu gostermistir. Mayoz II evresindeki anormalliklerin bir sonucu
olarak, ¢esitli mikrosporlar ve farkli biiyiikliikteki polen taneleri olusmustur. Calisma
sonucuna gore antosiyanin markor geninin (R1-nj) zayif ekspresyona sahip oldugu ve

haploid bitkilerinin neredeyse tamamen steril oldugu agiklanmaistir.

Prigge vd. (2012) yiiriittiikleri ¢alismada Uluslararas1 Misir ve Bugday Gelistirme
Merkezi'nde (CIMMYT) tropikal adaptasyona sahip haploid indirgeyici hatlar gelistirmeyi
amaglamaktadir. %8-10 haploid indiiksiyon oranlarina (HIR) sahip 1liman indirgeyici hatlar
ile tropikal CIMMYT musir hatlar1 (CML; HIR = %0) arasindaki ¢aprazlamalardan yeni
nesiller gelistirmislerdir ve bu yeni nesillerin tropikal arazi kosullar1 altinda HIR oranlarini
ve agronomik performans degerlerini belirlemiglerdir. Caligma materyali olarak Orta Avrupa
iklimine uyarlanmis ii¢ indiikleyiciyi (RWS, UH400 ve hibrit RWS x UH400) hat
kullanilmistir. Caprazlamalar 2006/2007 kisinda disi ebeveynler olarak CIMMYT-
Meksika'dan (CML494, CML451 ve CL02450) iic CML ve tozlayici olarak RWS x UH400
ve RWS x RWK arasinda yapilmigtir. F2 bitkileri icerisinde toplu seleksiyon yontemi
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kullanilmigtir. Tropik adaptasyona sahip indirgeyicilerin HIR degerleri %10 bulunmustur.
Melezleme sonuglar1 yeni indiikleyicilerin adaptasyonunu iyilestirmek i¢in uygun oldugunu
gostermistir. Calismada tropikal haploid indirgeyici hat gelistirme asamasinda Onemli

Olctlide gelisme kaydedildigi raporlanmistir.

Hu vd. (2014) farkli indirgeyici hatlarin haploid indiiksiyon oranlarindaki
farkliliklar1 analiz etmek i¢in yaptigi calismada materyal olarak mor renkli 6 misir
indirgeyici hatt1 ile 10 farkli F1’i donér olarak kullanmistir. Indirgeyiciler arasindaki
ortalama HIR deger farklar1 anlamli bulunmustur. Sonuglara gére HIR oranlar1 %2,17-5,33
arasinda degisim gostermis olup indirgeyici hatlarin haploid indirgeme oranlar kiiclikten
biiyiige dogru KMS-3<WY-1<PR-2<YP-13<KMS-2 seklinde siralanmistir. PR-2 haploid
indirgeyici hatt1 yiiksek haploid indiikleme potansiyeline sahip seckin bir haploid

indiikleyici olarak bulunmustur.

Cerit vd. (2016) melez musir 1slah ¢alismalarinda in vivo katlanmis haploid hat
olusumu i¢in yiiriittiikleri ¢aligmada birbirinden degisik yapidaki indirgeyici hattin haploid
indirgeme oranlarini belirlemislerdir. Yaptiklart denemede indirgeyici hat (baba) olarak
RWK-76, RWS ile bunlarin melezlenmesiyle olusan RWK-76 x RWS ve Stock-6
kullanilmigtir. Toz alict olarak 75 farkli genotip kullanilarak haploid tohum elde edilmesi
amaclanmigstir. Bu genotipleri 1slah ¢alismalar1 kapsaminda F2 kademesinde olan 66 genotip
ile agikta tozlanan ticari hibrit ¢esitleri arasindan segilen 9 farkli genotip olusturmustur. Elde
edilen sonuglara gore haploid tohum olusturma oranlari indirgeyiciden indirgeyiciye
farklilik gostermistir. Toz alici (ana) olan 75 genotipin 69 adedinden haploid tohum alinmus,
6 genotipte ise haploid tohum gézlenmemistir. Haploid tohumlarin seleksiyonu antosiyanin
markor geni olan R1-nj renk markdriine gore yapilmistir. Melezleme sonucu olusan ayirt
edici markore gore 1463 adet haploid tohum segimi ger¢eklesmistir. RWK-76 indirgeyici
hattinda en yiiksek haploid tohum olusturma orami goézlemlenirken (%7,80), Stock-6
indirgeyici hattan %1,28 oraninda haploid tohum alinmistir. HIR orani ortalama %4,79

olarak saptanmistir.
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Kelliher vd. (2017) tarafindan yiiriitillen ¢alismada haritalama, genom dizileme,
genetik tamamlama ve gen diizenleme tekniklerinden yararlanilarak, misirda haploid
indiiksiyonun polene 6zgii bir fosfolipaz olan MATRILINEAL'deki (MTL) bir ¢erceve
kaymas1 mutasyonu tarafindan tetiklendigi tespit edilmistir. Bu bulgunun haploid indirgeme
sistemlerinin  gelistirilmesi i¢in faydali olabilecegini ileri siirmislerdir. Haploid
indirgenmesinin altinda yatan gelisimsel genetigi acikliga kavusturmak i¢in yiritilen
calismada 2006 yilinda Hohenheim Universitesi'nden Stock 6 tiirevi RWK (yaklasik %13
HIR degerine sahip) elde edilip kendilenmis olan NP2460 ve NP2391 hatlar ile
caprazlanmigtir. HIR testi ve markor analizi, her iki haritalama popiilasyonu setinde
gerceklestirilerek haploid indiiksiyon deneyleri, varsayilan haploid indiikleyici hatlarin
NP2222 iizerinde caprazlanmasiyla gerceklestirilmistir. MTL'deki yeni diizenlemelerin
%6,7 haploid indiiksiyon oranini olusturdugunu agiklanmustir. Yabani tip MTL proteini,
yalnizca sperm sitoplazmasinda lokalize oldugunu ve polen RNA dizi profili olusturma,
haploid indiiksiyon sirasinda asir1 eksprese edilen ve bazilar1 haploid tohum olusumuna
aracilik edebilen polene 6zgii bir dizi gen tanimlamislardir. Bu bulgular, erkek gamet
sitoplazmik bilesenlerinin lireme basarist ve erkek genom gecirgenligi lizerindeki 6nemini

