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OZ: DNA izolasyonu, molekiiler analizler icin temel adimlardan biridir. Bu adimda elde edilen DNA'mn miktart ve safligi,
molekiiler analiz iceren calismalarda onemlidir. Miswr genetik ¢alismalarindan elde edilen sonuglar, tohumun endosperm kismindan alinan
doku ornekleri iizerinde molekiiler analizler yapilabilecegini ve giivenilir sonuglar alinabilecegini ortaya koymustur. Ancak, agikta
tozlanma nedeniyle yiiksek oranda genetik ¢esitlilik gosteren misir popiilasyonlari i¢in tohum orneklemesinin sayisi ve yontemi konusunda
hala farkli oneriler bulunmaktadw. Bu ¢alismanin amact i) tohum dokusu érneklerinden izole edilen DNA miktarini ve kalitesini drnek
sayisina bagh olarak karsilastirmak ve ii) orneklenen tohumlardaki canlilik durumunu belirlemektir. Calismada 11 yerel misur genotipi ve
2 standart hat (B73 ve Mo17) tohum materyali olarak kullanmistir. Genotiplere ait 30 ar adet tohum drneginin endosperm kismindan ayri
ayri kesilerek alinan (¢cipleme) parcalar ile tekli, 10°lu, 20°li ve 30°lu olmak iizere 4 alt 6rnek grubu olusturulmustur. Bu drnekler iizerinde
CTAB metodu kullanilarak DNA izolasyonu yapilmistir. Orneklerin DNA icerigi ve safliklart Nano-Drop cihazi kullanilarak belirlenmistir.
Arastirma bulgularina gére, orneklerin DNA miktarlar: 2,2 ng ile 1243 ng arasinda degismistir. Saflik degerleri ise 1,41 ile 2,03 arasmda
(A260/4280) degismistir. Tek tohum orneklerinden elde edilen DNA safligi diger gruplardan daha diisiik olmasina ragmen, bir araya
getirilmis orneklerde DNA safligi benzerlik gostermistir. Orneklenen tohumlarin ¢cimlenme oranlart %55 ile %100 arasinda degismistir.
Bu ornekleme yonteminin kiigiik tohumlu popiilasyonlarda risk tasiyabilecegi belirlenmistir. Calismadan elde edilen DNA érnekleri, SSR
primerleri kullanilarak genetik benzerlik analizlerine tabi tutulacak ve elde edilen sonuglar bu alanda ¢alisan arastirmacilarla
paylasilacaktir.

Anahtar Kelimeler: Molekiiler analiz, tohum kesme, ¢ipleme, Zea mays L.

How Does Sampling Method Affect the Quality and Quantity of DNA Extracted from Maize Seeds?

ABSTRACT: DNA isolation is one of the fundamental steps in various molecular analyses. The quantity and purity of the
obtained DNA in this step are crucial considerations for studies utilizing molecular analyses. The results from maize genetic studies have
demonstrated that molecular analyses can be performed on tissue samples taken from the endosperm part of the seed, yielding reliable
results. However, there are still various recommendations regarding the number and method of seed sampling for maize populations
showing a high level of genetic diversity due to open pollination. This study aims i) to compare the quantity and quality of DNA isolated
from seed tissue samples depending on the number of samples and ii) to monitor the viability status in the sampled seeds. Eleven local
maize landraces and two standard lines (B73 and Mo017) were used as seed material in the study. Four sub-sample groups (single, 10, 20
and 30) were formed by cutting (chipping) separately from the endosperm of 30 seed samples of each genotype. DNA isolation was
performed on these samples using the CTAB method. The DNA contents and purities of the samples were determined using a Nano-Drop
device. According to the research findings, the DNA quantities of the samples ranged from 2,2 ng to 1243 ng. Purity values ranged between
1,41 and 2,03 (A260/A280). Although the DNA purity obtained from single seed samples was lower than the other groups, the bulked
samples showed similarity in terms of DNA purity. The germination rates of the sampled seeds ranged from 55% to 100%. It was determined
that this sampling method might have a risk for small-seeded populations. DNA samples obtained from the study will undergo genetic
similarity analyses based on SSR markers, and the results will be shared with researchers working in this field.

