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Bu calisma melez misir islahinda in-vivo katlanmig haploid hatlarin elde edilmesi ¢galismasinda kullanilan
farkh induzer genotiplerin haploid indirgeme oranlarinin tespit edilmesi amaciyla 2014 yilinda Dogu Akdeniz
Tarimsal Arastirma Enstitlisi’nde yuratulmustur. Galismada induzer olarak (haploid indirgeyici ve toz verici)
RWS, RWK-76 hatlari ile bu hatlarin melezi olan RWS X RWK-76 melezi ve Stock-6 hatti kullaniimistir.
Haploid tohum elde etmek amaciyla ana (toz alici) olarak, toplamda 75 farkli genotip kullaniimigtir. Bunlardan
66’sini Dogu Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisii misir islah galismalari kapsaminda elde edilen F,
kademesindeki materyal, 9’'unu ise ticari hibrit gesitlerin agikta tozlanmasi ile elde edilen populasyonlardan
secilen 9 farkli genotip olusturmustur. Induzer olarak kullanilan genotiplerin haploid indirgeme oranlari
galismada ana (toz alici) olarak kullanilan genotiplere gore degisiklik gostermistir. Ana olarak kullanilan 75
genotipten 69’undan toplam 1463 adet haploid tohum alinmistir. Haploid tohumlarin seleksiyonu renk
markoérine goére yapilmistir. En yiksek haploid tohum orani %7.80 ile induzer olarak kullanilan RWK-76
hattindan elde edilmistir. En dusik haploid tohum orani ise %1.28 ile induzer Stock-6 hattindan alinmistir.
Yapilan galismada ortalama haploid tohum elde etme orani %4.79 olarak saptanmistir.
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Determination of Haploid Induction Rates of Different Inducer Lines Used
for In-Vivo Double Haploid Technique in Hybrid Maize Breeding

Abstract

This research was conducted to determine haploid induction rate (HIR) of different inducer lines used for
in-vivo double haploid technique in hybrid maize breeding at the East Mediterranean Agricultural Research
Institute. In the study RWS, RWK-76 inducer lines, their cross RWS X RWK-76 and Stock-6 were used as
male parent for haploid induction. In the study 75 different F, genotypes as female parent were used for
haploid seed production. The 66 of F, genotypes were selected from the corn breeding material of East
Mediterranean Agricultural Research Institute, and 9 genotypes were selected from open pollinated
populations of the commercial hybrid cultivars. Results of the study showed that haploid induction rate of
different inducer genotypes changed depending on the female parent. It was obtained 1463 haploid seeds
from 69 F, genotypes of total 75 F, genotypes. The highest haploid induction rate (7.8%) was obtained from
the inducer RWK-76 line, while the lowest haploid induction rate (1.28%) was obtained from the stock-6, and
average haploid induction rate (HIR) was 4.79%.
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Giris
M Isir, insan ve hayvan beslenmesinde, ayrica  Ulkemizde hibrit misir tohumlugunun yaklasik
endustride ham madde olarak kullanilan  %95'ini yabanci gesitler olusturmakta, yerli
6nemli bir tahil bitkisidir. Tarkiye’de misirin ekim  gesitlerimizin pay1 %5'i gegmemektedir. Bundan
alani 2014 yili itibariyle 658645 ha, Uretimi 5.950  dolay! yabanci cesitler icin her yil yurtdisina
milyon ton ve verim 907 kg/da’'dir (TUIK 2014).  6nemli oranda royalite bedeli 6denmektedir.
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Klasik bitki 1slahi hem genetik faktorler hem
de cevresel kosullar etkisinde oldugundan
sonuca ulasmak ¢ok uzun zaman almaktadir.
Bitki turine gore degismekle beraber bir
cesidin 1slah edilebilmesi yaklasik 10 ile 14 yil
surmektedir. Misir bitkisinde ylksek verimli ve
kaliteli hibritlerin gelistiriimesi icin sirekli olarak
yeni saf hatlarin gelistiriimesi  gerekir.
Kendilenmis hat gelistirme, melez misir islah
programlarinin temel konusudur. Geleneksel
metotlarla bu saf hatlarin elde edilmesinde en
az 6-7 yil sureye ihtiyac duyulmakta ve bu
surenin sonunda yine de %100 homozigotluk
dizeyine ulasmak mumkin olmamaktadir.
Dolayisiyla bitki 1slahgilari bu sureci kisaltmak
icin yeni teknolojilere bagvurmuslardir. Bu
surenin kisaltiimasinda haploid bitki elde etme
teknikleri 6nemli avantajlar saglamaktadir.
Misir 1slahinda haploid teknigi ile elde edilen
katlanmis haploid hatlarin potansiyeli uzun
slire 6nce ortaya konmustur (Chase 1969).
Misir i1slah ¢aligmalarinda haploid bitki elde
etme tekniklerinin kullaniimasiyla kisa surede
%100 homozigot hatlar elde edilebilmekte ve
bdylece 1slah ¢alismalarinda islah slreci
kisalmakta, 1slah calismalarinin hizli ve
glvenilir bir sekilde etkinligi artmaktadir. Ayrica
haploid bitki elde etme teknikleri kullanilarak
islah ¢alismalarinda sonuca ¢ok daha kisa ve
etkin bir gsekilde ulasiimasiyla maliyetin
duslralmesi agisindan da 6nemli avantajlar
saglanabilmektedir.

