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Oz

Bu calismada misirda polen etkisinin (xenia) incelenmesine yo6nelik yeni bir tozlama yonteminin
gelistirilmesi amacglamaktadir. Calismada materyal olarak tane rengi ve tane igerigi bakimindan farkllik gésteren
4 farkli genotip kullanilmistir. Deneme Canakkale Onsekiz Mart Universitesi, Ziraat Fakiltesi Ciftligi Bitkisel
Uretim Uygulama ve Arastirma Birimi seralarinda 2020 Eyliil ayinda tesadiif bloklari deneme desenine uygun
olarak kurulmustur. Her genotip 30 saksiya ekilmistir. Bitkiler giceklenme zamanina geldiginde geleneksel
kontrollii tozlama yontemi (kontrol) ve gelistirilen yeni yontemle de 4x4 yarim diallel melez seti (test)
olusturulmustur. Tek tohum agirligi, protein orani ve yag orani icin kombinasyon yetenegi ve polen etkisi
hesaplamalari yapilmis ve tozlama yontemlerinden elde edilen sonuglar karsilastiriimistir. Olusturulan setlerin
tohumlarinda protein bant analizlerine dayali olarak genotip setlerinin benzerlik ve farkhhklari incelenmistir.
Yapilan varyans analizine gore genotip, tozlama ve genotip x tozlama etkilesiminin incelenen 6zelliklerdeki
degisimde etkili oldugu saptanmistir. Kombinasyon yetenegi hesaplamalarina gore ebeveyn genotiplere ait genel
kombinasyon yeteneginin farkh tozlama yontemlerinde 6nemli bir degisim gostermedigi, buna karsin 6zel
kombinasyon hesaplamalarina dayali sonuglarin 6nemli farkliliklar gosterdigi anlasiimistir. Polen etkisi
hesaplamalarinda da benzer sonuglara ulasilmistir. Hibritler igin 6zel kombinasyon yetenegi ve polen etkisi
hesaplamalarinin yeni gelistirilen yontemde daha saglkli sonu¢ verdigi degerlendirilmistir. Protein bant
analizlerinde ebeveynler disinda hibrit genotiplerin farkli tozlama yontemlerine ait 6rneklerin kiimeleme
analizine dayali siniflamalarinda degisiklikler gérilmistir. Bu durum tozlama yontemine bagh olarak protein bant
dizilerinin degisebilecegini ortaya koymustur.

Anahtar kelimeler: Zea mays, polen etkisi, misir, islah popiilasyonu

Development of New Apparatus and Method for Generation Full-Sib Populations and
Evaluation Pollen Effect in Maize

Abstract

This study was aimed to develop a new pollination method to examine the pollen effect (xenia) in maize.
Four different genotypes differing in kernel color and kernel content were used as plant material. The experiment
was established in the greenhouse of Canakkale Onsekiz Mart University, Faculty of Agriculture, Plant Production
Application and Research Unit in September 2020, by the randomized block design. Each genotype was planted
in 30 pots. When the plants were at the time of flowering, the traditional controlled pollination method (control)
and newly developed methods were applied to develop a 4x4 half diallel set (test). Combining ability and pollen
effect calculations were made for single seed weight, protein content and oil content to compareof the results
obtained from pollination methods. The similarities and differences of the genotype sets were examined based
on protein band analysis in the seeds of the generated sets. According to the analysis of variance, it was
determined that genotype, pollination and genotype x pollination interaction were important on the change in
the investigated traid. According to the combining ability calculations, it was understood that the general
combining abilities of the parent genotypes did not show a significant change in different pollination methods,
whereas the results based on the specific combining abilities showed significant differences according to

802



Tirk Tarim ve Doga Bilimleri Dergisi 9(3): 802—812, 2022

pollination method used. Similar results were obtained in the pollen effect calculations. It has been evaluated
that specific combining ability and pollen effect calculations for hybrids give more robust results in the newly
developed method. In protein band analyzes, changes were observed in the classification of hybrid genotypes
based on cluster analysis of samples belonging to different pollination methods, except for the parents. This
revealed that the protein bands could vary depending on the pollination method in maize.

Key words: Zea mays, polen efect, maize, breeding population.

Giris

Misir 1slah ¢alismalarinda uygun genetik
kaynaklarin  gelistirilmesi ve muhafazasi igin
kontrolli tozlama yontemlerinden

yararlaniimaktadir. Misir 1slah bahgelerinde yaygin
olarak kullanilan kontrolli tozlama ydéntemleri;
kendileme, kardesleme, toplu tozlama ve
melezlemedir (Kahriman, 2016). Bu ydntemler
icerisinde kendileme geleneksel yontemlerle saf
hatlarin  islahi  asamasinda, toplu tozlama
popilasyon niteligi tasiyan materyallerin tohumluk
¢ogaltiminda, kardesleme belirli genetik
durulmusluga sahip materyallerin g¢ogaltiminda,
melezleme ise istenen hibrit kombinasyonlarin
olusturulmasi amaciyla kullaniimaktadir. Kontrolli
tozlama yéntemlerinin bitkisel gelisimi etkiledigi ve
ozellikle tohum baglama, hastalik yayihmi, kogan
gelisimi gibi konularda acik tozlamaya birakilan
orneklerden farklilik gésterdigi yapilan ¢alismalarla
ortaya konulmustur (Kahriman ve ark., 2015). Bu
farkhhklarin yani sira kontrollii tozlamanin kullanim
gerekgesi farkli bitkilerden ana bitkiye polen
bulasiminin engellenmesidir. Bilimsel literatiirde
polen bulasimi nedeniyle ortaya cikan bu etkiye
polen etkisi (Xenia) adi verilmektedir (Focke, 1881;
Kiesselbach, 1999).