Keywords: Molecular analysis, seed cutting, chipping, Zea mays L.
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GIRIS

Icerdigi farkli varyete gruplari ile farkli kullanim
alanlarma hitap eden ve diinyanin bir¢ok bdlgesinde
en Oonemli kiiltlir bitkisi konumunda bulunan misir
ayni1 zamanda genetik ve 1slah caligmalar1 i¢in model
bitkilerden birisidir (Koca ve ark., 2010, Kahriman ve
ark., 2013, Oztiirk ve ark., 2019, Ranum ve ark.,
2024). Bu c¢aligmalarda molekiiler analizlere dayal
olan modern yontemlerin  kullanimi  gitgide
yayginlagmaktadir. Bu nedenle diger bitkilerde oldugu
gibi musirda da molekiiler analizler igin gelistirilen
yontem ve adimlar 6nemli ve hizla gelismekte olan bir
calisma alanini olusturmaktadir. Molekiiler analizlerin
gerceklestirilebilmesi icin Oncelikle hedef tiirden
analizde kullanilacak kalitim materyalinin (RNA veya
DNA) izole edilmesi gerekmektedir. Misir
arastirmalarinin biiyiikk kisminda bu materyal DNA
olup, spesifik calismalar disinda yontem gelistirme
calismalarinin  biiyiik kismu1 DNA  izolasyonuna
dayanmaktadir (Irfan ve ark., 2013). Izolasyonda
kullanilacak dokunun &zellikleri elde edilecek DNA
miktarma o6nemli Ol¢iide etki edebilmektedir.
Ekstraksiyonun basarisi agisindan DNA miktar1 ve
kalitesi yapilacak ¢aligmalar i¢in en 6nemli iki kriter
olarak kabul edilmektedir (Abdel-Latif ve Osman,
2017).

Misir bitkisi {izerinde yapilan calismalarin biiyiik
kisminda DNA izolasyonu yesil dokulardan veya
tohumdan gerceklestirilebilmektedir. Bilimsel
literatiirde bu dokulardan elde edilen DNA miktar1 ve
kalitesini karsilagtiran farkli ¢aligmalar yapilmis ve bu
amagla cesitli yontemler gelistirilmistir. Bu alanda
one ¢ikan iki aragtirma mevcuttur. Gao ve ark. (2008)
tarafindan  gelistirilen  yOntem  ekstraksiyonda
kullanilacak tohumlarin oncelikle nemlendirilerek
yumusatilmasi agamasini igermektedir. Mills ve ark.
(2020) tarafindan gelistirilmis yontem ise kuru
tohumun ta¢ kisminda endosperm dokusundan
ornekleme yapilmasina (gipleme) dayanmaktadir. Bu
yOntemin avantajlar1 genotipleme isleminin daha hizli
yapilmasma olanak saglamasi ve alinan tohum
orneklerinin ¢iplemesi uygun yapildig: siirece tohum
¢imlenmesinde etkisinin olmamasidir. Bu sayede
genotiplemesi yapilan orneklerden ileriki
caligmalarda yalnizca istenen orneklerin
¢imlendirilmesi gergeklestirilebilmekte ve yetistirme
maliyeti daha diisiik seviyelerde tutulabilmektedir.
Gao ve ark. (2008)’min tohumu Onceden suda
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bekleterek kesiyor olmasi ¢ipleme asamasinda
aragtirmact  acisindan  kolaylik  saglasa  da,
nemlendirilen tohum orneklerinin kontaminasyona
daha dayaniksiz olmasi ve istenmeyen bir zamanda
cimlenmenin gerceklesebilmesi sebebiyle kuru
tohumdan yapilan c¢iplemenin daha uygun oldugu
degerlendirilmektedir (Mills ve ark., 2020).