Haploid bitkiler in-vitro ve in-vivo olarak elde
edilebilmektedir. /n-vitro haploid bitki elde etme
teknikleri laboratuar sartlarinda érnegin, anter
veya mikrospor kultlird, polenlerin farkl
derecelerde sicakliga maruz birakilarak haploid
bitkilerin elde edilmesi (Mathur ve ark. 1980),
polenlerin 1sinlanmasi (Mathur ve ark. 1976),
kocan puskidllerine maleichydracide
uygulamasi (Zuoyo and Mingguang 1984) ve
cesitli herbisitlerin uygulanmasi seklinde
yapiimaktadir. Ancak bu tir in-vitro
uygulamalarda genotip etkisi nedeniyle yeterli
oranda sonug¢ alinamamaktadir. Ticari olarak
gelistirilen mevcut katlanmig hatlarin  bir
cogunun in-vivo haploid teknigi ile elde edildigi,
diger tekniklerin ise katlanmig hat gelistirmede
daha az etkili oldugu bildiriimektedir (Geiger
and Gordillo 2009). In-vivo haploid bitki elde
etme tekniginde son yillarda gelistirilen ve
induzer olarak adlandirilan hatlar
kullaniimaktadir. Induzer hatlar tozlayici olarak
kullanilmakta ve spantone bir sekilde toz
verdigi bitkinin kocanlarinda haploid olan
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tohumlarin olusmasina imkan vermektedir. Bu
haploid tohumlar selekte edilerek
¢imlendiriimekte, ¢cimlenen tohumlara kolchisin
uygulamasiyla kromozom katlamasi
gerceklesmekte ve sonugta %100 homozigot
ferti  katlanmis  haploid hatlar elde
edilebilmektedir (Geiger ve Gordillo 2009). In-
vivo teknigi ile haploid bitki elde etmede
“maternal” ve “paternal haploidi” olmak tzere iki
yontem kullanilmakta olup, induzer hattin
polinatér yani baba olarak kullaniimasi
yontemine maternal haploidi, Inducer hattin toz
alici yani ana olarak kullaniimasi yontemi ise
paternal haploidi olarak ifade edilmektedir
(Coe1959; Kermicle 1969). Maternal haploid
yontemi ile elde edilen haploid orani, paternal
haploid yontemine gore daha yiksek olmaktadir
(Lashermes and Beckert 1988). Baslangicta
maternal haploid tekniginde dondr olarak
kullanilan  Induzer hatlarin haploid bitki
olusturma orani %0.1 iken, “Stock 6” olarak
adlandirilan ve giiniimiizdeki induzer hatlarin
babasi olarak nitelenen hattan gelistirilen
modern induzer hatlar ile bu oran %6-14’e kadar
yukselmistir (Coe 1959; Geiger, 2011). Nitekim
Hohenheim Universitesi'nde (Almanya)
gelistirlen RWS ve RWK-76 adli hatlar, son
yillarda gelistirilen en etkili induzer hatlardan
olup, bu hatlar iliman iklimlere adaptasyonu iyi
olan hatlar oldugdu gibi tropikal iklimlere de uyum
saglayabilen hatlardir. Bu Induzer hatlarinin
melezinden haploid tohum elde etme orani
yaklasik %8'dir (Réber et al. 2005). RWS ve
RWK-76 induzer hatlari yaninda bu hatlarin
melezi olan RWS X RWK-76 melezi de
Hohenheim Universitesi Bitki Islahi Enstitlisi’'de
gelistiriimis olup, haploid bitki elde etmede
kullaniimaktadir (Réber ve ark. 2005). RWS X
