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Ozet

Islah galigmalarmm, yillardir artan niifusun istek ve arzularna paralel
olarak degeri ve onemi hergecen giin daha da iyi anlasilmaktadir. Gelisen
teknoloji ve imkanlar dogrultusunda 1slah tekniklerine yeni teknolojiler
dahil edilmistir. Islah siiresini kisaltmak amaciyla kullanilan haploid
teknikleri, misir hatlarimin 1-2 y1l gibi kisa stirede gelistirilmesine olanak
saglamistir. Kromozom katlamast i¢in ¢ogunlukla colchicine mutajeni
kullanilmaktadir. Colchicine insanlar ve hayvanlar i¢in toksik bir
maddedir. Colchicine alternatifi, daha az toksik ve daha ekonomik
herbisitleri belirleyebilmek amaciyla pronamid, trifluralin ve oryzalin
etken maddeleri ile ¢alisilmistir. Colchicine uygulamasi pozitif kontrol
grubunu, Dimetil siilfoksit uygulamasi ise negatif kontrol grubunu
olusturmustur. Haploid tohumlar ¢imlendirilerek koleoptil ve kokgiikte
kisaltma-yaralama yapilmistir. Kromozom katlamasi i¢in ¢imlendirilmis
tohumlara 3 farkli herbisit etken madde, pozitif kontrol ve negatifkontrol
uygulanmistir. Canli kalan bitki orani, erkek ve disi ¢icek olusturma
oranlar, fertil erkek ¢igek orani, kendileme yapilan bitki orani ve bitki
basina diigen tohum sayis1 parametrelerinin tamami i¢in uygulamalar
arasinda fark %0.01 diizeyinde onemli bulunmustur. Pronamid ve
trifluralin fertil erkek ¢igek oraninda, oryzalin bitki basina tohum
sayisinda basarili olurken kendileme yapilan bitki oraninda mutajenlerin
tamami basarili olmustur. Cimlenme déneminde uygulama yapilan
herbisit etken maddelerinin colchicine oranla canhi bitki o lusturmada letal
etkisinin daha fazla oldugu tespit edilmistir.

Arastirma Makalesi

Makale Tarihgesi
Gelis Tarihi :25.04.2024
Kabul Tarihi ~ :30.05.2024

Anahtar Kelimeler
Misir

1slah

haploid

kromozom katlamasi
mutajen

herbisit

Effects of Alternative Mutagens on Chromosome Doubling during the Germination

Period of Maternal Haploids

Abstract

The value and importance of breeding studies, in parallel with the
demandsand desires of the population that has been increasing for years,
is understood better every day. New technologies have been included in
breeding techniques in line with developing technology and
opportunities. Haploid techniques used to shorten the breeding period
have allowed the development of maize lines in a short time of 1-2 years.
Colchicine mutagenis mostlyused for chromosome doubling. Colchicine
is a toxic substance to humans and animals. The active ingredients
propanamide, trifluralin, and oryzalin were studied to identify less
poisonousandmore economical herbicidesas alternatives to the chemical
substance colchicine. Colchicine application constituted the positive
controlgroup, and dimethyl sulfoxideapplication constituted the negative
control group. Haploid seeds were germinated and shortening-wounding
was done in the coleoptile and radicle. Three different herbicide active
ingredients, positive control, and negative control, were applied to the
germinated seeds for chromosome doubling. The difference between
treatments was significantat 0.01% for all parameters such as the rate of
survivingplants, rates of male and female flower formation, rate of fertile
male flowers, rate of selfed plants, and number of seeds per plant.
Propanamide and trifluralin were successful for the fertile male flower
rate, oryzalinfor the number of seeds per plant, and all mutagens were
successful for the selfed plant rate. It has been determined that the
herbicide active ingredients applied during the germination period have a
more lethal effect on creating viable plants than colchicine.
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1. Giris