Misir 1slah ¢alismalarinda DNA analizleri igin
tohumun ve 6zellikle endosperm dokusunun materyal
olarak kullanilma gerekgesi genotipleme sonrasinda
bu tohumun ekilerek yetistirilebilmesidir. Ayrica,
tohumdan gerceklestirilen ekstraksiyon islemi
arastirmacilar i¢in zaman ve maliyet agisindan daha
avantajlidir. Halilu ve ark. (2013) tohum ve yapraktan
ekstrakte edilen DNA’nin miktar1 ve safliginin
karsilagtirmigtir. Caligmada yapraktan 1575 ng/ul,
tohumdan ise 526 ng/ul DNA elde edilmis olup iki
calisma grubundan elde edilen degerler de 1,6-1,8
araligina giren yeterli saflik derecesinde (A260/A280)
gerceklesmistir.  Buna karsin, yapraktan DNA
ekstraksiyonu icin 2 hafta yaprak olusumunun
beklenmesi gerekirken, tohumdan 6rnekleme yapilan
calisma bir giinde tamamlanmistir. Tohumdan DNA
izolasyonu bu avantaji nedeniyle musir 1slah
calismalarinda ve Ozellikle molekiiler destekli
calismalarda tercih edilen bir yontem haline gelmistir.
Normal musir ¢esitlerinde veya genetik kaynak
karakterizasyonunda bu yontemden yararlanmasina
ragmen, agikta tozlanan popiilasyonlar gibi genetik
kaynaklarin molekiiler karakterizasyon ¢aligsmalarinda
tohumdan DNA ekstraksiyon yoOntemi tizerine
ornekleme sayisinin etkisini ele alan bir aragtirmaya
rastlanmamistir. Bu durum o6zellikle yerel muisir
popiilasyonlarinda  popiilasyon i¢i  varyasyon
nedeniyle molekiiler analiz sonuglarinin giivenilirligi
ve gegerliligi acisindan yiiksek 6neme sahiptir. Yerel
musir popiilasyonlart ve agikta tozlanan materyalleri
kullanan bazi1 ¢alismalarda molekiiler analizler i¢in 30
(Arafayne ve ark., 2018), 15 (Comertpay ve ark.,
2012) ve 10 (Eschholz ve ark., 2008) adet bitkiden
almarak bir araya getirilen G&rneklerin kullanildigi
bildirilse de, bu durumun bilimsel literatiirde detayli
sekilde ele alinmadig1 dikkat ¢cekmistir. Mills ve ark.
(2020) tarafindan Onerilen kuru tohumdan kesilen
endosperm  pargasindan  DNA  ekstraksiyon
yonteminin yerel misir  popiilasyonlarinda
uygulanmasi ve bu materyallerde 6rneklenen tohum
sayisina gore elde edilen DNA miktar1 ve DNA
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kalitesinin karsilastirilmasini ele alan bir aragtirmaya
rastlanmanustir.

Bu arastirmanin amaci farkli varyete gruplarina dahil
yerel musir popiilasyonlarinda tekli, 10’Iu, 20’li ve
30’lu orneklemenin kuru tohumdan CTAB DNA
ekstraksiyon yontemi ile elde edilen DNA’nin miktar
ve kalitesi tizerine etkisinin ve Orneklemede
kullanilmis olan tohumlarin daha sonraki ¢imlenme
basarilarinin tespit edilmesidir. Calismamizda Mills
ve ark. (2020) tarafindan 6nerilen metot ile tohumdan
alman par¢anin alt Orneklere ayrilmasi ve bu
parcalarin farkli sayilarda (10, 20, 30 tohumdan alinan
parcalar) birlestirilmesiyle olusturulan &rneklerden
elde edilen DNA miktar1 ve kalitesinin degisimi ele
almmustir. Boylelikle yerel musir popiilasyonlarinda
popiilasyon i¢i ve popiilasyonlar arast genetik
varyasyonu ele alan caligmalar i¢in tohumdan DNA

Cizelge 1. Calismada kullanilan materyaller ve tane 6zellikleri.
Table 1. Materials used in the study and grain properties.

ekstraksiyon yonteminin uygulanmasi ile ilgili temel
bilgilerin elde edilmesi hedeflenmistir.

MATERYAL VE METOT
Calisma materyali

Calismada 11 farkli yerel misir popiilasyonu ve 2
standart hat (B73 ve Mol7) materyal olarak
kullanilmistir (Cizelge 1). Bu materyaller daha 6nce
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi, Ziraat
Fakiiltesi, Tarla Bitkileri Boliimiinde yiiriitiillen Ar-Ge
projeleri ve 1slah calismalari i¢in farkli kaynaklardan
temin edilmis materyallerdir. Calismada kullanilan
materyaller daha once yiiriitiilen bir 6n ¢alismadan
tane rengi bakimindan farklilik gosteren yerel
popiilasyonlardan seg¢ilmistir.