RWK-76 melezinden haploid bitki elde edilme
basarisi yaklasik %9-10‘dur (Geiger and
Gordillo, 2009). Donér olarak kullanilan induzer
hatlarin haploid bitki elde etme basarilarinda,
onemli farkliliklar saptanmigtir. Bu basari
oranini, genotipin yaninda gevresel faktorler,
kullanilan metot ve toz verme zamani da
etkilemektedir (Rdber et al. 2005; Rotarenco et
al. 2009). RWS ve RWK-76'nin melezi olan F;’in
dondr olarak kullaniimasi durumunda, hatlara
gOre daha glgclu bir yapi ve stres sartlarina daha
toleransli olduklari igin, genis dlcekli haploid bitki
elde  etme programlarinda basariyla
uygulanabilmektedir (Geiger 2009). Yine haploid
bitki elde etmede, izole bir alan iginde acgikta
tozlama yontemi yerine el ile tozlama
yonteminde en iyi sonu¢ alinmaktadir (Geiger
and Gordillo 2009).
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Haploid bitkinin tanimlanmasi; flowsitometre
cihazi ile kromozom sayimi ydnteminin
kullanilarak yapilmasi yaninda, R1-nj renk
markdru yardimiyla da ¢cok daha hizli, basit ve
ucuz bir sekilde de yapilabilmektedir. induzer
hatlar ile yapilan tozlamadan sonra haploid
tohumlarin seleksiyonunda; tohumun Ust
kisminda kirmizi renkliligi veren “red crown”
veya “navajo” olarak tanimlanan dominant
antosiyanin pigmentinin ifadesini dizenleyen
markdr geni ile rahatlikla ayirt edilebilmektedir
(Réber et al. 2005). induzer hatlar ile baslangig
materyallerinin melezleme isleminden sonra
elde edilen kocanlarda 3 farkli kategoride
tohum olusmasi beklenmektedir. Birinci
kategoride yer alan renksiz embriyo ve renksiz
endosperme sahip tohumlar
kontaminasyondan dolay! yabanci toz almis
olan haploid olmayan tohumlardir. Bu
kategorideki tohumlar ¢ok az bir orana sahiptir.
ikinci kategoride yer alan mor renkli embriyo ve
mor renkli endosperme sahip tohumlar, induzer
hat ile normal déllenme sonucu olugsmus olan
diploid tohumlardir. Bu kategorideki tohumlar
toplamda en yuksek orana sahip tohumlardir.
Uclincii kategoride yer alan renksiz embriyo ve
mor renkli endosperme sahip tohumlar ise
haploid olarak kabul edilen tohumlardir
(CIMMYT, 2010). Haploid olarak segilen
tohumlar n=10 kromozomlu yapida olup,
cimlendiklerinde fertii olmayan bitkileri
olustururlar  Haploid tohumlarin  2n=20
kromozomlu fertil duruma gelebilmesi igin
kolchisin uygulamasi ile kromozom katlamasi
yapilmasi gerekir. Bu islem icin degisik
arastiricilar farkli protokoller uygulamaktadir.
Deimling et al. (1997) ve Gayen et al. (1994),
sera sartlarinda 2-3 gln sureyle 26°C’de
petrilerde ¢imlendiriime igslemine tabi tutulan
haploid tohumlarin koleoptil uzunlugu 20-30
mm’ye ulastiginda %0.06 kolchisin ve %0.5
DMSO (dimethylsulfoxid) iceren ¢dzeltide
18°C’de, 12 saat suireyle muamele ettiklerinde
suni olarak kromozom katlamada énemli basari
kaydetmiglerdir.