vurgulamaktadir.
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UCUNCU BOLUM
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Calismada bir indirgeyici hat ve ii¢ dondr genotip materyal olarak kullanilmstir.
Calismada indirgeyici hat olarak Uluslararas1 Bugday ve Misir Arastirma Merkezi’nden
(CIMMYT) bilimsel ¢alisma amagli temin edilen CIM2GTAIL-P2 hatt1 kullanilmistir. Bu
hat navajo sistemine gore haploid tohum ayrimi saglayan bir materyaldir. Dondr materyaller
ise Canakkale Onsekiz Mart Universitesi (COMU) Tarla Bitkileri béliimiinde yiiriitiilen 1slah
calismalarinda kullanilan HYA, B73 kendilenmis hatlar1 ile bu hatlarin melezlenmesi ile
olusturulan F1 hibritidir. Denemede kullanilmis olan bitkisel materyallerin genel bilgileri

Tablo 1’de agiklanmistir.

Tablo 1

Tez ¢aligmasinda kullanilan bitkisel materyaller
Genotip Adi/Kodu Niteligi Temin Edildigi Yer
HYA Dondr genotip COMU
B73 Dondr genotip COMU
HYAXB73 Donér genotip CoMU
CIM2GTAIL-P2 Indirgeyici hat CIMMYT

3.1.1. Denemenin Kurulmasi ve Uygulama Asamalari

Deneme (2020-2021) sonbahar-kis sezonunda Canakkale ilinde COMU Ziraat
Fakiiltesi Dardanos Yerleskesi Bitkisel Uretim Arastirma ve Uygulama Birimi'nde sera
sartlarinda yuritilmistiir. Genotipler, 3/1 tarla topragi/ahir giibresi karisiminda 18 litrelik
30’ar adet saksilarda yetistirilmistir (Sekil 3). Gruplar halinde 7’ser giin araliklarla
¢imlendirilen genotipler hazirlanan saksilara sasirtilmistir. Damla sulama ile sulanan
saksilara toplam 18 kg/da azot ve 8 kg/da fosfor hesabi ile giibreleme yapilmistir. Sera
sartlarinda 151k ihtiyacinin karsilanmasi i¢in PlantGrow led aydinlatma sistemi kullanilmis

16/8 fotoperyot uygulanmistir (Sekil 4).
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Sekil 3. Sera kurulum asamasi Sekil 4. Sera 1siklandirma

Calisma 2 ana asama ve 3’er alt asamalar1 olacak sekilde yuritilmistir. Sekil 5’te
bu asamalar belirtilmistir. Caligmanin uygulama asamalart ile ilgili detayli bilgiler ise

basliklar halinde yontem kisminda sunulmustur.

Indiiksiyon Melezlemesinden

Y Tohumlarin Elde Edilmesi ve
« Polen Ormeklerinin Karakterizasyonu
Morfolojik Karakterizasyonu
* Polen Omeklerinin Spektral » Farkli Irilikte Polen
Karakterizasyonu Ornekleri ile Tozlamalarm
* Polen Ormneklerinin SDS- Yapilmasi
PAGE Analizleri * Haploid Tohumlarm
Secilmesi ve HIR
Degerlerinin Belilenmesi
indi ici Hattan Topl * Tohum Orneklerinin SDS-
Y o Omeklerin \__PAGE Analizleri J
Ayrigtirilmast

Sekil 5. Calismanin uygulama asamalari
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3.2. Yontem
3.2.1. indirgeyici Hattan Toplanan Polenlerin Farkli Boyutlara Ayrilmasi ve
Tozlama Islemlerinin Yapilmas:

Saksilara sasirtilan dondr musir genotiplerinin kendi polenlerini almasini engellemek
amaciyla tepe piiskiilleri uzaklastirilmistir ve kocan piiskiilleri de koruma altina alinmistir
(Sekil 6). Indirgeyici hattin polen &rnekleri 50-100-125 mikron ¢apinda PE filtreler
bulunduran 6zel bir vakum diizenegi ile toplanmistir. 125 mikronluk filtre anterleri ve diger
kaba parcalar1 polenlerden ayirmak icin, diger filtreler ise polen Orneklerini iki sinifa

ayirmak i¢in kullanilmistir (Sekil 7).

Sekil 6. Kocan piiskiilii kapatma islemi  Sekil 7. Polenin filtreleme ile boyutlandiriimasi

Indirgeyici hattan toplanan polen &rneklerinin bir kismi laboratuvarlarda analiz
islemlerine tabi tutulmak i¢in +4 °C’de saklanmustir. Farkli irilikteki polen 6rneklerinin
toplama islemine bitkinin polen verme siiresi sona erene kadar 1-2 hafta devam edilmistir ve
toplanan polenlerin bir kismi1 da indirgeyici hat ile dondr bitkilerin tozlanabilmesi igin

ayrilmigtir.

21



3.2.2. Polen Orneklerinin Morfolojik Karakterizasyonu

Yiriitillen sera sartlarinda indirgeyici hatlardan toplanan farkli irilikteki polen
orneklerinin karakterize edilmesi igin TTC (Triphenyl Tetrazolium Chloride) boyama ve
goriintii analizlerinden yararlanilmistir. Bu amacla 50 p ve 100 p filtrelerle ayristirilmis
polen ornekleri i¢in 2 adet goriintiilleme slaytt hazirlanmigtir. Slayt hazirlama i¢in 1-2 damla
%1’lik TTC soliisyonu lam iizerine damlatilmistir. Daha sonra soliisyon iizerine bir firca
yardimut ile polen ornekleri serpistirilmis ve lamel ile kapatilmistir. Karanlik oda sartlarinda
2 saat bekletilmesinin ardindan 10x biiyiitme kapasitesi ile dijital mikroskop (CHEBIOS)
altinda gorintiiler alimmustir (Sekil 8). Alinan goriintiilerin 6lgtimlerde kullanilmasi igin ayni
biiylitme kapasitesinde kalibrasyon laminin (Motic, San Antonio, Amerika) goriintiisii
almmistir. Bu gortintiiler ImageJ programina aktarilmigtir (Schneider vd., 2012). Yazilimda
partikiil analizi yontemi kullanilarak polen oOrneklerinde canlilik, ¢evre ve minimum-

maksimum Ol¢limleri yapilmustir.