Klasik bitki 1slah1 hem genetik faktorler
hem de ¢evresel kosullar etkisinde oldugundan
sonuca ulasmak ¢ok uzun zaman almaktadir.
Bitki tiirline gore degismekle beraber bir
cesidin 1slah edilebilmesi yaklasik 10 ile 14
generasyon silirmektedir. Kendilenmis hat
gelistirme, melez misir 1slah programlarinin
temel konusudur. Geleneksel metotlarla bu saf
hatlarin elde edilmesinde (gesitlere gore
farklilik gostermekle beraber) en az 6-7
generasyona ihtiya¢ duyulmakta ve bu siirenin
sonunda yine de % 100 homozigotluk

diizeyine ulagmak miimkiin
olmayabilmektedir. Islah  c¢alismalarinda
haploid bitki elde etme tekniklerinin

kullanilmasiyla birlikte kisa siirede % 100
homozigot hatlar elde edilebilmekte ve
boylece 1slah ¢alismalarinda siire¢ kisalmakta,
1slah calismalarinin hizli ve giivenilir bir
sekilde etkinligi arttirilmaktadir (Cerit ve ark.,
2016).

Misir  bitkileri  indirgeyici  olarak
adlandirilan ozel genotipler ile
melezlendiginde haploid ve normal diploid
embriyoya sahip misir taneleri kesin ve net bir
ayrim gosterir. Bu durum in vivo haploid
indiikleme olarak isimlendirilir. Genellikle
haploid embriyolu taneler normal triploid
endosperme sahiptir. Bu yilizden bu taneler
diploid embriyolu taneler gibi ayni ¢imlenme
orani ve ¢imlenme giiciinii gosterir (Coe ve
Sarkar, 1964).

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

saglar (Chaikam ve Boddupalli, 2012).
Indirgeyici hatlar kullanilarak in vivo teknigi
ile haploid bitki elde etme basarisi, kullanilan
indirgeyici hattin 6zelliklerine gore %2-15
arasinda degismektedir (Rober ve ark., 2005).
Haploid bitkilerin tanimlanmasinda;
flowsitometrik yontem, ¢icek tozlarinin
boyutlarinin 6l¢iilmesi, epidermis hiicrelerinde
kloroplastlarin sayilmast, karyotipik
calismalarla kromozom say1lmasi
kullanilmasinin yan1 sira R1-nj renk markori
ile morfolojik diizeyde ¢ok daha hizli, basit ve
ucuz bir sekilde tanimlama yapilmaktadir.

Haploid bitkilerin iireme organlarinda
mayoz  bolinme  esnasinda  homolog
kromozom ciftleri olusturma gibi
ilerleyemediginden, erkek ve disi gametler
tiretken degildir. Haploid bitkilerin 2n=20
kromozomlu fertil bitki olusturacak duruma
gelebilmesi  icin  kromozom  katlamasi
yapilmasi gerekmektedir. Kromozom katlayici
ajan olarak colchicine (Colchicum automnale
L.), kloral hidrat, eter, kloroform, fenil iiretan
gibi maddeler kullanilmaktadir (Yarali ve
Yanmaz, 2013). Yapay kromozom katlama,
haploid bitkilerin anti-mikrotiibiil aktivite
sergileyen mutajenlerle islenmesiyle elde
edilir. Colchicine kimyasal maddesi, yapay
kromozom katlama islevi neticesinde doubled
haploid (DH) hatt1 tiretiminde yaygin olarak
kullanilmaktadir (Chaikam ve Mahuku, 2012;
Melchinger ve ark., 2016b). Colchicine, B-
tiibiiline baglanarak tiibiilin dimerlerinin
olusumunu 6nleyerek mikrotiiblil olusumunu
engeller. Siirgiin apeksindeki meristematik
hiicrelerde mitoz sirasinda mikrotiibiillerin
bulunmamasi, kopyalanan kromozomlarin
ayrilmasini, polar migrasyonu ve hiicre
boliinmesini onler bu da iki kat kromozom
sayisina sahip bir hiicreye doniismesine neden
olur (Chaikam ve ark., 2019). Kisacas1 mitotik
bir inhibitdr gorevi goren colchicine, mitoz
boliinme  sirasinda 1§  iplik¢iklerinin
olusumunu engellemekte dolayisiyla
kromozomlarin ayrilmasini inhibe ederek
kromozomlar1 katlama islevini
gerceklestirmektedir (Sehirali ve Ozgen, 2013;
Ozgoren, 2015).
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Haploid bitkiler in vitro ve in vivo olarak
elde edilebilmektedir. Haploidler,
dollenmemis disi yumurtadan (gynogenesis)
veya erkek hiicreden (androgenesis) gelistirilir.
In vitro androgenesis metodu anter kiiltiirii ile
yapilir. Indirgeyici hatlarin tozlayici olarak
kullanildig1 yontem in vivo olarak tanimlanir
(Cengiz ve Korkut, 2016). In vitro haploid
bitki elde etme teknikleri laboratuvar
sartlarinda Ornegin, anter veya mikrospor
kiiltiird, polenlerin farkli derecelerde sicakliga
maruz birakilarak haploid bitkilerin elde
edilmesi (Mathur ve ark., 1980), polenlerin
1sinlanmasi1 (Mathur ve ark., 1976), kogan
puskiillerine maleic hydracide uygulamasi
(Zuoyo ve Mingguang, 1984) ve c¢esitli
herbisitlerin uygulanmasi seklinde
yapilmaktadir. Ancak misir bitkisinde bu tiir in
vitro uygulamalarda genotip etkisi nedeniyle
yeterli oranda sonu¢ alinamamaktadir. Ticari
olarak gelistirilen mevcut katlanmis hatlarin
birgogunun in vivo haploid teknigi ile elde
edildigi, diger tekniklerin ise katlanmis hat
gelistirmede daha az  etkili  oldugu
bildirilmektedir (Geiger ve Gordillo, 2009).