Polen etkisi yabanci dollenen bitkilerde
onemli bir c¢alisma konusudur. Bu etkiden
yararlanarak hem islah hem de vyetistiricilik
acisindan faydal yontemler gelistirilmistir. Misirda
polen etkisi ile tane biyokimyasal iceriginin degistigi
ve Ozellikle yag oraninin bu etki ile artirilabilecegi
ortaya konulmustur (Letchwort ve Lambert, 1998).
Bu bulgulaya dayanarak misirda Top-Cross-High Oil
sistemi uygulanmis ve yiiksek yagh bir genotip ile
normal misir hibritinin tohumlarinin karistirilarak
ekilmesi sayesinde tane verimi ve yag veriminin
birlikte artirilabilecegi vurgulanmistir (Weingartner
ve ark., 2002). Yine polen etkisi ile ana ebeveynin
yag oranindaki degisimden misirda in vivo katlanmis
haploid tekniginde de vyararlanilmistir. Bu
yaklasimda yiksek yagh bir indirgeyiciden alinan
polenlerle tozlanmis dondr materyalin  yag
oranindaki degisimden yararlanilarak haploid ve
diploid tohum orneklerinin daha glvenilir sekilde
ayrilabilecegi gosterilmistir (Melchinger ve ark.,
2014). Polen etkisinin tane biyokimyasal igeriginde
degisiklige neden olmasi bu etkiden islah
¢alismalarinda yararlanabilme olanaklarini da
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glindeme getirmistir. Bu amagla dilallel deneme
desenlerine uygun olarak hazirlanan materyal
setlerinde polen etkisinden yararlanilarak protein
ve yag orani gibi tane kalite 6zellikleri igin ebeveyn
ve hibritlerin kombinasyon yetenekleri hakkinda
degerlendirmeler  yapilabilecegi  belirlenmistir
(Kahriman ve ark., 2017). Kombinasyon yetenegi
hesaplamalarinda ebeveynlere ait genel
kombinasyon yetenekleri (GCA) ve hibritler igin 6zel
kombinasyon yetenekleri (SCA) tespit edilmeye
calisiimaktadir  (Yildirrm ve ark., 1979). Bu
hesaplamalar farkli hesaplama tekniklerine dayali
olarak gercgeklestirilmektedir (Murray ve ark., 2003).
Bu hesaplamalardan misir islah ¢alismalarinda en
yaygin kullanilan yontemlerden birisi olan Griffing
Diallel ydontemi dort ayri alt metottan olusmaktadir
(Lorencetti ve ark., 2005). Bu metotlarda kullanilan
materyallerin ebeveynler, hibritler ve hibritlerin
resiproklu melezlerin kullanilip kullaniimadigina
gore dort ayri yaklasim mevcuttur (Nduwumuremyi
ve ark., 2013).

Islah c¢alismalarinda kullanilan genotipler
arasindaki molekdiler diizeyde farkhlklari belirlemek
amaciyla biyokimyasal markorlerden
yararlaniimaktadir. Depo proteinlerine ydnelik bant
analizleri bu amagla kullanilan belirteglerdendir.
Depo proteinlerinin bu amagla kullanimini konu
edinen ¢ok sayida arastirma yiritilmuis olup bu
calismalarda farkh llkelere ait yerel misir
popdlasyonlari (llarslan ve ark. 2001; Igbal ve ark,
2014; Khan ve ark., 2014; Vivodik ve ark., 2017;
Spalekova ve Galova; 2018; Unlii ve ark., 2018),
kendilenmis hatlarla olusturulan islah setleri (Egesel
ve ark., 2013) materyal olarak kullanilmistir. Ancak,
polen etkisiyle depo proteinlerinde farklilik olup
olmadigi veya tozlama yonteminin protein
bantlarina etkilerini konu edinen herhangi bir
arastirmaya rastlanmamistir. Akrabalk iliskileri
bilinen  materyaller {izerinde protein bant
analizlerine dayali calismalar ile tozlama
yonteminin etkisinin net sekilde ortaya konabilecegi
duslintlmustar.

Tane kalitesi Uzerine vydrdtilen 1slah
calismalarinda polen etkisinin kontrol altinda
tutulmasi  ve uygun tozlama yontemi ile

materyallerin ¢ogaltilmasi ylksek 6neme sahiptir.
Yapilan literatlr taramasinda kontrolli tozlama
yontemlerinden kendileme ydntemine alternatif
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olabilecek  farkli  yaklagimlarin  gelistirildigi
gozlenmistir. Bu konuda patente konu olan
yaklagimlarin hepsi ayni bitkinin tepe piskilinden
kogan piskuliine polen aktarimini hedeflemektedir.
Polen etkisini konu edinen arastirmalarda kullanilan
ana ve baba bitkilerinin farkh farkli bireyler olmasi
polen etkisine yonelik hesaplama sonuglarini azami
derecede etkileyebilecek bir durumdur. Ana ve baba
bitkilerin ortak kullanildigi setler {zerinden
hesaplanmasi polen etkisi hesaplamalarinda daha
saglhkh sonug verebilir. Ancak kontrolli tozlama
yontemlerine yonelik arastirmalarda bu konuyu ele
alan bir calismaya rastlanmamistir. Yiritllen bu
¢alismanin amaglari i) Yeni yéntem ile klasik metot
arasinda tek tohum agirhgi, protein igerigi ve yag
icerigi bakimindan farkhlklarin degerlendirilmesi ve
genotipik etkilerin incelenmesi, ii) kombinasyon
yetenegi ve polen etkisi hesaplamalari bakimindan
klasik metot ile yeni yontem arasindaki farklarin
irdelenmesi iii) farkh tozlama yontemlerinden elde
edilen 6rneklerde protein bant dizilerindeki
farklarin incelenmesidir.

Materyal ve Metot

Bu calismada yliksek yag ve protein iceren
iki atdisi-sert genotip, bir at disi genotip ve bir
yuksek antosiyaninli  genotip  kullaniimstir.
Calismada polen etkisinin incelenebilmesi icin
ciceklenme tarihleri birbirlerine yakin (60 ile 70 giin
arasi) olan, tane rengi ve biyokimyasal igerigi
bakimindan farklilik gosteren genotipler tercih
edilmistir. Calismada kullanilan materyaller ile ilgili

bilgiler Cizelge 1'de sunulmustur. Bu materyaller
icerisinde IHO kodlu genotip North Central Regional
Plant Introduction Center’dan 2009 yilinda Dog. Dr.
Fatih Kahriman’in doktora tezi igin temin edilen
arastirma amagl kullanim serbesti bulunan hattir.
Hya ve B73 hatlari Tarla Bitkileri Bolimi’nde
yuritllen islah  galismalarinda uzun siredir
kullanilan ve kullanim serbestligi bulunan hatlardir.
CIMGTAIL-P2 hatti ise Uluslararasi Bugday ve Misir
Arastirmalar Merkezi'nden (CIMMYT) arastirma
amacli olarak temin edilen genotiptir.