Sekil 8. Polende TTC boyama ve goriintii analizleri
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3.2.3 Polen Orneklerinin Spektral Karakterizasyonu

Indirgeyici hattin polenlerinden toplanan drneklerin yaklasik 50 mg’lik kismi NIR
spektroskopi cihazinin (Spectrastar 2400D, USA) transflektans kabina konularak 1200-2400
nm arasinda 1 nm siklikla spektrum toplanmistir. Bu spektrumlar 6rnek gruplarina gore (50u
ve 100u) 3’er 6rnekten alinmis ve alinan spektral veriler jdx dosyasi olarak kaydedilmistir.
Kaydedilen sonuglar Excel formatina doniistliriilmiis ve polen iriliklerine gore ortalamalari

aliarak grafiksel olarak gosterilmistir.

Polen 6rneklerinden ayrilan bir diger kisimda ise Raman spektrumlar1 toplanmustir.
Bu amagla polen o6rneklerinden kiigiik bir kisim Raman spektroskopi cihazinda (Witec Alpha
300 RA) 532 nm’lik lazer ve grating (600 g/mm BLZ:500 nm) kullanilarak goriintiilenmistir.
Goriintiileme isleminde integrasyon siiresi 0,5 s ve accumulation: 10 olarak alinmak suretiyle

20x objektif kullanilarak Sl¢timler gerceklestirilmistir.

3.2.4 Polen Orneklerinin SDS-PAGE Analizleri

Toplanan polen ornekleri SDS-PAGE analizine tabi tutularak protein bant
analizlerindeki degisimler farkli polen iriliklerine gore incelenmistir. Polen 6rneklerinin
SDS-PAGE analizleri i¢in ekstraksiyonu Igbal vd. (2014) tarafindan 6nerilen yonteme gore
gerceklestirilmistir. Sodyum Dodesil Siilfat ile Poli Akrilamid Jel Elektroforezi olusumu

icin gerekli olan soliisyonlar hazirlanmistir (Tablo 2).

Protein ekstraksiyonu i¢in, farkli irilikteki polen Orneklerinden 50 mg o6rnek 3
tekerriirli olarak ayri tiiplere tartilmigtir. Tiiplerdeki 6rneklerin her birinin tizerine 950 ml
ekstraksiyon bufferi konulmustur. Ardindan ornekler vortekslenmis ve 1 saat oda
sicakliginda calkalanmistir. Ekstraksiyondan sonra ornekler 10000 g’de +4T’de

santrifiijlenmis ve list fazlar ayrn tiiplere alinmigtir.
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Tablo 2
SDS-PAGE analizi i¢in kullanilan soliisyonlarin hazirlanmasi
SOLUSYONLAR HAZIRLANIS

) 1 g amonyum persiilfat 10 ml saf su
%10 Amonyum persillfat icerisinde ¢ozdiiriliir

60,5 g TRIS base 850 ml saf su igerisinde

4X Stacking jel soliisyon cozdiiriilerek pH’1 HCl ile 6,8’¢ ayarlanir

ve 1000 ml’ye hacim tamamlanir.

29,22¢g acrylamide ve 0,789 bisacrylamide
%30 Acrylamide soliisyonu o
100 ml saf su icerisinde ¢ozdiriiliir.

181,5 g tris base 850 ml saf su icerisinde
4X Resolving jel soliisyon ¢ozdiiriilip pH HCl ile 8,8’e ayarlanarak

hacim 1000 ml’ye tamamlanir.

%2,3 SDS, 62,5 mM Tris—HCI (pH 6,8),
%5 2-ME, %10 glycerol, %0,1
bromophenol blue

144 g glisin ,30 g TRIS base ve 10 g SDS

Ekstraksiyon buffer:

. lip 1 1 saf su igerisi
10X Running buffer tartilip 1000 ml saf su igerisinde
¢ozdirilir. 5 litre igin 500 ml running
buffer ve 4500 ml saf su karistirilir ve

elektroforez tank: doldurulur.

2 ml mercaptoethanol, 4 ml gliserol, 1,2 ¢

4X Stok yiikleme tamponu SDS, 5 ml 4X stacking soliisyonu, 0,03 g
bromofenol karistirilarak -20 ‘C’de saklanur.

Orneklerin elektroforez islemleri i¢in %12’lik resolving jeli ve jelin iist tarafina

eklenecek %4 liik stacking jel soliisyonlart hazirlanmistir (Tablo 3).

Tablo 3
SDS-PAGE analizi i¢in kullanilan jellerin hazirlanmasi
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KARISIMLAR HAZIRLANISI

16,8 ml saf su

%4°liik Ayirma Jeli 2,6 ml %30 acrylamide soliisyonu,
6,4 ml 4X stacking jel tris soliisyonu,
201 pL. amonyum persiilfat,
26,8 uL TEMED

12,35 ml saf su

0 s . .
%12’lik Coziicii Jel 14,1 ml %30’luk stok acrylamide soliisyon,
18,8 ml 4X ¢oziicl tris soliisyon,
350 puL %10 amonyum persiilfat,

35 uL TEMED

Islemin devaminda elektroforez tankmin igerisine %12 hazirlanan resolving jel
yiiklenmis ve yaklasik 30 dakika jelin katilasmas1 beklenmistir. Uzerine %4 liik stacking jel
dokiilerek 1 saat katilasmasi beklenmistir. Jel tankinin igerisine elektroforez igleminin

yiiriitiilmesi i¢in 10X running buffer ilave edilmistir.

Hazirlanan jellere yiikleme yapilmadan once santrifiijde ekstrakte edilen 6rneklerin
iist fazindan eppendorf tiiplere 300 pl alinmustir. Uzerine 100 ul 4X loading buffer eklenerek
vortekslenen ornekler 95 °C’de 5 dakika sicak su banyosunda bekletilmistir. Her bir 6rnekten
15 pl almarak ilk iki kuyucuga standart, devamindaki kuyucuklara da 6rnekler yiiklenecek
sekilde isleme devam edilmistir. Orneklerin tam ayrim islemi icin cihaz 100 V"’ a ayarlanarak
yaklasik yiikleme tamponu igerisindeki mavi boya jelin son kismina ulagincaya kadar

kosturulmustur.