Prigge ve ark. (2012) anti-mitotik aktivite
sergileyen kimyasallar ya da ¢esitli herbisitler
ile standart bir protokol esliginde haploid
bitkilere uygulanarak, diploid fertil bitki haline
dontstiiriildigi bildirilmistir.

Colchicine, DH indiiklenmesinde en sik
kullanilan kimyasal ajandir. Ancak bu
mutajen, yiiksek toksisite dezavantajina
sahiptir. Colchicine ile ayni etkiye sahip
olmast gereken fakat toksik olmayan veya

diisiik toksik ikame maddeleri bulmak
gereklidir. Dhooghe ve ark. (2011)
calismalarinda birincil etki mekanizmasi

olarak mitozu hedefleyen anti-mikrotiibiil

etkideki ¢esitli  herbisitlerin, colchicine
kimyasalina alternatif olabilecegini
bildirmislerdir. ~ Bunlarin  dinitroanilinler

(trifluralin ve oryzalin), fosforotioamidatlar
(amiprophos-methyl (APM)), benzamidler
(pronamid), karbamatlar (klorpropham ve

izopropil N -3-klorofenil karbamat) ve
digerleri olmak iizere ¢esitli gruplarda
siniflandirildigini  aciklamiglardir.  Ayrica

mitoz boliinme esnasinda hiicre boliinmesinin

inhibe edildigi ve etkilenen hiicrelerde
poliploid ¢ekirdekler igerdigi belirtilmistir.

APM ve oryzalin, farkli uygulama kosullar
altinda haploidleri ikiye katlamak i¢in
kullanilmis ve iki katina ¢ikma etkileri
colchicine ile karsilastirilmistir.  APM
tarafindan indiiklenen en yiiksek iki katina
¢itkma oraninin 20 pM 24 saat kosulunda
yaklastk % 45 oldugu belirtilmistir.
Aragtirmacilar, gergek iki katina ¢ikma oranini
(hayatta kalma orani x iki katina ¢ikma orani)
hesaplamis; % 38.23 APM, % 20.64 colchicine
ve % 19.4 oryzalin olarak belirlemislerdir.
Hem APM hem de oryzalin, gercek ikiye
katlama oraniyla karsilastinldiginda misir
bitkisinde haploidlerin ikiye katlanmasim
indiikleyebilse de APM colchicinden daha iyi
olmustur. Diisiik toksik bir mitotik indiikleyici
olarak APM’nin, DH tabanli misir 1slahinin
uygulamast i¢in misir haploidlerini ikiye
katlamada colchicine mutajenine iyi bir ikame
olacag belirtilmistir (Ren ve ark., 2018).