Arazi ¢alismalari Canakkale Onsekiz Mart
Universitesi, Ziraat Fakiiltesi Ciftligi Bitkisel Uretim
Arastirma ve Uygulama Birimi'ndeki kontrolli
seralarda yiritilmustdr. Ekim isleminden 6nce her
materyalin ¢ikisini garanti altina almak igin her
genotipten 100’er adet tohum 6n ¢imlendirmeye
tabi tutulmustur. Cimlenen tohumlar oOnce torf
bulunduran viyollere alinmis ve 2-3 yaprakli evreye

geldiklerinde serada 18'litrelik saksilara
sasirtiimistir. Gibreleme islemi ekim 6ncesi 8 kg/da
hesabiyla saksilara fosfor gilibresi verilmistir.

Saksilara uygulanan azot miktar da toprak analizi
sonuglarina gore 18 kg/da hesabi ile iki defada
(ekimin ardindan ilk 30 glnlik periyotta ve
ciceklenmenin 15 giin 6ncesinde damla sulama
sitemi ile) verilmistir. Sulama islemi bitkilerin
gelisme durumuna gore gergeklestirilmistir. Yabanci
ot miicadelesi el ile yapilmistir. Yabanci ot miicadele
zamani sera kontrollerinde yabanci ot yogunluguna
gore belirlenmistir.

Cizelge 1. Calismada kullanilan ebeveyn genotiplere ait bilgiler

Genotip Kodu Ozelligi Temin Edildigi Yer
IHO Yiiksek yagli beyaz taneli hat NCRPIC

Hya Yiiksek yagli ve proteinli sari taneli hat comu

B73 Normal yagh ve proteinli elit hat comu
CIMGTAIL-P2 Yiksek antosiyaninli hat CIMMYT

NCRPIC: North Central Regional Plant Introduction Center. CIMMYT: Uluslararasi Bugday ve Misir Arastirma Merkezi

Bu calismada geleneksel tozlama yontemi
olarak hatlarin 6rneklerinin elde edilmesi amaciyla

kendileme, hibrit materyallerin olusturulmasi
amaciyla ise melezleme tekniginden
yararlaniimistir.  Kontrolli  tozlama yontemleri

Kahriman (2016) tarafindan Onerilen prensiplere
gore gerceklestirilmistir. Geleneksel yontemle 4x4
yarim diallel set olusturmus ve bu set kontrol
gurubu olarak kullaniimistir. Geleneksel yéntemde
her melezleme iki ebeveyn bitki kullanilarak ve her
tekerrirde genotip basina en az 3 adet olacak
sekilde yapilmistir.

Calismada gelistirilen tozlama ydntemine
uygun aparat plastik malzemeden 6zel ebatl bir
kabin icerisinde seffaf dort bélmeli olacak sekilde
ayrilmis sekilde Uretilmistir (Sekil 1). Bdlmeler
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arasinda polen bulasmasini engellemek i¢in aparat
dik sekilde asetat malzeme ile ayrilmis ve her
bolmenin kenarlari ince silikon ile yapistiriimistir.
Ciceklenme zamaninda kontrollii tozlama yapilacak
bitkilerin puskil gelisimin yeterli olmasi icin, bu
bitkilerin koganlari kogan puskili kagidi ile koruma
altina alinmistir. Puskil ¢ikisinin ardindan kogan ucu
kesilerek yeknesak piskil gelisimi saglanmis ve
kesim isleminden bir giin sonra bu aparat tozlama
yaptlan bitkinin koganina takilmistir. Bolmeler
icerisinde  kogan puskillerinin  yeteri kadar
gelismesinin  ardindan bu bodlmelerden birisi
tozlama aparatinin takildigi bitkinin kendi gicek tozu
ile, kalan ¢ bolmenin her biri denemede diger
ebeveyn hatlarin polenleri ile tozlanmistir. Bu
tozlama islemi aparat takilan dorderli bitki gruplari
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ile gerceklestirilerek, islem sonrasinda her grupta
tam kardes tohumluklar elde edilmistir. Yani 4’lu
gruplardaki her bitki hem baba hem ana olarak
kullanilmis ve bu bitkiden toplanan polen diger g
bitkide tozlama amagh kullaniimistir. Tozlama
sirasinda bodlmelerde kullanilan genotip sirasinin

karismamasi  icin  tozlama vyapilan  bitkiler
TOZLAMA APARATI
BAGLANTISI
— -

¥

—

TOZLAMA
APARATININ
USTTEN
GORUNUMU

etiketlenerek, tozlama aparatinin bdlmelerine
aktarilan polen kaynaginin ana ebeveynden
baglayarak genotip kodlari sirasiyla yazilmistir.
Gelistirilen yontemle 4x4 vyarim diallel set
olusturulmus ve bu yontemle elde edilen érnekler
test grubu olarak kullaniimistir.

Sekil 1. Calismada gelistirilen tozlama aparatinin sematik gérinimi ve bu aparatla elde edilen bir kogan 6rnegi

ile genotiplere gore ayrilmis taneleri

Calismada hem polen etkisinin neden
oldugudu degisimlerin yani sira  tozlama
yontemlerinden elde edilen sonuglarin irdelenmesi
amaciyla asagidaki 6zellikler incelenmistir.

Ortalama Tek Tohum Agirhg (mg):
Calismada orneklenen koganlardaki tohumlar
taneleme isleminin ardindan tane 6zelliklerine gore
ayrilmis ve ayrim yapilan tiim tohumlar bitki tek tek
hassas terazide tartilarak tekerrir ortalamasi
alinmistir. Tek tohum 6rnekleri mimkin oldugunca
koganin her bolgesinden (ug, orta ve son)
kisimlarindan alinmaya ¢alisiimigtir.

Protein Orani (%): Tane protein igerikleri
her genotipe ait uygulamalarda CRA (2011a)
standart yontemine gore gercgeklestirilmistir.

Yag Orani (%): Tane yag icerigi protein
oraninin belirlenmesinde CRA (2011b) standart
yontemi kullanilmistir.