Elektroforez sonrasi tankin igerisinden alinan jeller 1 g Brilliant Blue, 60 g TCA ve
25 ml etanoliin saf su ile 500 ml’ye tamamlanarak boya soliisyonunda gece boyu
calkalayicida birakilip boyanan jellerin goriintii kaydedilme islemi gerceklesmistir.
Kaydedilen goriintiilerden bant analizleri Gelanalyzer programi ile yapilmistir. Jelin ilk ve

son kuyucuklara yiiklenen standartlarin 25, 35, 55, 70, 100, 130, 250 molekiiler agirliklarina
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sahip 7 bant belirlenerek Gelanalyzer programina tanimlanmigtir. Molekiiler agirliklart
(MW) program {izerinde tanimlanan standartlarin Rf (r6latif tasinim) degerleri hesaplanarak
jel iizerinde olusan diger tiim bantlarin da Rf degerleri hesaplanmistir. Molekiiler agirliklar
ve rolatif tasinim degerleri bilinen standartlarla gizilen egrinin R? degeri 0,99 dur (Sekil 9).
Olusturulan exponential denklemine gore Ornek bantlarmin Rf degerleriyle molekiiler

agirliklar1 tanimlanmistir.

MW = A(Rm B) Exp[C(Rm)] (3.5)

MW: Molekiiler agirlik degerini; Exp: 2,718; A, B ve C: Ustel model parametrelerini ve Rm:

Nispi tasinim gostermektedir.

250
® 150
m 1004
0
01 02 03 04 0,5 0,6 07 0,8 09 1

Rf

y = 449,268211 * exp(-4 203871 *X) + 27290316
RZ =988

Sekil 9. Farkli iriliklere sahip polen 6rneklerine ait regresyon grafigi

3.3. Tohum Karakterizasyonu

3.3.1. Haploid Tohumlarimin Elde Edilmesi

Haploid tohum olusumu i¢in in vivo maternal haploid yonteminden yararlanilmustir.
Ekilen genotipler ¢igeklenme zamanina geldiginde, indirgeyici hattan toplanan 50p ve 100
filtrelerle ayrigtirillmig polen 6rnekleri baba (toz verici) olarak kullanilmak tizere donor
genotipe sahip bitkiler ile kontrollii olarak tozlanmistir. Melezleme asamasinda Hya, B73,
HyaxB73 toz alici (ana) ve CIM2GTAIL-P2 indirgeyici hat toz verici (baba) olarak

26



kullanilmistir. Melezlemede 6ncelikle toz alici olarak secilmis olan hatlarin koganlari, kogan
puskiilii olusum asamasindan 6nce kogan kagitlar1 kapatilip kontrollii tozlama islemi i¢in
yabanc1 bitkiden ve kendinden toz almas: engellenmistir. Indirgeyici hattin tepe
puskiillerinden 50 mikron ve 100 mikron filtrelerle ayristirilmis polenler, koruma altina
alian ana hatlara kocan piiskiiliiniin ¢ikig zamanlarinda olacak sekilde ayr1 ayri verilerek
tozlama islemi gergeklestirilmistir. Tozlama isleminden sonra koganlar kraft kagit torbayla
hasat islemine kadar koruma altinda tutulmustur (Sekil 10). Fizyolojik oluma ulasan
tanelerin hasat olgunluguna geldigi siyah nokta doneminde koganlarin el ile hasat islemi
gerceklesmistir. Hasat sonrast her bir donériin CIM2GTAIL-P2 indirgeyici genotip ile
melezleri ayr1 ayr1 torbalara alinarak melez numarasi ve melez yapildigi indirgeyici genotip
ismi yazilarak etiketlenmistir (Sekil 11). Hasat edilen koganlar tanelenerek laboratuvar
ortaminda haploid tohumlarin seleksiyon yontemi ile haploid-diploid tohum ayrim

gerceklestirilmistir.

Sekil 11. CIM2GTAIL-P2 indirgeyici hatti ile indiiksiyon melezlemesi yapilmis koganlar
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3.3.2. Tohum Seleksiyonu ve Haploid indiiksiyon Oranlarinin Belirlenmesi

Indiiksiyon melezlemesinden elde edilen kogan &rnekleri ayri ayri tanelenmistir.
Tanelenen Ornekler gbz ile endosperm/embriyo bolgelerindeki renklenmelerine gore
ayrilmis ve tohum sayilar1 belirlenmistir. Haploid tohumlarin seleksiyon yontemi ile
haploid-diploid tohum ayrimi yapilmistir. Bu ayrim ii¢ kategoride siniflandirilmistir (Sekil
12).

e Renksiz endosperm ve embriyo 6zellikli tohumlar, dis faktérler nedeniyle kontamine
olabileceginden yabanci tozlagmis olan haploid olmayan tohum grubudur.

e Mor renkli endosperm ve embriyo 6zellikli tohumlar diploid tohum grubundandir.

e Mor renkli endosperm ve renksiz embriyo 6zellikli tohumlarsa haploid tohum olarak

kabul edilen gruptadirlar.
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Sekil 12. Haploid ve diploid olarak ayrilan tohum 6rneklerinden bir goriintii

Farkli gruplardaki bu tohumlar ayri diizeylerde incelenmis ve tigiincii gruptaki haploid

tohum elde oranlar1 agsagida belirtilen formiil ile hesaplama yapilmistir.

Varsayilan Haploid Sayist (3 1)

Haploid Indirgeme Orani = ;
Toplam Mor Endospermli Tohum Sayist
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3.3.3. Tohum Orneklerinin SDS-PAGE Analizleri

Farkli polen iriliklerindeki polenler ile indiiksiyon melezlemesinden elde edilen tane
orneklerinden 3-5 adedi dgiitiilmiistiir. Ogiitiilen drneklerden 50°ser mg eppendorf tiiplerine
tartilmis ve iizerine ekstraksiyon bufferi konularak 1 saat oda sicakliginda calkalanmistir.
SDS-PAGE analizleri polen Orneklerinin analizinde tarif edilen yoOnteme gore

gerceklestirilmistir.