Kod Tohum Rengi Endosperm Tipi
Code Seed Color Endosperm Type
CcomMuU1l Kirmiz1 Sert misir
COMU2 Kirmizi Sert misir
COMU3 Kirmizi Sert misir
COoOMU4 Kirmizi Sert misir
COMUS Kirmizi Cin msir
COMU6 Mor Sert misir
comMmuz Mor Sert misir
coMu8 Mor Sert misir
COMU9 Mor Sert misir
COMUI10 Acik Mor Cin musir
COMU11 Acik Mor Cin misir
B73 Sar1 At disi musir
Mol7 Sar1 At disi musir
Tohumdan ornek alinmasi ve tohumlarin

cimlendirilmesi Tek tohum 6rneklemesi yapilirken genotiplere ait 30

Calismada materyal olarak kullanilan genotiplerin
her birinden tesadiifi olarak alinan 30 adet tohumdan
Mills ve ark. (2020) tarafindan 6nerilen drnekleme
yontemine gore tek tohum diizeyinde ornekler
alimmistir. Ancak oOrnekleme yonteminde kesim
islemi ayni sekilde uygulanmasina ragmen tek
tohumdan almman ornek sayis1 ve alt grup sayist
bakimindan bazi degisiklikler yapilmistir. Mills ve
ark. (2020) tohumun ta¢ kisminin yalnizca bir
yoniinden kesit alirken bu calismada tek tohum
ornekleri alinirken tohumun ta¢ kisminin iki
yoniinden 6rnek alinmugtir (Sekil 1).

tohumdan bir tanesi tesadiifi olarak secilmis ve bu
tohumun ta¢ kisminin sag ve sol kisminin iki
yoniinden kesit alinmig, bu kesitlerin bir tanesi
oldugu gibi birakilmig digeri (tek) ise miimkiin
oldugunca esit olacak sekilde 3 alt parcaya (10, 20,
30) ayrilmustir (Sekil 1).
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Kalan 29 tohumun yalnizca bir yoOniinden kesit
almmus ve bu iglemden elde edilen parca da yine ii¢
alt parcaya (10, 20, 30) ayrilmistir (Sekil 1). Alt
parcalara ayrilan kisimlardan birisi 10, birisi 20,
digeri 30 tohumdan alnmis alt gruplarn
olusturulmasinda  kullamilmistir  (Sekil 1).
Orneklenen tohumlardan tohumun kalan kismi yani
embriyonun oldugu kisim viyollere aktarilip
cimlendirilmistir (Sekil 2). Ardindan ¢imlenen
tohumlarin ¢imlenme yiizdeleri belirlenmistir (Sekil
3).

DNA ekstraksiyonu, DNA miktar1 ve safiyet
ol¢iimleri

Cipleme isleminden sonra 6rneklenen tohumlar tekli
10°1u 20°1i ve 30’lu olarak alt gruba ayrilan 6rnekler
havan igerisinde siv1 azot ile 6rnek kayb1 olmayacak
sekilde giitiilmiistiir. Ogiitiilen drneklerin agirliklary
kaydedilmistir. DNA izolasyonu i¢in CTAB
(Cetyltrimethylammonium bromide) yonteminden
yararlanilmistir (Abdel-Latif ve Osman, 2017). Bu
yonteme gore izlenen adimlar asagida belirtilmistir.

1. Ogiitilen tohum &rneginden vyeterli olan
orneklerden 100 mg alinmis, yeterli olmayan
orneklerin ise tamami 1,5 mL'lik ependorf tiipe
konulmustur.

2. Orneklere 1 mL 65 °C'ye kadar 1sitilmis CTAB
buffer, 20 pL %2’lik Beta merkaptoetanol ve 10
uL (20 mg/mL) RNAase A eklenmistir.
Ardindan 6rnekler 1 dk vortekslenmistir.

3. Vortekslendikten sonra hiicre zar ve g¢eperinin
daha etkili pargalanmasi amaciyla 30 dk
buzlukta bekletilmistir.

4. Bu siirenin ardindan ornekler yeniden
vortekslenmis ve 20 uL (20 mg/mL) Proteinaz K
eklenmigtir.

5. Ardmdan 30 dakika 65 °C'de inkiibe edilmistir.
Her 5 dakikada bir 6rnekler vortekslenmistir. Bu
stirenin sonunda 6rnekler 10.000 rcf'de 6 dakika
santrifiije konulmustur. DNA igeren st fazdan
500 pL alimip yeni 1,5 mL'lik ependorf tiipe
aktarilmis ve {izerine 500 pL 24:1 oraninda
hazirlanmis kloroform:isoamil alkol eklenmistir.
Ornekler altiist edilip kisa siireli vortekslenmis
ve ardindan 10.000 rcf'de 6 dakika santrifiije
konulmustur.
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6. 250 mikrolitre {list faz alimip yeni bir tiipe
aktarilmig ve tzerine 175 upL isopropanol
eklenmistir.