Toplam protein ekstraksiyonu, Igbal ve ark.
(2014) tarafindan  Onerilen ybnteme gore
yapilmistir. Her genotipten ayrilan 8-10 adet
tohumun ayristirilan endosperm 6rnekleri sivi azot
icinde ogutulerek ve 1.5 ml'lik bir santrifiij tipline
50 mg numune alinmistir. Proteinler ektraksiyonu
icin, her tipe 950 ul ekstraksiyon tamponu (62.5
mM tris HC1 (pH 6.8)), %2.3 SDS, %5 2-ME, %10
gliserol, %0.1 bromofenol mavisi) ilave edilmistir.
Tipler 5 dakika vortekslendikten sonra oda
sicakliginda 1 saat tutulmus ve daha sonra 3000 g'de
santrifijlenmistir. Santrifijlemeden sonra, (st faz
toplanmis ve analiz edilinceye kadar -20 °C'de
muhafaza edilmistir.
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Hazirlanan jel ylkleme yapilmadan once
santrifijde ekstrakte edilen 6rneklerin Gst fazindan
eppendorf tiiplere 300 pL alinmistir. Uzerine 100 pL
4X yiukleme soliisyonu eklenmis ve o6rnekler
vorteklendikten sonra 95 °C’de 5 dakika sicak su
banyosunda bekletilmistir. Her bir érnekten 15 pL
alinarak ilk kuyucuga standart devamindaki
kuyucuklara da  Ornekler yilikleme islemi
gerceklestirilmistir. Orneklerin ayrim islemi igin giic
kaynagi 100 V’a ayarlanarak yilkleme tamponu
icerisindeki mavi boya jelin son kismina ulasincaya
kadar kosturma islemine devam edilmistir.

Orneklerin ayrimi gergeklestikten sonra jel
tankindan alinan jel, 60 gr TCA, 1 gr Commasie
Brillant Blue ve 25 ml etanoliin saf suyla 500 ml’ye
tamamlanan karisim sollisyonuyla gece boyunca
calkalayiciya birakilmistir. Ardindan jelin goriintlsi
masa Ustl tarayicida kaydedilmistir. Elde edilen jel
goruntuslindeki bant varligi ve vyoklugu (1/0)
GelAnalyzer programinda
(http://www.gelanalyzer.com/index.html)
gerceklestirilmistir. Bu amacgla jel gorintlsi
GelAnalyzer programina yiklenmis ve bant
tespitleri yapildiktan sonra bantlarin rélatif mobilite

degerleri bu programda hesaplanmistir. Bu
hesaplama, jele ylklenen ve  molekiler
agirhigi/blyukligu  bilinen  protein  standardi

yardimiyla gergeklestirilmistir.

Elde edilen veriler farkli amaglarla iki ayri
baslikta hesaplama ve analizlere tabi tutulmustur.
Kullanilan istatistik analizler;

i) Varyans Analizi Diallel Analizler
i) Kimeleme Analizi
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Varyans Analizi ve Diallel Analizler:
Calismada tek tohum agirhg ve tane kalite
ozelliklerine yonelik olarak varyans analizleri R
paket programinda (R Core Team, 2018) tesadif
bloklari deneme desenine uygun varyans analiz
modeli ile degerlendirilmistir. Kantitatif genetik
analizlerde Griffing Diallel analizleriile farkli tozlama
yontemlerinde  hatlarin  genel  kombinasyon
yetenekleri  (GCA) ile bu hatlarla olusturulan
melezlerin 6zel kombinasyon vyetenekleri (SCA)
belirlenmistir. Bu hesaplamalar Kahriman (2020)
tarafindan gelistirilen BAFR web uygulamasi ile
Zhang ve ark. (2005) tarafindan SAS programi ile igin
gelistirilen makro yardimiyla yapilmistir.

Kimeleme Analizi: Protein bant analizi
sonuglari ise kiimeleme analizi ile irdelenmistir.
Mevcut tozlama yontemleri ile yeni gelistirilen
yontem araciligiyla olusturulan materyallere ait
protein bant analizi sonuglari ile UPGMA metoduna
dayali olarak akrabalik dendogramlari
olusturulmustur. Molekiler verilerle olusturulan
akrabalik agaci R programinda (R Core Team, 2018)
ape paketi (Paradis ve Schliep, 2018) kullanilarak
olusturulmustur. Farkh tozlama yontemlerinden
elde edilen akrabalik agaglarinda ayni dugim
altinda siniflanan genotip gruplari karsilastiriimis ve
olusan alt dugim sayisi da dikkate alinarak
tozlamayontemleri arasindaki farklar irdelenmistir.

Kiyaslamalarin ~ yapilmasi  amaciyla R paket
programinin dendextend paketi (Galili, 2015)
kullanilmigtir. Olusturulan ¢iktida gorsel

siniflamanin yani sira “karmasiklik” degerinden de
yararlaniimistir. Karmasiklk degeri 0 ile 1 arasinda
degismekte olup, karsilastirilan iki kimeleme
dendograminda karmasiklik degerinin 0’a yakin
olmasi kiimelemelerin benzer olduguna, 1’e yakin
olmasi ise iki dendrogram arasinda farkhhgin yuksek
olduguna isaret etmektedir.

Polen etkisi hesaplamalari Bulant ve ark.
(2000) ile Kahriman ve ark (2017) tarafindan
Onerilen hesaplama yontemlerine gore
gerceklestirilmistir. Ebeveynlere ait bireysel polen
etkisi ve hibritlere gore 6zel polen etkisi degerleri,
atfedilen  c¢alismalarda  kullanilan  formdiiller
yardimiyla belirlenmistir.

Bulgular ve Tartisma

Tek tohum agirligina iliskin varyans analiz
sonuglari Cizelge 2'de gosterilmistir. Birlestirilmis
veriler lzerinden yapilan varyans analizi sonuglari
Tozlama, Genotip ve TozlamaxGenotip etkisinin tek
tohum agirligi Gzerine 6nemli bir etkisinin oldugunu
gostermektedir. Genel varyans analizinde veriler
tozlama yontemlerine gore ayristirilarak
irdelendiginde, yine tek tohum agirhigi bakimindan
genotipler arasindaki farkin  6nemli oldugu
gorulmustir (Cizelge 2). Diallel analizlere yonelik
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varyans analizinde GCA ve SCA etkileri hem
birlestirilmis veriler de hem de yontemlere gore ayri
yapilan analizlerde 6nemli bulunmustur. GCA ve
SCA etkilerinin tozlama yontemi ile
interaksiyonunun 6nemli bulunmus olmasi, farkli
tozlama yontemlerinde genotiplere iliskin SCA ve
GCA degerlerinde degisimlerin olduguna isaret
etmektedir.