3.3.4. Verilerin Degerlendirilmesi

Calismada polen morfolojisi ve canlilifina yonelik elde edilen veriler ile HIR
degerleri bakimindan 6rnek gruplar arasindaki farklar t testi ile karsilastirilmistir. T testi
analizleri R paket programinda (R Core Team, 2019) gerceklestirilmistir. Calismadan
toplanan spektral verilerdeki farkliliklar grafiksel olarak gosterilmis ve tarama yapilan
spektral aralikta polen orneklerine ait spektrumlardaki farklara gore degerlendirilmistir.
Protein bant analizlerine jel goriintiilerine ait sonuclar ise tablo olarak gosterilmistir. Bu
tablolarda polen ve tohum orneklerinde yapilan SDS-PAGE analizlerinde tespit edilen

bantlar varlik/yokluk durumlarina gére +/- olarak belirtilmistir.
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DORDUNCU BOLUM
ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Polen Orneklerinin Farkl Teknikler Kullamlarak Karakterizasyonu

4.1.1. Polen Orneklerinin Morfolojik Verileri

Indirgeyici hattin farkli polen iriliklerine gore ayrilmis polen &rneklerinin goriintii
analizlerine dayali 6l¢iim sonuglar1 Tablo 4’te gosterilmistir. Bu analiz sonuglarina gore 50
mikronluk filtrelerle ayristiritlmis polen 6rneklerinin canli ve 6lii polen oranlari bakimindan
farklilik gosterdigi belirlenmistir. 50 ve 100 mikronluk filtrelerle ayrilan polen 6rneklerinde
Olciimlenen 6zelliklerin tamaminda 6rnek gruplari arasinda istatistiki olarak onemli farklarin
oldugu goriilmektedir. 100 mikronluk filtre lizerinde kalan polenlerin canlilik orani (%89)
50 mikronluk filtre ile ayrilan orneklerden (%74) yiiksek bulunmustur. Oli polen
oranlarinda da filtre ¢aplarina gore ayrilan farkli irilikteki polen 6rnekleri arasinda da
istatistiki olarak onemli bir fark oldugu saptanmistir. Polen morfolojisine yonelik 6l¢iim
sonuglarina gore, 50 mikronluk filtre tizerinde kalan polen 6rneklerine ait ortalama gevre,
minimum ve maksimum ¢ap degerleri sirasiyla 278 pum, 79,9 um ve 88,2 um olarak
hesaplanmistir. 100 mikronluk filtre tizerinde kalan drneklerin ortalama ¢evre, minimum ve

maksimum ¢ap Ol¢iileri ise 311 pm, 88,7 um ve 99,9 um olarak bulunmusgtur.

Tablo 4
50 ve 100 mikron filtrelerle ayrilmis polen 6rneklerine iligskin canlilik durumu ve morfolojik
Olclim sonuglari

Incelenen Ozellik 50 Mikron Filtre Ile 100 Mikron Filtre Ile P degeri
Ayrilmis Ornekler  Ayrilmis Ornekler

Canli Polen Orani %74 %89 0,041

Olii Polen Orani %26 %11 0,041

Ortalama Cevre (um) 278 311 0,001

Minimum Cap (pm) 79,9 88,7 0,001

Maksimum Cap (um) 88,2 99,9 0,001

Diger tahil tiirleri ile kiyaslandiginda misir poleni iri yapiya sahiptir ve ortalama
biiyiikliigii 70-100 mikron arasinda degisim gostermektedir (Fonseca vd., 2002). Oval
yapiya sahip olan misir poleninin dis zar1 ise piirlizsiiz bir yapiya sahiptir. Yiriitiilen calisma
sonuglarina gore elde edilen veriler incelendiginde polen ¢ap1 degerlerine ait minimum ve

maksimum degerlerin literatiirde belirtilen sinirlarin disinda yer aldigi gorilmistiir.
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Gozlemlenen bu durumun kullanilan  Olglim  ydnteminden kaynaklanabilecegi
ongoriilmektedir. Johnson-Brousseau vd. (2004) Arabidopsis {izerinde yirittiikleri
calismada vakum filtrasyon tekniginden yararlanmistir. Arastirmacilar polen boyamada
kullanilan boyalarin farkli polen gelisim evrelerinde Orneklerle farkli sekilde
etkilesebilecegini bildirmistir. Calismamizda indirgeyici musir hattin polenleri toplama
asamasinda vakum ile filtrasyon yapildigindan polen morfolojisinin de morfolojik 6l¢iim
sonuglarmi etkileyebilecek sekilde degisim gosterebilecegi diisliniilmektedir. Farkli filtre
caplarinda minimum ve maksimum ¢ap degerleri bakimindan 100 mikronluk filtrenin
gbzenek capindan daha kiiglik ebattaki polenleri gecirdigi anlagilmaktadir. Bu durum polen
filtreleme esnasinda uygulanan vakumun etkisiyle ortaya ¢iktigi diisiiniilmektedir. Nitekim
vakumun etkisi ile filtre sinirlarina yakin biiyiikliikteki polen 6rnekleri bir alt kisma gegctigi
anlagilmaktadir. Yine vakumun etkisiyle bu orneklerin icerisinden nem kaybi meydana

gelebilir bu da irilik dl¢timlerine etki edebilir.

4.1.2. Polen Orneklerinin Spektral Verileri

Indirgeyici hattan toplanan farkl irilikteki polen &rneklerinin spektral 6lciimleri icin
NIR ve Raman cihazlar1 kullanilmigtir. Yapilan NIR ve Raman Olglim sonuglart
incelendiginde farkli irilikteki polen 6rneklerinin spektral verilerinde 6nemli farklar oldugu
goriilmektedir. 100 mikronluk filtrelerle ayristirtlmis polen 6rneklerinin NIR 6l¢iimlerinin
sonuglari incelendiginde 1200-2400 nm arasinda yansima degerlerinin diger gruptan yiiksek
oldugu goriilmektedir (Sekil 13). Raman dlgiimleri 95-4000 cm ? arasinda
gerceklestirilmistir. 95 ile 2115 cm * arasinda 50 mikronluk filtrelerle ayristirilmis polen
orneklerinin 100 mikronluk filtrelerle ayristirilmig polen 6rneklerden daha yiiksek sinyal
siddeti verirken 2115 cm "*den itibaren bu gruplarm sinyal siddetinin benzer oldugu ve
tarama araliginin son kisminda ise 100 mikronluk filtrelerle ayristirilmis 6rneklerden elde
edilen sinyalin yiikseldigi goriilmistiir (Sekil 14). Polen o6rneklerinin biyokimyasal
yapisindaki cesitlilik, farkli irilikte yapilara sahip olmasi Spektral dl¢timlerden elde edilen
sonuglar tizerinde etkilidir. Yiiriitiilen onceki ¢alismalarda nem ve kuru madde igeriginin
NIR cihazlari ile alinmig spektral 6l¢timlerde etkili oldugu bilinmektedir (Williams, 2016).
Tarama yapilan aralikta NIR cihazindan alinan ortalama spektrumlarin 100 mikronluk