7. Ardindan 12.000 rcfde 10 dakika santrifiije
konulmustur ve santrifiijleme isleminden sonra
dipteki peleti bozmadan iist fazdan alinmstir.

8. Dipteki peletin iizerine yikamak amaciyla 750
uL %70'lik alkol eklenip 5 dk 8000 rcf'de
santrifij edilmis ve st sivi tekrar alinmigtir.
Peletin kalan alkolden arindirilmasi amaciyla
tekrar 1 dk santrifiij edilmis iist kisimdaki alkol
dokiilmiistiir.

9. Kalan dipteki peletin iizerine (niikleik asitleri)
¢ozdiirmek amaciyla 40 pL ddH,O eklenmis ve
diisiik devirde vortekslenmistir. Ardindan bir
sonraki asamada kullanilmak iizere izole edilmis
DNA uygun ortamda muhafaza edilmistir.

DNA izolasyon isleminden sonra drneklerin saflik
oranlart ve miktar diizeyleri (A260:280 nm) her
numuneden 1 pl kullanilarak Thermo Scientific,
NanoDrop™ One (Thermo Scientific, USA) ile
Olcililmiistiir.

Sekil 1. Calismada tekli ve toplu (10, 20, 30 tohum) Srneklerin
olusturulmas.

Figure 1. Creating single and bulk (10, 20, 30 seeds) samples in
the study.
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Sekil 2.

Tohumlarin ~ Sekil 3.’ Cimlenen 6r‘ﬁeklerin
¢imlendirilmesi. tespiti.
Figure 2. Germination of the Figure 3. Detection of
seeds. germinated samples.
Veri analizi
Calismadan elde edilen veriler R istatistik paket
programinda R Core Team, 2021)
degerlendirilmistir. Aragtirmada Ornekler tohum

diizeyinde 6rnekleme yapildigindan DNA oOl¢iimleri
ve ¢imlenme oranlarina iliskin sonuglar ¢izelge olarak
sunulmus, Ornekleme sayisina gore degisimler ise
grafiksel olarak gosterilmistir. incelenen &zelliklere
ait verilerde yiiksek oranda degisim olmasi nedeniyle
gruplar aras1 karsilastirmada parametrik olmayan
testlerden olan Kruskal-Wallis testi kullanilmigtir
(McKight ve Najab, 2010).

BULGULAR VE TARTISMA

Cipleme iglemi sonrasi 6rnekleme yontemine gore alt
ornek gruplarinin agirliklar1 Cizelge 2'de sunulmustur.
Alt 6rnek agriliklar1 7 mg ile 527 mg araliginda
degisim gostermistir. En diisik ornek agirligr tekli
orneklemede COMU3 genotipinde en yiiksek alt
ornek miktar1 ise 30’lu Orneklemede COMUG6
genotipinde Ol¢iilmiistiir. Nano-Drop 0l¢limlerine
gore DNA miktarlart Cizelge 3°te sunulmustur. DNA
miktarlar 2,2 nanogram ile 1243,2 nanogram arasinda
degismistir. Toplam DNA miktarlarn tohum sayisina
bagli olarak genotiplere gore degiskenlik gdstermistir.
Ornek sayis1 artttkga DNA  miktarmin  artmasi
beklense de, Ornek agirhigi ¢izelgelerinde de
goriilecegi lizere tohum sayisi arttikca bazi
genotiplerde ornek agirhigr artmamistir. Bu durum
orneklerin DNA igeriklerinin degisimi iizerine etkili
olmustur. Tek tohumdan alinan 6rneklerin agirliklar
diger toplu Ornek gruplarindan daha diisiik
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oldugundan, bu o6rneklerin DNA igerikleri de daha
diisiik bulunmustur.

Cizelge 2. Ornekleme sonrasi olusturulan alt érnek gruplarinin

agrliklari (mg).

Table 2. Weights (mg) of sub-sample groups after sampling.
Genotipler Tek 10°lu 20’1 30’1l
Genotypes  Tohum Ormnek Ormnek Omek

Single 10-seed 20-seed 30-seed

Seed sample sample sample

comMul 22 117 230 340
COMU2 22 104 212 352
COMU3 7 140 275 304
COMU4 12,8 66 128 232
COMU5 7,5 69 160 298
COMU6 18 103 359 527
COMU7 36 157 446 470
COMU8 9,6 137 209 321
COMU9 15,2 103 192 314
COMU10 29,6 133 242 319
COMU11 36,3 144 325 492
B73 49,6 136 272 401
Mol7 20,6 218 328 440

Nanodrop olgtimlerine iligkin safiyet degerleri

sonuglari Cizelge 4’de sunulmustur. Genel olarak 1,8
degerine yakin degerler elde edilmis olsa da bazi
orneklerde daha diisiik veya 2’ye yakin degerler
oldugu saptanmistir. Hemen hemen tiim 6rneklerde
DNA safiyetinin yeterli diizeyde oldugu ancak tekli alt
orneklemeye gore ¢oklu orneklenenlerde safiyet
diizeyinin daha diisiik oldugu belirlenmistir.