Trifluralin uygulamalarinin  kromozom
katlamasi tizerindeki etkileri, 10 uM'ye kadar
artan herbisit konsantrasyonuyla yenilenen
diploid bitkilerin yiizdeleri i¢in yaklasik olarak
dogrusal bir artig gosterirken, 10 uM' den fazla
herbisit ile muameleden sonra siddetli toksisite
etkisinden dolay1 bitki olusumunu engelledigi
bilinmektedir (Hansen ve ark., 1996).

Oryzalin ve APM'nin mekanizmasi {izerine
yapilan c¢alismalarda, tiibiilin proteinlerine
baglandiklarini, mikrotiibiil
polimerizasyonunu inhibe ettiklerini ve anafaz
1ginin depolimerizasyonunu tesvik ettiklerini
bildirmislerdir (Morejohn ve ark., 1987
Murthy ve ark., 1994). Pronamidin ise diger
herbisitlerden farkli olarak mikrotiibiilleri
engellemek yerine kisalttigindan
bahsedilmektedir (Singh ve ark., 2023). Farkli
calismalarda benzer yaklasimlar
gozlemlenmistir. APM, trifluralin, oryzalin ve
pronamid gibi herbisitler, tiibiiline baglanarak
g olusumunu 6nlemis ve kardes kromatidlerin
zit kutuplara dogru ayrilmasini kesintiye
ugratarak kromozomal ikiye katlanmanin
gerceklesmesini miimkiin kilmistir (Bartels ve
Hilton, 1973; Morejohn ve Fosket, 1984,
Singh ve ark., 2023).
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Melchinger ve ark. (2016a) ise
colchicine’nin  bitki tiibiilinlerine  kars1
afinitesinin  anti-mikrotiibiil herbisitlerden

daha diisiik oldugunu gézlemlemislerdir. Bu
bilgi  esliginde  colchicine  milimolar
miktarlarda kullanilmas:1 gerekirken, anti-
mitotik  herbisitlerin ~ ise  mikromolar
konsantrasyonlarda uygulanmasi gerektigi
kanaatine varilmistir (Bartels ve Hilton, 1973;
Morejohn ve Fosket, 1984; Singh ve ark.,
2023).

Trifluralin, oryzalin ve APM bugday
(Hansen ve Andersen, 1998), misir ve (Wan ve
ark., 1991), mantar mesesi (Pintos ve ark.,

2007) androgenez sirasinda kromozom
katlamas1  i¢in  kullanmilmistir.  Birgok
arastirmaci bu herbisitlerin bitki

mikrotiibiillerinde colchicine’den ¢ok daha
yliiksek c¢ekime sahip olduklarimi  ve
mikromolar konsantrasyonlarda uygulanabilir
olduklarinmi bildirmislerdir (Morejohn ve ark.,
1987; Bajer ve Mole-Bajer, 1986). Ayrica bu
herbisitler hayvan mikrotiibiillerine
baglanamazlar (Morejohn ve ark., 1987,
Murthy ve ark., 1994; Bajer ve Mole-Bajer,
1986), bu yilizden de insanlar i¢in toksisite
riskini azaltmis olduklar1 belirtilmistir.

Chaikam ve ark. (2019) anti-mitotik
herbisitlerin, colchicine kimyasalimn
uygulandig1 protokollere kiyasla biraz daha
diisik  verimlilik gosterseler de  bu
herbsisitlerin kullaniminin, hayvan
mikrotiibliline baglanmadig1 i¢in daha az
toksik olduklarini ve kat1 bir imha kurallarina
uymaya ihtiya¢ duyulmadigi i¢in kromozam
katlamasin1  uygulayan kisilerde saglik
risklerini en aza indirebildigini ve kromozomal
ikiye katlama maliyetlerini azaltabilecegini
bildirmislerdir.