filtrelerle ayristirilmig polen orneklerinde daha yiiksek bulunmasi bu 6rneklerdeki polen
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hiicrelerinin capi, gelismislik durumu ve biyiiklik-kiicliklik degerleri ile iligkili olabilir.
Gelisim asamasi agisindan bakildiginda 100 mikronluk filtrelerle ayristirilmis 6rnekler
biiyikk ¢apli ve gelismisken, 50 mikronluk filtrelerle ayristirilmis ornekler daha kiigiik
captaki polenlerdir ve gelisim evresinin erken donemlerinde olduklari diistiniilmektedir. NIR
spektral verilerinden farkli olarak Raman spektrometresi ile tarama yapilan aralikla, 100
mikron ve 50 mikron filtrelerle ayristirilmis Orneklere ait spektral verilerdeki farklar
degiskenlik gostermistir.  NIR ve Raman spektrumlarindan yararlanarak polen
karakterizasyonu tanimlamak literatiirde yaygin olarak kullanilmistir (Williams, 2016;
Kendel ve Zimmermann, 2020). Bu g¢alismalarda NIR ig¢in 1101-2503 nm dalga
boyutundaki veriler degerlendirilmekte olup, Raman kaymasi sonuglarina gore 1900-800
cm 1 ve 2000-500 cm ! Raman spektrumlart segilmistir. 810-860 cm  FTIR spektrumlari
i¢in ve 1580-1650 cm " FT-Raman spektrumu icin olan spektral bélgeler polen duvarinda
aromatik maddelerin kimyasal bilesiminin analizi i¢in se¢ilmistir. Bizim ¢alismamizda elde
edilen farklarin tarama yapilan spektral aralikta 1013 cm %, 1159 cm 1, 1524 cm * ve 2929
cm 1 bolgelerinde dort pikin belirgin oldugu gézlemlenmistir. 1013 cm * spektrumlar
karbonhidratlarla iliskili, 1524 cm spektrumu karotenoid ve  proteinlerle

baglantili piklerdir.

100 Mikron — 50 Mikron

1.4

Reflektans

1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900 2000 2100 2200 2300 2400
Dalga Boyu

Sekil 13. 50 mikron ve 100 mikron filtrelerle ayristirilmis polen 6rneklerinin NIR
Olciimleri
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Sekil 14. 50 mikron ve 100 mikron filtrelerle ayristirtlmis polen drneklerinin Raman
Olctimleri

4.1.3. Polen Orneklerinin SDS-PAGE Analiz Verileri

Polen 6rneklerinden SDS-PAGE’ e ait jel goriintiisii Sekil 15°te sunulmustur. Analiz
sonuglarina gore farkl iriliklerdeki polen drneklerinde bant sayilar1 ve bant yogunluklari
onemli farklar gostermistir. 50 mikronluk filtrelerle ayristirilmis grupta tespit edilen bant
sayist 10 iken, 100 mikronluk filtrelerle ayristirilmig polen drneklerindeki bant 15 olarak
belirlenmigtir. Tespit edilen bant biiyiikliikleri 50 mikronluk filtrelerle ayristirilmis
orneklerde 36-75 kDa arasinda hesaplanirken, 100 mikronluk filtrelerle ayristirilmis grupta
36-99 kDa arasinda bulunmustur. Farkli irilikteki polen orneklerinde belirgin farklar
gozlenmistir. 50 mikron filtre ile ayrilan polen 6rneklerinde 7 protein bandi (48 kDa, 54 kDa,
56 kDa, 67 kDa, 73 kDa, 84 kDa, 99 kDa) bulunmazken 100 mikron biiyiikliigiine sahip
polen 6rneklerinde varligi gézlemlenmistir. 44 kDa ve 52 kDa degerlerine sahip bantlar ise
100 mikronluk polen 6rneklerinde bulunmazken 50 mikron filtrelerle ayristirilmig polen
orneklerinde mevcuttur. Jel analizlerinde bantlarin varligi ve yogunluklart bakimindan
ortaya ¢ikan bu farklar spektral 6l¢giimlerde elde edilen sonuglar1 destekler niteliktedir. 50
mikronluk filtrelerle ayristirilmis polen érneklerinde 100 mikronluk filtrelerle ayristirilmis
polen Orneklerindeki farkliliklarin nedeni (Tablo 5), kiiciikk capli polenlerde protein
birikiminin az olmasi ile iliskilendirilebilir. Misir poleni diger bitki tiirlerinin polenleri ile

kiyaslandiginda diisiik protein igerigine sahiptir. iri yapili olmasina ragmen, polende
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bulunan diger biyokimyasal bilesenler igerisinde %17 protein degeri ile {igiincii sirada yer
almaktadir (Bujang vd., 2021). Calismamizda 50 mikronluk filtrelerle ayristirilan polen
ornekleri polen gelisim evresi bakimindan polen ¢apinin kii¢iik oldugu sathalardadir. Kiiciik
capli polenlerde biyokimyasal bilesenlerin olgunluk evrelerinden kaynaklanan nedenlerle
daha diisiik olmasi1 beklenebilir. Bu durum ise SDS-PAGE analizlerinde tespit edilen bant
sayisina ve bantlarin yogunluguna etki etmistir. Yu vd. (2014) W22 ve bu hattin izogenik
hattinin polen ve pistil proteinlerinin cesitliligini ele aldiklar1 ¢aligmada, toplam 24 farkl
proteinin var oldugunu raporlamiglardir. Calismamizda 15 bant tespit edilmekte olup
bunlardan 8 farkli protein varligi gézlemlenmistir. Bunlardan 67 kDa, 60 kDa, 54 kDa, 48
kDa, 42 kDa molekiiler agirliga sahip olan proteinler Yu vd. (2014) tarafindan yapilmis olan
calisma ile benzerlik gdstermistir. Kalan proteinlerin agirlik degerleri bant yogunluklar
bakimindan farklilik gostermistir. Jelin yiiriitiilmesi sirasinda 1-2 cm’lik kaymasi kDa

sonucunu etkileyeceginden farkliliklar gozlemlenmistir.