Tek tohum agirhgina ait ortalama degerler

dikkate alindiginda, 3 melez disinda (B73xP2,
HYAxP2, [HOxB73) tim genotipler icin yeni
yontemden elde edilen ortalamalar kontrol

uygulamasindan  disiik  bulunmustur.  Yeni
yontemde ortalama tek tohum agirligi degerleri
151.7 ile 303.4 mg arasinda bulunurken, kontrol
uygulamasinda 192.3 mg ile 387.7 mg arasinda
bulunmustur. Yeni ydntem ile kontrol uygulamasina
ait genel kombinasyon yetenegi hesaplamalarinin
isaretleri  benzelrik gostermistir. Buna karsin
IHOXHYA ve IHOxP2’ye ait 6zel kombinasyon
yetenegi degerlerine ait isaretlerin yeni yontem ile
kontrol arasinda zit yonde oldugu goézlenmistir
(Cizelge 3). Polen etkisi hesaplamalarina iliskin
sonuglar ebeveynlerden HYA genotipinin polen
etkisinin iki yontem arasinda farkhhk gosterdigi
anlasilmistir. Hibritler icerisinde IHOXHYA genotipi
icin farkli yontemler arasinda 06zel polen etkisi
hesaplamasinin isaretlerinin zit yonde oldugu
gorilmustir. Bu bulgular tim genotiplerde olmasa
da bazi ebeveyn ve hibritlerde yeni ydntemin
kontrol uygulamasindan farkli sonuglar verdigini
gostermektedir.

Tek tohum agirligi tohum iriligi ile ilgili bir
ozelliktir. Tohum iriligi daha ¢ok ana ebeveynin
genetik 6zellikleri ile kontrol edildigi kabul edilse de,
bu konu henliz tam olarak ¢6zimlenmemistir
(Motto ve ark., 2011). Fizyolojik agidan tek tohum
agirhgl kogan Uzerinde olusan tohum sayisina ve
bitkinin fotosentez Uretim kapasitesine baghdir.
Kocan Uzerinde az sayida tane baglanmasi tek
tohum agirliginin artisina neden olmus olabilir.
Diger taraftan normal tarla sartlarinda yetistirilen
bitkiler ile kontrolli sartlarda (sera) yetistirilen
bitkiler buyime ve gelisim bakimindan ayni
performansi gosterememektedir. Yeni yontemde
tek tohum agirliginin disik bulunmasi daha ¢ok
kullanilan aparatin etkisiyle koganda tohum
sayisinin artisina baglanabilir. Dado (1999) misir
tanesinde protein ve yag orani ile karbonhidrat
icerigi arasinda negatif yonde bir iliski oldugunu
bildirmistir. Yapilan tozlama uygulamalari veya
genotipik etkiler nedeniyle koganda tane sayisinin
artisi birim agirhgin disisine ve dolayisiyla tane
basina karbondihrat depolamasinin azalmasina
neden olmus olabilir. Bunun vyani sira sera
sartlarindan kaynaklanan nedenlerle tek tohum
agirliginin diismesi muhtemeldir.
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Cizelge 2. Tek tohum agirligina iliskin varyans analiz tablosu

Varyans Kaynagi SD Kareler Ortalamasi SD Kareler Ortalamasi Kareler
Birlestirilmig Veri (Yeni Yontem) Ortalamasi
(Kontrol)
Tozlama 1 29419.6** - - -
Tekerrir(Tozlama) 4 159.8 2 28.9 290.6
Genotip 9 17500.8** 9 8933.8** 11463.2**
TozlamaxGenotip 9 2896.2** - - -
GCA 3 33883.3** 3 23717.1** 11807.9**
SCA 6 9309.6** 6 1542.20** 11290.8**
GCAxTozlama 3 1641.8** - - -
SCAxTozlama 6 3523.4** - -
Hata 36 262.7 29 363.1 162.9

* ve ** sirasiyla p<0.05 ve p<0.01 diizeyinde 6nemlidir.

Cizelge 3. Ortalama tek tohum agirhgina icin ortlamalar, kombinasyon yetenekleri ve polen etkisi degerleri

Genel/Ozel Kombinasyon

Genotip Ortalama Yetenegi Genel/Ozel Polen Etkisi
Yeni Yeni
Ebeynler Yeni Yontem  Kontrol Yontem Kontrol Yontem Kontrol
IHO 180.7d 202.9c -17.6** -20.8** - -
HYA 151.7c 1923 ¢ -40.1** -20.3** -24.1 72.1
B73 200.7 b 295.0a 42 .5%* 32.4%* 70.2 83.2
P2 222.0a 233.7b 15.2* 8.6%* 36.0 71.6
Yeni Yeni
Hibritler Yeni Yéntem  Kontrol Yéntem Kontrol Yontem Kontrol
IHOXHYA 156.5 ¢ 387.7a -10.5 47.1%* -24.2 72.1
IHOxB73 272.2a 243.0d 22.7% 37.9%* 91.5 115.6
IHOxP2 227.6b 3204 b 54 -36.1** 47.0 17.8
HYAxB73 200.7 b 318.5b -26.3* -38.0** 49.0 50.8
HYAxP2 222.0b 220.7d 22.2% 63.1%* 70.3 128.1
B73xP2 303.4a 275.0c 21.1* 77.7*%* 2.6 92.7
* ve ** sirasiyla p<0.05 ve p<0.01 diizeyinde 6nemlidir.
Protein oranina iliskin varyans analiz olurken, HYA>IHO>P2>B73 seklinde olmustur. GCA