Hansen ve Andersen (1998) trifluralin
herbisit  konsantrasyon  uygulamalarinin,
kromozom katlamasi lizerindeki etkileri 10
uM'ye kadar artan konsantrasyonlarda
denediklerini ve yenilenen diploid bitkilerin
yiizdeleri yaklasik olarak dogrusal bir artis

gosterirken, 10 pM'den fazla herbisit
muamelesinden sonra siddetli toksisite
etkisinden dolay1 bitki olusumunu

engelledigini bildirmislerdir.

Bu c¢alisma; in vivo maternal haploid
tekniginde = kromozom  katlamasi  igin
kullanilan oldukga zehirli bir kimyasal olan
colchicine kimyasalina alternatif ve daha
ekonomik bir mutajen belirlemek amaciyla
planlanmistir.

2. Materyal ve Yontem

Calisma Sakarya Uygulamali Bilimler
Universitesi Ziraat Fakiiltesinde tesadiif
parselleri deneme desenine gore ¢ tekerriirli
olarak laboratuvar kosullarinda ve sera
kosullarinda yiiriitiilmiistiir. In vivo maternal
haploid teknigi ile elde edilmis haploid
tohumlar bu  ¢alismanin  materyalini
olusturmustur. Tek bir dondrden elde edilen

haploidler kullanilarak, kromozom
katlamasina  dondriin  etkisi  ortadan
kaldirilmistir. Kromozom katlamasi igin

colchicine, trifluralin, oryzalin ve pronamid
etken maddeleri kullanilmistir.
2.1. Konsantrasyonlarin hazirlanmasi

Kromozom katlamasi i¢in kullanilan
colchicine uygulamasi pozitif kontrol grubunu

DMSO (Dimetil siilfoksit- Kromozom
katlamasina etkili degildir) uygulamasi ise
negatif  kontrol grubunu olusturmustur.

Pronamid, trifluralin ve oryzalinin her biri i¢in
3 mM ve % 2 DMSO ile karistirilip stok
sollisyonlar1 hazirlanmistir. Nihai
konsantrasyonlar pronamid 10 uM, trifluralin
10 uM ve oryzalin 20 uM olacak sekilde %
2’lik  DMSO  kullanilarak ayarlanmistir.
Colchicine soliisyonu, % 0.04 colchicine % 0.5
DMSO ile ¢ozdiriilerek su ile 1.5 uM
konsantrasyonu ayarlanarak hazirlanmistir.
%2 DMSO hazirlanirken distile su
kullanilmistir.

2.2. Mutajenlerin uygulanmasi

Haploid tohumlar; petri kaplarina konularak
inkiibatorde, karanlikta ve 23 °C’de
¢imlendirilmistir. Bu calismada kromozom
katlamasi i¢in colchicine uygulamasinda
Deimling metodu (Deimling ve ark., 1997)
kullanildigindan ve diger mutajenler de ayni
déonemde uygulandigindan yonteme gore
koleoptil uzunlugu 1.5-2 cm oldugunda
materyaller inkiibatorden alinmistir. Koleoptil
ve kokgligiin uglarindan bistiiri ile kesilerek
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yaralama yapilmistir. Her bir mutajen ve
DMSO icin ayri cam kavanozlara alinan
cimlenmis haploid tohumlara uygulama
yaptlmistir. Koruyucu onlemler dikkate
alinmis ve tiim uygulamalar 24 saat siire ile 20
°C'de inkiibatorde bekletilmistir. Siire
sonunda saf su ile 3 kez yikanmis ve ayri
viyollere ekilmistir.