35kDa ,
25kDa

Sekil 15. Polen 6rneklerinden SDS-PAGE’ e ait jel goriintiisii

Tablo 5

34



Indiikleyici hattin 50 ve 100 mikron filtrelerle ayristiriimis polen numunelerinin protein bant
profilleri
Molekiiler Agirlik 50 Mikronluk Filtre ile 100 Mikronluk Filtre ile
Ayrilmis Ornekler Ayrilmis Ornekler
36 kDa + +
38 kDa
40 kDa
42 kDa
44 kDa
46 kDa
48 kDa
50 kDa
52 kDa
54 kDa
60 kDa
67 kDa
73 kDa
75 kDa
84 kDa
99 kDa -

+ 0+ o+ 4+ 4+
+ + + '+ o+ +

+|
+ + + + + + +

4.2. Tohum Karakterizasyonu

4.2.1. Farkli Polen Boyutlarindan Elde Edilen Tohum Orneklerinin HIR

Degerleri

Farkli polen iriliklerindeki ornekler ile yapilan tozlamalardan elde edilen tohum
orneklerinde haploid ve diploid tohum sayilar1 6nemli 6l¢iide degisim gostermistir (Sekil
16). Verilere gore indirgeyici hat ile ana genotiplerin melezlenmesiyle olusan haploid tohum
sayilar1 polenlerin iriliklerine gore farklilik gostermektedir. Bu durum HIR degerlerine de
yansimigtir. B73 ve HY A donorlerinde haploid tohum olusumu incelendiginde 50 mikronluk
filtrelerle aynigtirilmis polen Ornekleri ile tozlanan Ornekler 100 mikronluk filtrelerle
ayristirtlmis 6rneklerden 6nemli Slgiide yiiksek bulunmustur. HYA i¢in hesaplanan 50
mikronluk filtrelerle ayristiritlmis polen 6rneklerinin kullanildigi 6rneklerin HIR degeri ile
100 mikronluk filtrelerle ayristirtlmis polen orneklerin kullanildigi 6rneklerin HIR degeri
arasinda %°5,52’lik bir fark olugsmustur. B73 hattina bakildiginda bu fark %4,68 olarak
belirlenmistir. HY AxB73 hibritinde 50 mikronluk filtrelerle ayristirilmis polen 6rneklerinin
HIR degeri 100 mikronluk filtrelerle ayristirilmis 6rneklerle tozlanan koganlarda tespit
edilen HIR degerinden %3,24 daha yiiksek bulunmustur. Bahse konu olan bu farklara ait t

testi sonuglar1 gruplar arasinda istatistiki bir farkin olmadigini gosterse de pratikte haploid
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tohum olusumundaki bu farklarin 6nemli oldugu degerlendirilmistir (Sekil 16). Bu
caligmada ydritillen polen filtreleme teknigine benzer bir arastirmaya rastlanmasa da
literatiirde CIM2GTAILP-2 kullanilarak haploid indirgeme oranina yonelik calismalar
bulunmaktadir. Kelliher vd. (2017) musir polenine yonelik yiiriittiikleri ¢alismada misirda
haploid indiiksiyonunun genetik temelini inceleyerek polene 06zgii bir fosfolipaz

olan MTL'deki yeni diizenlemelerin %6,7 haploid indiiksiyon oranina yol agtigini

raporlamisglardir.
Cap HEH 50 100
o5 Genaotip: B73 Genaotip: HYA Genaotip: HY AxBT73
Ortalama= 11,73 Ortalama= 7,05 Ortalama= 14,89 Ortalama= 9,3675 Ortalama= 18,86 Ortalama= 15,62
0.33 0.53 04
1 1 1
201
=—=—d
=
515 =—=—4d
D
O
x
T
101
5 -
50 100 50 100 50 100

Filtre Capi (y)
Sekil 16. Baba (toz verici) olarak kullanilan indirgeyici hattin genotipleri ile ana (toz alici)
olarak kullanilan genotiplerin melezlenmesiyle olusan HIR degerleri

4.2.2. Tohum Orneklerinin SDS-PAGE Analiz Sonuclari

Tohum oOrneklerinden yapilan SDS-PAGE’ e ait jel goriintisii Sekil 17°de
sunulmugtur. Haploid ve diploid tohum 6rneklerinde depo protein fraksiyonlart bakimindan
bazi farklarin olustugu belirlenmistir. Bu analizlerde toplam 20 adet bant tespit edilmistir
(Tablo 6). Tohumlardan elde edilen depo proteinlerinin biiyiikliikleri 23 kDa ile 117 kDa
arasinda degisim gostermistir. Kullanilan materyallerin haploid-diploid tohumlarina ait
protein bantlarinin bazilari ayirt edici 6zelliklere sahiptir. HY A genotipinde 30kDa, 103 kDa
ve 113kDa biiyiikliigiindeki bantlarin; B73 genotipinde 43 kDa ve 60 kDa biiyiikliigiindeki
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bantlarin ve HYAxB73 genotipinde 103 kDa biiylikliigiindeki bantin haploid tohum
orneklerinde var iken diploid 6rneklerinde olmadig: belirlenmistir. Dolayisiyla bu bantlarin
haploidlik durumunu tespit etmede ayirt edici olabilecegine isaret etmektedir. Misir
tohumunda SDS-PAGE kullanilarak proteinlerin belirlenmesine yonelik Igbal vd. (2014)
yliritmiis oldugu ¢alisma verilerinde ise molekiil agirligt 10 kDa ila 122 kDa arasinda
degisen, 7'si (%39) monomorfik ve 11'i (%61) polimorfik olan toplam 18 protein alt birimi
tespit edilmistir. Kalitimlar arasindaki benzerlik katsayilart 0,89 ile 1,00 arasinda degisim
gostermektedir. Calismada 1slah programlarinin planlanmasi igin biyokimyasal tekniklerin
izlenebilecegi sonucuna varilmistir. Arastirmamizda da haploid ve diploid tohumlarin