Bu calisma in-vivo maternal haploid
teknigini kullanarak farkli induzer hatlarin Dogu
Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitlist Misir
Islah g¢alismalari kapsaminda gelistirilen bazi
materyallerdeki haploid indirgeme oranlarini
belirlemek amaciyla yuratalmuastur.

Materyal ve Yontem

Bu calisma, Dogu Akdeniz Tarimsal
Arastirma Enstitisi  MudurlGgad  arastirma
arazisinde yapilmistir. Calismada baba (toz
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verici) olarak RWS, RWK-76 induzer hatlari ve
bu hatlarin melezi olan RWS X RWK-76 melezi
ve Stock-6 hatti kullaniimistir. Ana (toz alici)
olarak, Dogu Akdeniz Tarimsal Arastirma
Enstitist misir 1slah galismalari kapsaminda
elde edilen 66 adet F, acilan materyal ve 9 adet
ticari gesitin acikta tozlanmasi ile elde edilen
populasyonlardan segilen materyal olmak Uzere
toplam 75 adet acilan materyali kullaniimistir

(Cizelge1).

Bu calismada haploid tohum elde etme
¢alismasinda, in-vivo maternal haploid teknigi
kullaniimistir. Melezleme isleminde bir sorun
yasanmamasi icin ana (toz alici) olarak
kullanilan, acilan F, materyalleri ve baba (toz
verici) olarak kullanilan Induzer hatlarin FAO
olum gruplarina gore ekim zamani ayarlanmistir.
Induzer hatlarin puskul verme dénemi ile ana
F,lerin toz alma ddnemi senkronizasyonunu
garanti etmek i¢in ana (toz alici) olarak kullanilan
toplam 75 adet F, acillan materyalin ekimi
26/03/2014 ve 02/04/2014 olmak Uzere 7 glin
arayla iki farkli tarinte tekrarlanmistir. Hohenheim
Universitesi Bitki Islahi Enstitiisi’den getirtilen
induzer RWS, RWK-76, Stock-6 hatlari ve RWS
X RWK-76 melezinin ekimi ise 11/04/2014,
15/04/2014 ve 24/04/2014 olmak Uzere 3 farkli
tarihte tekrarlanmistir. Ana ve baba genotipler 5
metre uzunlugundaki siralara, sira Uzeri mesafe
25 cm ve sira arasi 70 cm olacak sekilde ikiser
sira halinde ekilmigtir. Her iki sirada bir sira bos
birakilarak melezleme yapilirken rahat hareket
etme olanagl saglanmistir. Ana olarak
kullanilacak genotiplerin her biri i¢in 2 sirada
toplam 42 bitki ve 2 ekim zamaninda toplam 84
bitki yetistirilmistir. Induzer hatlar ile baglangi¢c
materyali F,’lerin melezleme islemi Russel and
Eberhart (1975)'in uyguladi§i yonteme gore
yapilmistir.  Melezleme isleminde Induzer
genotipler baba (toz verici), F, melezler ana (toz
alici) olarak kullaniimistir. Melezleme igleminden
once ana olarak secilen hatlarin koganlari, kogan
puskilli ¢cikmadan 6nce pelir kagit torbalarla
kapatilarak toz almasi 6nlenmistir. Baba olarak
ekilen Induzer genotiplerin tepe puskdlleri kraft
kagit torba ile gicek tozu dékmeye baslamadan
hemen 6nce kapatilarak izole edilmistir. izole
edilen baba hatlarin gigek tozlari, izole edilen ana
hatlara kogan puskili c¢ikmaya baslayinca
verilerek tozlama islemi gergeklestirilmistir. Baba
(toz verici) olarak kullanilacak Induzer
gentotiplerin her bir bitkisinden alinan polenler
ana olarak kullanilan bitkilerden mimkun oldugu
kadar fazla bitkiye verilmistir. Melezlenmis
kocanlar kraft kagit torba ile hasada kadar izole
durumda tutulmustur. Induzer hatlar ile baslangi¢
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materyallerinin melezleme isleminden sonra,
tanelerin hasat olgunluguna geldigi siyah nokta
(black point) doneminde kocganlar, el ile hasat
edilmisgtir. Haploid tohumlarin  seleksiyon
yontemi, R1-nj renk markort yardimiyla, Rber
et al. (2005) ve International Maize and Wheat
Improvement Center (CIMMYT 2010)in
uyguladigi teknige goére yapilmistir. Bu teknige
gore, Induzer hatlar ile baglangi¢ materyallerinin
melezleme isleminden sonra 3 farkl kategoride
tohum olusmustur. Birinci kategoride renksiz
embriyo ve renksiz endosperme sahip tohumlar,
bunlar kontaminasyondan dolayi yabanci toz
almis olan haploid olmayan tohumlardir. ikinci