2.3. Bitkilerin biiyiitiilmesi ve kendileme

Viyollere ekilen bitkiler 3-4 yapraklh
doneme gelene kadar sera iginde plastik
tiinellerde biiyiitiilmiistiir. Her mutajen igin
fideler 5 m sira uzunlugu, 70 cm sira arasi ve
20 cm sira iizeri olacak sekilde sera iginde
topraga ayr1 siralara dikilmistir. Gerekli
giibreleme ve bakim sartlari
gerceklestirilmistir. Calismada; canli kalan
bitki orani, erkek ve disi ¢icek olusturma
oranlari, fertil erkek cigek orani, kendileme
yapilan bitki oran1 ve bitki bagina diisen tohum
sayis1 parametreleri alinmistir. Cigeklenme
doneminde bitkilerde kogan niiveleri heniiz
puskiil ¢ikarmadan izolasyon kagidi ile
kapatilmistir. Aymi1  bitkide tepe puskiilii
kontrol edilerek fertil olanlarda ana eksen % 50
anter ¢ikarip polen dokmeye basladiginda
izolasyon kagidi ile kapatilmistir. Kogan
puskilii 2-3 cm oldugunda aymi bitkideki tepe
puskiiliinden alinan polen kogan piiskiiliine
dokiilerek kendileme yapilmis ve izolasyon
kagidi ile kapatilmistir. Kogana kapatilan
izolasyon kagitlar1 hasada kadar muhafaza
edilmistir.

2.4. istatistik analizler

Parametrelerden elde edilen veriler JMP
istatistik paket programi kullanilarak tesadif
parselleri deneme desenine gore varyans
analizi yapilmistir. Varyans analizlerinde
onemli farkliliklar tespit edilen parametreler
icin  Duncan c¢oklu karsilastirma testi

uygulanarak gruplandirilmistir (Diizgilines ve
ark., 1987).

3. Bulgular ve Tartisma
3.1. Canl kalan bitki orani

Negatif kontrol (DMSO), pozitif kontrol
(colchicine) ile pronamid, oryzalin ve
trifluralin herbisitleri uygulanmis

cimlendirilmis haploid tohumlar 3-4 yaprakh
olana kadar viyollerde biiytitiilmiistiir. 3-4
yaprakli fide olan bitki sayilar1 uygulama
yapilan tohum sayisina oranlanarak elde edilen
verilere yapilan istatistik analize ait degerler ve
Duncan gruplari Tablo 1’de verilmistir. Buna
gore en yiiksek canli kalan bitki orani negatif

kontrol DMSO’da % 889  olarak
belirlenmistir. DMSO’nun kromozom
katlamas1 {izerine etkisi olmadig1 gibi

uygulama sonrasi mortalite olusturma durumu
da diisik olmustur. Pozitif kontrol
colchicine’in  uygulandigi  ¢imlendirilmis
tohumlarin % 56.7’si canl1 bitki olusturmustur.
Pronamid, oryzalin ve trifluralin uygulamalar
diisik  degerler vermistir.  Cimlenme
doneminde herbisit uygulamasinin canli bitki
olusumuna olumsuz etki ettigi goriilmiistiir.
Chaikam ve ark. (2019) anti-mikrotiibiil
herbisitlerin, colchicine kimyasalimn
uygulandig1 protokollere kiyasla biraz daha
diisiik verimlilik gdsterdigini belirtmislerdir.

3.2. Erkek ¢icek olusturma oram

Canli kalan bitkiler seraya dikilmis ve
ciceklenme doneminde erkek ¢icek olusturma
durumlar1  gozlemlenmistir. Erkek ¢igek
sayilar1 uygulama yapilan tohum sayisina
oranlanarak elde edilen erkek cigek olusturma
orant verileri ve Duncan gruplar1 Tablo 1°de
verilmistir. En yliksek erkek cigek olusturma
orant DMSO’da % 88.9 olarak belirlenmistir.
Colchicine uygulamasi ikinci sirada ve % 56.7
olarak bulunmustur. Pronamid, oryzalin ve
trifluralin uygulamalarinda erkek ¢icek
olusturma orani canli kalan bitki sayisina bagl
oldugundan diisiik degerler vermis ve c
grubunda yer almiglardir.

3.3. Disi ¢icek olusturma oram

Cigeklenme doneminde disi  ¢igek
olusturma durumlar1 gozlemlenmistir. Disi
cicek sayilar1 uygulama yapilan tohum
sayisina oranlanarak elde edilen disi ¢igek
olusturma orani verileri ve Duncan gruplan
Tablo 1’de verilmistir. En yiiksek disi ¢igek
olusturma oranm1 DMSO’da % 77.8 olarak
belirlenmis ve a gurubunda yer almistir.
Colchicine uygulamasi ikinci sirada % 56.7
olarak bulunmustur.
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Pronamid, oryzalin ve trifluralin
uygulamalarinda disi ¢icek olusturma orani
diisiik degerler vermis ve c grubunda yer
almistir.