sonuglari Cizelge 4’de sunulmustur. Genel varyans
analizi sonuglarina gore genotip ve tozlama yontemi
etkisi ile bu etkilere ait interaksiyonun protein
oranindaki  degisim  lzerine etkili oldugu
gorialmustir (Cizelge 4). GCA ve SCA ana etkileri ve
bu etkilerin tozlama ydntemi ile interaksiyonu da
onemli bulunmustur. Tozlama yontemlerine gore
ayristirilan  verilerle yapilan varyans analizi
sonuglarinda da protein oranindaki degisime
genotip etkisinin 6nemli bir etkisinin oldugu
goriilmustir. GCA ve SCA etkilerine iliskin kareler
ortalamalari kontrol grubunda yeni yontemden
daha yiksek bulunmustur (Cizelge 4).Protein
oranlarina iliskin genotip ortalamalarinin, GCA ve
SCA degerlerinin, polen etkisi hesaplamalarinin yeni
yonteme ve kontrol uygulamasina gore farkhliklari
Cizelge 4’te gosterilmistir. Yeni yontemde protein
orani ortalamalari %11.02 ile %13,07 arasinda
degisim gosterirken, Kontrol gurubunda %9,64 ile
16,07 arasinda bulunmustur. Yeni ydntemde
ebeveynlerin siralamasi IHO>B73>P2>HYA seklinde
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ve SCA hesaplamalari dikkate alindiginda yeni
yontem ile kontrol uygulamalari arasinda hem
hesaplamaya ait isaret hem de 6nemlilik durumu
bakimindan 6nemli farklar oldugu gorilmistir. GCA
hesaplamalari i¢cin HYA ve B73 genotiplerin
onemlilik  durumunun tozlama uygulamalari
arasinda farklilk gosterdigine, B73 genotipinde
ayrica GCA hesaplamasinin yoniiniin de degistigi
anlasiimistir. Melezlere ait SCA hesaplamalarinda
HYAxP2 ve B73xP2 genotiplerine ait degerlerinin
onemlilik durumunun tozlama uygulamalarina gore
farklihk gosterdigi saptanmistir. HYAxP2 genotipi
disinda tiim hibritlerin SCA degerlerine ait isaretin
iki tozlama uygulamasi arasinda farklihk gosterdigi
belirlenmistir. Polen etkisi hesaplamalarinda HYA
genotipinin genel polen etkisine iliskin hesaplamaya
ait isaretin farkli tozlama yontemlerinde degistigi
gorulmustar (Cizelge 5).

Misir tohumunda protein icerigi cok gen ile
kontrol edilen o6zelliklerden birisidir. Eklemeli ve
dominans gen etkilerinin protein oraninin
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degisiminde etkili oldugu bildirilmistir. Bu durum
cevresel etkilerle protein oraninin degismesinin
nedenlerinden birisidir. Bu arastirmada protein
orani ile ilgili kombinasyon yetenegi ve polen etkisi
hesaplamalarinin kullanilan tozlama ydntemine
gore onemli bir degisim gosterdigi saptanmistir.
Ozellikle hibritlere iliskin hesaplamalarda tozlama
yontemleri arasinda 6nemli farklar oldugu

Cizelge 4. Protein oranina iligskin varyans analiz tablosu

gozlenmistir. Ozel kombinasyon yetenegi
hesaplamalari icin 6 hibritten yalnizca iki genotipe,
Ozel polen etkisi hesaplamalarinda ise yalnizca bir
genotipe ait degerin farkli tozlama yontemlerinde
benzer isaretli oldugu gorilmistir. Bu durum
tozlama uygulamalarina goére islah potansiyellerine
yonelik hesaplamalarin degisebilecegini
gostermektedir.

Varyans Kaynagi SD Kareler Ortalamasi SD Kareler Kareler
Birlestirilmis Veri Ortalamasi Ortalamasi

(Yeni Yontem) (Kontrol)

Tozlama 1 14.8%* -

Tekerriur(Tozlama) 4 0.08 2 0.14 0.03*

Genotip 9 9.37** 9 1.58** 17.49%**

TozlamaxGenotip 9 9.71%* -

GCA 3 17.57** 3 0.67** 28.8%*

SCA 6 5.28%* 6 2.03** 11.8**

GCAxTozlama 3 11.9%* -

SCAxTozlama 6 8.57**

Hata 36 0.04 29 0.07 0.01

* ve ** sirasiyla p<0.05 ve p<0.01 diizeyinde 6nemlidir.

Cizelge 5. Protein orani igin ortalamalar, kombinasyon yetenekleri ve polen etkisi degerleri

Ortalama Genel/Ozel Kombinasyon Yetenegi  Polen Etkisi
Yeni
Ebeveyn Yeni Yontem  Kontrol Yeni Yontem Kontrol Yontem Kontrol
IHO 12.19a 13.93b 0.21** 1.32%* - -
HYA 11.13b 16.07 a 0.04 0.76** 0.89 -0.49
B73 12.15a 9.64 c 0.01 -1.43%* -0.41 -2.56
P2 11.24 b 10.84d -0.26** -0.64** -0.40 -0.66
Yeni
Hibrit Yeni Yontem  Kontrol Yeni Yontem Kontrol Yontem Kontrol
IHOXHYA 13.07 a 13.45¢c 1.17** -1.29** 0.89 -0.49
IHOxB73 11.48 ¢ 15.45a -0.39** 2.91%* -0.71 1.52
IHOxP2 10.64 d 14.39b -0.97** 1.08** -1.54 0.45
HYAxB73 11.02 cd 9.43f -0.69** -2.56%* -0.11 -6.64
HYAxP2 12.14b 12.80d 0.70** 0.04 1.01 -3.28
B73xP2 11.49 ¢ 1049 e 0.07 -0.09* -0.67 0.85

* ve ** sirasiyla p<0.05 ve p<0.01 diizeyinde 6nemlidir.

Varyans analizi sonuglarina gére genotip ve
tozlama etkisi ile bu etkilerin interaksiyonlariile yag
oraninin  degistigi  anlasilmistir  (Cizelge 6).
Kombinasyon yeteneklerine ait varyans analizi
sonuglarina goére GCA, SCA ana etkileri ve bu
etkilerin tozlama yontemleri ile interaksiyonlari
sonucu ortaya cikan farkhliklarin 6nemli oldugu
saptanmistir. Tozlama yontemlerine gore veri
setleri ayristirildiginda da genotip etkisinin yag
oranindaki degisimde 6nemli oldugu gozlenmistir.
Yag orani ile ilgili GCA ve SCA etkilerinin de 6nemli
oldugu gorulmektedir (Cizelge 6).