kategoride mor renkli embriyo ve mor renkli
endosperme sahip tohumlar, bunlar da mor
renkliligi tayin eden dominant genlerden dolayi
mor renge sahip, ancak haploid olmayan
tohumlardir. Uglincli kategoride ise renksiz
embriyo ve mor renkli endosperme sahip
tohumlar olup, bunlar haploid olarak kabul
edilen tohumlardir. Bu her Ug¢ kategorideki
tohumlar ayri ayr tasnif edilerek (Sekil 1, 2, 3),
Uguncu kategorideki haploid tohumlarin elde

edilme oranlari asagidaki formile gore
hesaplanmistir. Haploid tohum
orani(%)=(Haploid tohumlar/Hasat edilen

toplam tohumlar) x 100

Cizelge 1. Baslangi¢ materyali ana(toz alici) olarak kullanilan F2 agilan materyalin pedigrisi
Table 1. Pedigrees of F2 materials used as female parent in the in vivo haploid technique

No Pedigri No Pedigri No Pedigri

1 97/13X2004/3223A 26 01/POP/1X00/315/A 51 SA2001/56X96/22A

2 SA2001/19X2004/3223A 27 96/5-KX00/315/A 52 97/13X96/22A

3 01/POP/14BX2004/3223A 28 01/POP/12A2KX00/315/A 53 SA2001/19X96/22A

4 96/5-KX2004/3223A 29 96/13X00/313B1 54 01/POP/01X96/22A

5 SA2001/1X2004/3223A 30 96/16X00/313B1 55 96/5-KX96/22A

6 96/6-KX2004/3223A 31 SA2001/56X00/313B1 56 96/17X96/22A

7 97/8BX2004/3223A 32 97/13X00/313B1 57 97/8BX00/313B1

8 96/13X2004/31N27 33 SA2001/19X00/313B1 58 01/POP/12A2X96/22A
9 97/13X2004/31N27 34 01/POP/01X00/313B1 59 SA2001/1X01/POP/1

10 SA2001/19X2004/31N27
11 01/POP/01X2004/31N27
12 96/5-KX2004/31N27

13 2001/1X2004/31N27

14 96/6-K X2004/31N27

15 96/17X2004/31N27

16 96/13X2004/2004/32D99A
17 SA2001/19X2004/32D99A
18 01/POP/1X2004/32D99A

19 01/POP/14BX2004/32D99A

20 96/5-KX2004/32D99A
21 SA2001/1X2004/32D99A
22 96/17X2004/32D99A

23 01/POP/12A2KX2004/32D99A

24 96/1300/315/A
25 SA2001/19X00/315/A

35 01/POP/14BX00/313B1
36 96/5-KX00/313B1

37 SA2001/1X00/313B1

38 96/6X00/313B1

39 96/17X00/313B1

40 97/8BX00/313B1

41 01/POP/12A2X00/313B1
42 96/13X00/315B1

43 97/13X00/315B1

44 SA2001/19X00/315B1
45 01/POP/01X00/315B1
46 01/POP/14BX00/315B1
47 96/5-KX00/315B1

48 SA2001/1X00/315B1

49 01/POP/12A2X00/315B1
50 96/13X96/22A

60  96/25X01/POP/1
61  96/2501/POP/14B
62  96/16X POP/14B
63  97/13X POP/14B
64  SA2001/56X POP/14B
65  M1X13

66  M2X9

67  31P41(F2)

68  31G98(F2)