3.4. Fertil erkek ¢icek oram

Erkek c¢icek olusturan bitkilerde polen
dretimi  gerceklesen  tepe  piskiilleri
belirlenmistir. Bu ¢alismada kromozom
katlamasinin gerceklestigine dair en net
bilgileri olusturan parametrelerden biri olan
fertil erkek cigek orani degerleri ve Duncan
gruplar1 incelendiginde en yiiksek deger;
pronamid ve trifluralin uygulamalarinda % 100
olarak belirlenmis, a grubunda yer almislardur.
Oryzalin uygulamasinda % 91.7 ve colchicine

uygulamasinda ise % 859  olarak
belirlenmistir. Kromozom katlamasina etkisi
olmayan DMSO uygulamasinda erkek
cigeklerin steril olduklar1 goézlemlenmistir.
Anti-mitotik aktivite sergileyen kimyasallar ya
da ¢esitli herbisitler ile standart bir protokol
esliginde haploid bitkilere uygulanmasi ile
diploid fertil bitki elde edilebildigi
bildirilmistir (Prigge ve ark. 2012). Trifluralin,
oryzalin ve pronamid herbisitlerinin, tiibiiline
baglanarak ig olusumunu 6nledigi ve kardes
kromatidlerin zit kutuplara dogru ayrilmasim
kesintiye ugratarak, kromozom katlamasinin
gerceklesmesini miimkiin kildigi bilinmektedir
(Singh ve ark., 2023).

Tablo 1. Canli kalan bitki oran1, erkek ¢igek olusturma orani, disi ¢igek olusturma orani, fertil erkek

cicek orani ve duncan gruplandirmalari

Uygulama Canli kalan bitki oram Erkek ¢i¢ek Disi cicek olusturma Fertil erkek ¢icek oram

(%) olusturma oram orani (%)

(%) (%)

DMSO 889a 889a 778a 0
Colchicine 56.7b 56.7 b 56.7 b 859b
Oryzalin 111¢c 111c 111c 91.7 ab
Pronamid 89c 89c 89c 100 a
Trifluralin 10.0c 100c 100c 100a
CV (%) 15.7 15.7 114 9.5

3.5. Kendileme yapilan bitki orani

Erkek ve disi ¢icegi olusturan ve fertil tepe
puskiiliine sahip  bitkilerde kendileme
yapilmistir. Kendileme yapilan bitki sayisinin
canlt kalan bitki sayisina oranlanmasi ile
bulunan kendileme yapilan bitki oram
degerleri ve Duncan gruplar1 Tablo 2’de
verilmistir. Tablo incelendiginde kromozom
katlamas1 i¢in  kullanilan  mutajenlerin
tamaminda % 100 olarak gerceklesmistir.
Kromozom katlamasina etkisi olmayan DMSO

fertil tepe piskili  olusturmadigindan
kendileme yapilamamustir. Colchicine
kimyasalina alternatif olarak kullanilan
oryzaline, pronamid ve trifluralin
uygulamalarinin ~ fertil  tepe  plskiili

olusturmasi bitkilerde kendileme yapilmasim
miimkiin kilmistir.

3.6. Bitki basina tohum sayisi

Kendileme yapilarak elde edilen tohumlar

bitki sayisina oranlanarak bitki bagina tohum
sayis1 bulunmustur. Bitki bagina tohum sayis1
verileri ve Duncan gruplart incelendiginde
oryzalin uygulamasindan elde edilen fertil
bitkilerde yapilan kendileme sonucu daha fazla
tohum elde edildigi goriilmektedir. Trifluralin
uygulamasindaise 17.1 adet bitki basina diisen
tohum elde edilmis ve  colchicine
uygulamasindan elde edilen veri ile ayni
grupta yer almistir. Pronamid uygulamasinda
12.4 bitki basina tohum eclde edilmistir. DH
hatlarin ilk generasyonunda bitkiler diploid
homozigot hatlara gore daha kiiciik ve daha
zay1f olmaktadir. Tepe piiskiillerinin fertilitesi
degiskenlik gdstermekte bir veya birkag
anterin  polen  Uretmesinden  piskiiliin
tamaminin verimli hale gelmesine kadar
degisebildigi bildirilmistir (Chaikam ve ark.,
2019). Bitki basina diisen tohum sayisinin
azligt kromozom katlamasi1 sonrast ilk
generasyonun iiretkenliginin sinirli olmasi ile
agiklanabilir.
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Tablo 2. Kendileme yapilan bitki orani, bitki bagina tohum sayist ve duncan gruplandirmalart