Misir tohumunda vyag yiksek oranda
embriyoda depolanmaktadir (Wang ve ark., 2012).
Bu nedenle embriyo iriligi ile yag orani arasinda bir
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baglantinin oldugu ileri strilmektedir. Yag icerigi
ayni zamanda polen etkisi ile onemli olclide
degismektedir (Letchwort ve Lambert, 1998;
Kahriman ve ark., 2015). Calismamizda yag oranlari
Uzerinden ebeveynler icin hesaplanan GCA
degerlerinin  farkli  tozlama uygulamalarindan
onemli Olglide etkilenmedigi gorilmustir. Bu
durum GCA hesaplamasi ile eklemeli genler
arasindaki iliskiden kaynaklanabilir (Sprague ve
Tatum, 1942). Eklemeli genler cevreden fazla
etkilenmeyen ve c¢ogunlukla homozigot allellerin
kontroliinde olan genlerdir. Yag oraninin da
eklemeli genlerin kontroliinde oldugunu ileri stiren
farkh arastirmalar mevcuttur. Bu nedenle GCA
hesaplamalarinda onemli farkh tozlama
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uygulamalari arasinda énemli bir farkin olusmadigi
disinilmektedir. Buna karsin 6zel kombinasyon
yetenegi hesaplamalarinda hem 6 hibritin 3’Gnde
hesaplanan SCA degerinin zit yonde isarete sahip
oldugu gorilmistidr. Bu  durum ise SCA
hesaplamalarinda dominans genlerin etkisinin
onemli olmasina baglanabilir (Sprague ve Tatum,
1942). Nitekim dominans genlerin cevre ile
etkilesimi yliksek olan genler oldugu kabul
edilmektedir. Genotiplerin yag orani ortalamalari
yeni yontemde %4.21-%10.1 arasinda bulunurken,
kontrol uygulamasinda %3.21-%10.4 arasinda
oldugu belirlenmistir (Cizelge 7). Ebeveynlerin ve F1
hibritlerin yag oranina goére sirlamasi tozlama
yontemlerine farklilik géstermemistir. Yag orani igin

Cizelge 6. Yag oranina iliskin varyans analiz tablosu

GCA etkilerinin 6nemlilik durumlari farkh tozlama
yontemlerinde benzerlik gbstermistir. Benzer
sekilde ebeveynlerin GCA hesaplamalarin ait
isaretlerin ayni yonde oldugu belirlenmistir.
Hibritlerde ise IHOxP2, HYAxB73 ve HYAxP2
melezlerine ait SCA degerlerine ait isaretlerin ters
yonde oldugu dikkat ¢ekmistir. Polen etkisi
hesaplamalarinda genel polen etkisi B73
genotipinde farkli tozlama yontemlerinde zit ydnde
isarete sahip olmustur. Hibritlerde ise IHOxP2 ve
HYAxB73 melezlerine ait 0zel polen etkisi
hesaplamalarinin zit isaretli oldugu saptanmistir. Bu
sonuglar polen etkisi hesaplamalarinda geleneksel
yontemle yeni yontem arasinda farkllik genotiplere
gore degisen farklar oldugunu gostermektedir.

Varyans Kaynagi SD Kareler Ortalamasi SD Kareler Ortalamasi Kareler Ortalamasi

(Birlestirilmis Veri) (Yeni Yontem) (Kontrol)
Tozlama 1 0.081** - - -
Tekerrir(Tozlama) 4 0.032* 2 0.045 0.02
Genotip 9 36.93** 9 13.93** 25.16**
TozlamaxGenotip 9 2.16%* - - -
GCA 3 105.3** 3 37.3%* 71.5%*
SCA 6 2.71%* 6 2.20%* 2.02%*
GCAxTozlama 3 3.47** - - -
SCAxTozlama 6 1.51%* - - -
Hata 36 0.01 29 0.02 0.01

* ve ** sirasiyla p<0.05 ve p<0.01 diizeyinde 6nemlidir.
Cizelge 7. Yag orani icin ortalamalar, kombinasyon yetenekleri ve polen etkisi degerleri
Genotip Ortalama Genel/Ozel Kombinasyon Yetenegi  Polen Etkisi
Yeni
Yeni Yontem  Kontrol Yeni Yontem Kontrol Yontem  Kontrol
IHO 10.1a 104 a 1.66%* 1.96%* - -
HYA 8.02b 9.95b 0.72** 1.36%* 1.85 2.84
B73 5.18 ¢ 5.18c -0.93** -1.08** 0.52 -1.02
P2 4.42d 3.29d -1.45%* -2.24** -0.52 -2.43
Yeni
Yeni Yontem  Kontrol Yeni Yontem Kontrol Yontem  Kontrol

IHOXHYA 9.96 a 11.2a 0.12* 0.64** 1.85 2.84
IHOxB73 8.90 b 9.40 b 0.71** 1.29%* 0.79 1.04
IHOxP2 8.18 ¢ 6.58 d 0.52** -0.36%* 0.07 -1.79
HYAxB73 8.26 ¢ 6.88 C 1.00%* -0.63%* 0.24 -3.08
HYAxP2 7.36d 6.31e 0.64** -0.03 -0.65 -3.64
B73xP2 4.21e 3.21f -0.87** -0.69** -0.97 -1.87

* ve ** sirasiyla p<0.05 ve p<0.01 diizeyinde 6nemlidir.