ayriminda bazi protein bantlarimin  varlik/yokluk durumlarindan yararlanilabilecegi

gOriilmiistiir.
Hya B73 HYAXB73
X X X

CIM2GATIL-P2 CIM2GTAIL-P2 CIM2GTAIL-P2

250 kDa

130 kDa

100 kDa

70 kDa

55 kDa

35 kDa

25 kDa

| 1S kDa I

Sekil 17. Tohum 6rneklerinden yapilan SDS-PAGE’ e ait jel goriintiisii
Tablo 6

bev A by b
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Don6r materyallerin haploid (H) ve diploid (D) tohumlarinin protein bant profilleri
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50 w: 50 mikronluk filtre ile ayrilmis 6rnekler, 100 p: 100 mikronluk filtre ile

ornekler, H: Haploid, D: Diploid.
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BESINCI BOLUM
SONUC VE ONERILER

5.1. Polen Orneklerinin Morfolojik, Spektral ve Molekiiler Karakterizasyonu

Polen 6rnekleri morfolojik agidan degerlendirildiginde 50 ve 100 mikron filtrelerle
ayristirilmig polenlerin maksimum ve minimum ¢ap degerleri literatiirde belirtilen sinirlarin
disinda yer aldigi goriilmiistiir. Farkliliklarin  ayrim  yontemi ile ilgili oldugu

distiniilmektedir.

Spektral veri sonuglarma bakildiginda, polen iriliklerine ait sonuglarda spektral
farklarin oldugu goriilmiistiir. NIR 6l¢tim sonuglarina gére 1200-2400 nm dalga boyu
arasinda 100 mikron filtrelerle ayristirtlmis polenlerin reflektans degerlerinin daha yiiksek
oldugu goriilmiistiir. Raman kaymasi sonuclarmna gore de 2500-4000 cm™ dalga boyu
arasinda 100 mikron filtrelerle ayristirilmis polen drneklerinde, 95-2500 cm™t araliginda ise
50 mikron filtrelerle ayristirilmis 6rneklerin yansima degerleri yiiksek bulunmustur. Her iki
spektral dl¢timde de farkli iriliklere ayristirilmis polen 6rneklerinin spektral verisinde dikkat
¢ekici farklar olustugu gézlenmistir. Bu farkliliklarin polen 6rneklerindeki biyokimyasal

cesitlilik, nem igerisindeki farklardan kaynaklandigi diistiniilmektedir.

Molekiiler bant analizlerinde ise 100 mikronluk filtrelerle ayrigtirtlmig 6rneklerde
tespit edilen bant sayist 50 mikronluk filtrelerle ayristirilmis 6rneklerden daha fazla
bulunmustur. 48 kDa, 54 kDa, 56 kDa, 67 kDa, 73 kDa, 84 kDa ve 99 kDa molekiiler agirliga
sahip bantlar 50 mikron filtrelerle ayristirilmis polen 6rneklerinde bulunmazken 100 mikron
filtrelerle ayristirilmis polen orneklerinde bulundugu gozlemlenmistir. 44 kDa ve 52 kDa
degerine sahip bantlar ise 100 mikronluk polen Orneklerinde bulunmazken 50 mikron
filtrelerle ayristirilmis polen drneklerinde mevcuttur. Bu veriler spektral veri sonuglarinm

destekler niteliktedir.

Sonug olarak filtreleme yardimiyla polen ayristirma isleminin molekiiler ve spektral

farkliliklara neden oldugu gériilmiistiir. ileriki arastirmalarda tek polen diizeyinde inceleme
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yapmay1 miimkiin kilan spektral cihazlar ile haploid tohum olusturma potansiyeli olan
polenlerin belirlenebilmesi ve ayristirllmasi miimkiin olabilir. Bu prensibe dayali olarak
calisan bir spektral olglim sistemin gelistirilmesi bilimsel ¢alismalara onemli katkilar

saglayabilir.

5.2. Polen Iriliginin HIR Degerleri Uzerine Etkisi ve Haploid/Diploid Tohum

Orneklerinin Protein Bant Dizilerindeki Farkhihiklar

Calismada kullanilan donor materyallerde HIR degerleri %7,40 ile %18,9 arasinda
bulunurken, 50 mikronluk filtrelerle ayrigtirilmig polen o6rneklerinden 100 mikronluk
filtrelerle ayristirilmis 6rneklere gore daha yiiksek haploid tohum olusumu goézlenmistir.
Elde edilen sonugclar, indiiksiyon melezlemesinde kullanilan polenlerin biiytikliiklerine gore
filtrelenmesi ve farkl iriliklere ayrildiktan sonra tozlamada kullanilmasinin haploid tohum

olusumunu destekledigini gostermistir.

Tohumdaki molekiiler analiz sonuglarinda 20 bant belirlenmistir. HY A genotipinde
30 kDa, 103 kDa ve 113 kDa biiyiikliigiindeki bantlarin; B73 genotipinde 43 kDa ve 60 kDa
biytikliigiindeki bantlarin ve HYAXB73 genotipinde 103 kDa biiyiikliigiindeki bantin
haploid tohum o©rneklerinde var iken diploid Orneklerinde olmadigi belirlenmistir. Bu
bulgular protein bant analizlerine dayali olarak haploid ve diploid tohum O6rneklerinin

ayrilabilecegi ve bu durumun genotip etkisinin énemli oldugu belirlenmistir.

Ileriki calismalarda indirgeyici hat ve donér cesitliliginin arttiriimasiyla birlikte daha
kapsamli sonuglar elde edilebilir. Filtreleme isleminde kullanilan vakumlu diizeneklerinin
filtre ¢esitliginin artirilmasi ve ornek filtreleme kabiliyetlerinin gelistirilmesi gerekmektedir.
In vivo haploid tekniginin uygulandig: farkli bitki tiirlerinde de bu ¢aligmada uygulanan

polen boyutlandirma yaklagimin kullanilmas1 miimkiin olabilir.
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