Uygulama Kendileme yapilan bitki orani Bitki bagina tohum sayisi
DMSO 0 0

Colchicine 100 a 145ab
Oryzalin 100 a 369a
Pronamid 100 a 124b
Trifluralin 100 a 17.1ab

CV (%) 9.9 24.4

4. Sonuclar

Misir  bitkisi hem Diinya’da hem de
Tiirkiye’de oldukca  Onemli oranda
iretilmektedir. Yiiksek adaptasyon kabiliyeti
sayesinde iilkemizin bir¢ok bolgesinde iklim
ve toprak sartlarina uyum gostererek
yetistirilebilmektedir (Kolay ve ark., 2023).
Tiirkiye’de  muisir  {iretiminin  artirilmasi
konusunda yapilacak pek c¢ok c¢alisma
olmakla birlikte, bunlarin basinda birim alan
veriminin ylkseltilmesi gelmektedir (Temiz
ve Gokmen, 2023). Yiiksek verimli yerli ve
milli ¢esitlerin gelistirilebilmesi i¢in hizl1 ve
etkili bir 1slah programu yiriitilmelidir. Melez
misir 1slahinda homozigot hatlarin elde
edilmesinde etkili bir yontem olan in vivo
maternal haploid teknigi yayginlasmaya
baslamistir. Maternal haploidlerin kromozom
katlamasinda tiim diinyada yaygin olarak
kullanilan coclchicine mutajeninin insan ve
hayvanlar i¢in zararli etkileri nedeniyle
uygulamanin 6zel ekipmanlar ve mekanlar
gerektirmesi, atiklarin bertarafinda yasanan
giicliikler ve ekonomik olmamast
arastirmacilari alternatif uygulamalar
iizerinde c¢alismaya yoOnlendirmistir. Bazi
anti-microtiibiil  herbisitler ile yapilan
kromozom katlamasi ¢alismalar1 Onemli
sonuclar ortaya cikarmistir. Ulkemizde in
vivo maternal haploid tekniginde colchicine
mutajeni yerine kromozom katlamasi i¢in
kullanilabilecek herbisitlerin  belirlenmesi
amaciyla bu ¢alisma yiiriitiilmistiir. In vivo
maternal haploidlerin kromozom
katlamasinda colchicine uygulamasi
Deimling ve ark. (1997)’e gore yapildigindan
bu ¢aligmada da uygulama dénemi olarak tim
mutajenler  i¢in  haploid  tohumlarin
cimlendirilip koleoptil ve kdk¢iik olusturdugu
donem secilmistir. Canli kalan bitki orami
verileri degerlendirildiginde oryzalin,
pronamid ve trifluralin herbisitlerinin bu

donemde uygulanmasinin letal etkisinin
yiiksek oldugu soylenebilir. Anti-microtiibiil
herbisitlerinin uygulama doénemleri i¢in yeni
calismalarin yapilmast gerekliligi ortaya
cikmistir.  Aymi  herbisitler kullanilarak
kromozom katlamasi i¢in fide doneminde
yeni caligmalarin yapilmasi Onerilmektedir.
Sonu¢ olarak; kromozom katlamasinin
etkinligini ifade eden parametrelerden fertil
erkek cigek orani, kendileme yapilan bitki
orant ve bitki basina diisen tohum sayisi
verilerine dayanarak oryzalin, pronamid ve
trifluralin herbisitlerinin colchicine
uygulamasi kadar etkili oldugu saptanmistir.
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