Protein
karsilagtirmal

bant analizlerine dayali
dendrogramlar Sekil 2’te
gosterilmistir. Kontrol gurubu ve vyeni tozlama
yontemine ait ornekler ile olusturulan
dendrogramlarda 3 ‘er ana digim olusmustur.
Kontrol gurubunun 1. alt kiimede IHO, ikinci alt
kiime IHOxHYA, IHOxB73 ve IHOxP2 genotipleri,
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Uglinc alt kime altinda ise HYA, B73, P2, B73xP2,
HYAxB73 ve HYAxP2 genotiplerinin yer aldig
goriilmektedir. Buna karsin yeni yontemden alinan
orneklerle olusturulan birinci alt kiimede IHO ve
HYAxB73 nolu genotipin, 2. Alt kimede B73xP2 ve
HYAxP2 melezlerinin, l¢linct alt kimede ise HYA,
B73, P2, [IHOxB73, IHOxHYA ve IHOxP2
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genotiplerinin siniflandigi gorilmektedir (Sekil 2).
Ebeveynlerden IHO genotipinin her iki yontemde de
1. Alt kiimede yer aldig1 gorilmustir. Bunun yani
sira HYA, B73 ve P2 genotiplerinin ise her iki
dendrogramda 3 nolu kiimenin altinda yer aldigi
izlenmektedir. Bunun disinda kalan 6 genotipin ise
iki yontemde farkli kimeler altinda siniflandig
gorilmistur (Sekil 2). Kiimeleme analizindeki
sonuglara goére IHO, HYA, B73 ve P2 kodlu
genotiplerin ebeveyn genotipler oldugu ve bu
genotiplerin her iki tozlama yénteminde de ayni
kiimeler altinda siniflanmasi dikkat cekmistir. Hibrit
genotiplerde ise farkli tozlama yontemlerinden elde
edilen o6rneklerden izole edilen depo proteinlerine
yonelik bant analizlerine dayali olugturulan alt
kiimelerde farkli genotiplerin yer aldigi anlasiimistir.
Karmagikhk  degeri  dikkate alindiginda ki
dendrogram arasinda %63 lik bir farklilik
olustugunu séylemek mimkiindir. Bu degerin 1’e
yakinlasmasi iki dendrogram arasindaki farkin
yuksek  olusuna, 0a vyakin olmasi ise
dendrogramlardaki siniflamanin benzer olduguna
isaret etmektedir.

Karmasiklik=0.63

Protein bant analizlerine gore ebeveyn
genotiplere ait protein bant analizi sonuglarinin
tozlama yonteminden énemli sekilde etkilenmedigi
anlasilmistir. Buna karsin heterezigot yapidaki F1
melezlerinde protein bant dizilerine dayal siniflarin
tozlama yéntemine gore degistigi belirlenmistir. Bu
durum depo proteinlerine ait bantlarin varlik/yokluk
durumlarinin  polen kaynagl olarak kullanilan
bitkilerin  degisiminden  etkilendigini  ortaya
koymustur. Misir tohumundaki proteinlerin biiylik
kismi (~%60) zein fraksiyonlarindan olusmaktadir ve
alkolde ¢o6ziinen bu gruba prolaminler adi
verilmektedir. Zeinler doért alt sinifa ayrilmistir
bunlar; a- (19 and 22-kDa), B- (15 kDa), y- (16-, 27-,
and 50-kDa), ve 6-zeinler (10- and 18-kDa) olup,
farkli genler tarafindan kodlanmaktadirlar (Holding
ve Llarkins, 2009). Calismamizda protein bant
analizlerinde bu grupta onemli bir degisimin
olmadig, zein fraksiyonlari disindaki bant
dizilerinde ise tozlama yontemlerine gore
degisimlerin oldugu belirlenmistir.

8752 IHOXB73

B | B73 HYA

‘ P2 IHOXP2‘

‘ ‘ HYAXB73 P2 |
‘ ‘ - HYAXP2 B73 - | ‘
HYA IHOXHYA7!

IHOXP2 B73xP2

IHOXHYA HYAXP2

IHOXB73 HYAXB73

IHO IHO

Sekil 2. Protein bant analizlerine gére yeni tozlama yontemi (solda) ve kontrol (sagda) uygulamalarindan elde

edilen dendrogramlarin karsilagtiriimasi.

Sonug ve Oneriler

Varyans  analizi  sonuglari  galismada
incelenen Ozelliklerin hepsinde tozlama x genotip
interaksiyonu ve  kombinasyon yetenegine
interaksiyonlarin 6énemli oldugu goérilmistir. Bu
durum farkli tozlama yontemlerinden elde edilen
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Olglim sonuglarinin degiskenlik gosterdigine isaret
etmektedir.

Yiratidlen bu galismanin bazi sinirhliklan
mevcuttur. Oncelikle bu arastirma sera sartlarinda
ylratilmis olup, gelistirilen tozlama yonteminin
tarla sartlarinda da test edilmesinde yarar vardir.
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Diger taraftan g¢alismada kullanilan Diallel Analiz
yontemi yarim diallel melezleme desenine dayali bir
yontemdir. Kahriman ve ark. (2017) tarafindan
yuratilen cahsmada kullanilan istatistik yontemin
kombinasyon yetenegi hesaplamalari Uzerine
onemli etkilerinin oldugu bildirilmistir. Bu nedenle
gelistirilen  tozlama  ydnteminin respiroklu
melezlerin de dahil edildigi setler lzerinde de test
edilmesinde vyarar vardir. Ayrica bu aparatin
kullanilabilmesi i¢in diger ebeveynlerden farkli
renkte veya tane yapisina sahip en azindan bir adet

genotipin ebeveyn olarak kullaniimasi
gerekmektedir.
Sonu¢ olarak bu c¢alismada gelistirilen

tozlama yonteminin polen etkisi hesaplamalarinda

mevcut yontemden farkli  sonuglar  verdigi
anlasiimistir. Ozellikle polen etkisi
hesaplamalarinda yeni yontemin kullaniimasi

halinde, mevcut yontemde ana ve baba bitkilerin
birbirinden  bagimsiz  bireylerden  olusmasi
nedeniyle ortaya cikabilecek hesaplama hatalarini
bertaraf edebilecegi degerlendirilmistir.

Tesekkiir: Bu calisma COMU Bilimsel Arastirmalar
Koordinasyon Birimi tarafindan FHD-2020-3383
nolu proje ile desteklenmistir. Desteklerinden 6tiiri
tesekkir ederiz. Ayrica c¢alismada gelistirilen
yontemle ilgili olarak 2021/018210 tarihli ve 2021-
GE-799793 nolu basvuru numarasiile Tirk Patent ve
Marka kurumuna basvuru yapilmistir.

Cikar Catismasi Beyani: Makale yazarlari aralarinda
herhangi bir c¢ikar catismasi olmadigini beyan
ederler.

Arastirmacilarin Katki Orani Beyan Ozeti: Yazarlar
makaleye esit oranda katki saglamis olduklarini
beyan ederler.
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