69  DKC6589(F2)

70  SASA18(F2)

71 ES-CALIENTE(F2)
72 ES-VALERIA(F2)
73 DVF783(F2)

74  ESVOLTI(F29)

75 NF6174(F2)

(1-66): Dogu Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitist Mudirligu, (67-75): Agikta tozlanan ticari cesitler
(1-66): East Mediterranean Agricultural Research Institute, (67-75): Open pollinated populations of the commercial hybrid

cultivars

Sekil 1.
seleksiyonunda kullanilan isikh
dizenek

Haploid tohumlarin

Figure 1. llluminated apparatus
used for the selection of haploid
seeds

Sekil 2. Ikl dizenekte
tohumlarin gérinumd
Figure 2. Seeds on illuminated

apparatus

Sekil 3. Haploid, diploid ve
kontamine olmus tohumlar

Figure 3. Haploid, diploid and
contaminated seeds
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P [N |
Sekil 4. RWSXRWK-76 ile F,
acilan genotipin melezinin kogan
gorinimu
Figure 4. Ear of a F, genotype
pollinated by RWS X RWK-76

noam
N

Sekil 5. RWS ile F, agilan
genotipin  melezinin  kogan
g6runimd

Figure 5. Ear of a F, genotype
pollinated by RWK-76

Sekil 6. RWK-76 ile F, agilan

genotipin = melezinin
gorinumu

Figure 6. Ear of a F, genotype
pollinated by RWK-76

kogan

Cizelge 2. Baglangi¢ materyali ana (toz alici) olarak kullanilan genotipler ile baba(toz verici) olarak kullanilan

induzer genotiplerin melezinden elde edilen haploid tohum sayisi

Table 2. Number of haploid seeds from differant inducer lines

Haploid Tohum Diploid Tohum Kontaminasyon o TOPLAM
Inducer (Adet) (Adet) (Adet) HIR (%) (Adet)
RWS 271 2886 716 7.00 3873
RWK-76 246 2841 69 7.80 3156
RWS X RWK-76 397 10302 2707 3.06 13009
Stock-6 549 39717 2605 1.28 42875
Toplam 1463 55746 6097 4.79 62913

Bulgular ve Tartisma

Baslangic materyali ana (toz alici) olarak
kullanilan genotipler ile baba (toz verici) olarak
kullanilan induzer genotiplerin
melezlenmesinden elde edilen haploid
tohumlarin sayisi genotiplere gore degisiklik
gostermistir (Sekil 4, 5 ve 6). Ana olarak
kullanilan 75 genotiptin 69'undan haploid tohum
alinmis, 6 genotipte alinamamistir. Haploid bitki
elde etmek igin induzer genotiplerle yapilan
melezlemeden elde edilen haploid tohum
sayllar Cizelge 2’de verilmistir

Cizelge 2'de gorildigiu gibi ana(toz alici)
olarak kullanilan genotiplerin 4 farkl induzer
hatlarla melezinden toplam 62.913 adet tohum
elde edilmigtir. Yapilan melezlemelerden renk
markoriine gére 1463 adet haploid tohum
selekte edilmistir. Diploid tohum sayisi 55.746,
kontaminasyon ise 6.097 adet olarak
gerceklesmistir. En ylksek haploid tohum orani
%7.80 ile induzer olarak kullanilan RWK-76
hattindan elde edilmistir. En dustk haploid
tohum orani ise %1.28 ile induzer Stock-6
hattindan alinmistir. Induzer RWS hattindan
%7.00 ve RWSXRWK-76 induzer melezinden
ise %3.06 oraninda haploid tohum elde
edilmistir. RWSXRWK-76 induzer melezinin
haploid tohum olusturma oraninin beklenenden
dislk gikmasinin nedeni, galismada ana (toz

alici) olarak kullanilan bazi materyallerin
ciceklenme surelerinin  senkronizasyondan
kaynaklanmis olabilir. Ortalama haploid tohum
elde etme orani %4.79 olarak saptanmistir.

Sonug¢

Renk markdrine gdre yapilan seleksiyona
gore en yuksek haploid tohum orani RWK-76
induzer hattinda %7.80 olarak elde edilirken, en
disik haploid tohum orani ise %1.28 ile induzer
Stock-6 hattindan alinmigtir.
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