Tohum izolasyonunda kullanilan CTAB yodnteminin
yeterli safiyette DNA sagladigi goriilmiistiir. Abdel-
Latif ve Osman (2017) musir tanelerinden yiiksek
kaliteli genomik DNA izolasyonu i¢in 6rnek basina
100 mg kullanarak 3 farkli DNA ektraksiyon metodu
(Qiagen yontemi-DNA kiti, CTAB bazl1 ekstraksiyon,
Mericon  ekstraksiyon-DNA  kiti)  kullandiklar
¢alismalarinda maksimum DNA miktarini 23,6 ng/uL
ile 386,9 ng/pL arasinda bulmus ve en yiiksek DNA
miktarini Mericon  ektraksiyon metodunda
gozlemistir. DNA safiyeti ise CTAB metodunda 1,6
ile 2,0 araliginda g6zlenirken DNA kitinin kullanildig1
Qiagen yonteminde bu oran 1,2-1,95 araliginda
degismistir.
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Cizelge 3. Nano-Drop 6l¢iim sonuglarina gére DNA miktarlari (ng).
Table 3. DNA amounts (ng) according to Nano-Drop measurement results.

Genotipler Tek Tohum 10’1u Ornek 20’1i Ornek 30’Iu Ornek
Genotypes Single Seed 10-seed sample 20-seed sample 30-seed sample
comu1 2,9 2147 95,9 249,6
COMU2 5,2 35,9 309,8 140,9
COMU3 17,4 113,9 2,2 237,3
COMU4 54 56,1 160,3 484.,6
COMUS5 41 167,9 1243,2 579,2
COMU6 26 107,5 59,6 124,8
COMU7 52,5 411 244 325
Ccomus 11,6 588,3 50 205,1
CoMU9 35 96,6 153,3 81,4
COMU10 46,9 209,9 158,2 50,5
COMU11 92,1 69,4 21 57,5
B73 165,2 283,4 64,7 139,6
Mo1l7 14,8 77,6 151,9 49,9
Cizelge 4. Nano-Drop 6l¢iim sonuglarina gore DNA safiyetleri (A260/A280).

Table 4. DNA purities according to Nano-Drop measurement results (A260/A280).

Genotipler Tek Tohum 10’Iu Ornek 20’li Ornek 30’Iu Ornek
Genotypes Single Seed 10-seed sample 20-seed sample 30-seed sample
COMU1 1,60 1,94 1,81 1,81
COMU2 1,46 1,86 1,95 2,03
COMU3 1,80 1,75 1,41 1,90
COMUA4 1,70 1,85 1,90 1,96
COMUS5 1,71 1,81 1,73 1,93
COMUG6 1,71 1,81 1,89 1,57
COMU7 1,83 1,95 1,89 1,89
COMUS8 1,67 1,88 1,79 1,88
COMU9 1,65 1,81 1,86 1,81
COMU10 1,76 1,82 1,89 1,77
COMU11 1,82 1,86 1,84 1,80
B73 1,72 1,95 1,86 1,85
Mol7 1,63 1,77 1,83 1,76
Calismamizda yalnizca CTAB metodu kullanilmig Aragtirmada  Ornek  gruplarma  gore DNA

olup, DNA safiyet degerleri belirtilen simirlara
benzerlik gbstermis, buna karsin genotiplere gore elde
edilen DNA miktarinin degiskenlik gosterdigi
goriilmiigtiir. Bu durum g¢aligmalarda materyal olarak

kullanilan ~ genotiplerin  tohum  dzellikleri ve
aragtirmada kullamlan O6rnekleme yontemindeki
(coklu veya tekli oOrnekleme) farkliliklardan

kaynaklanabilir. Diger taraftan musir genotiplerinde
DNA  konsantrasyonunun genotipik  faktorlere
(Comertpay, 2019) ve yetistiricilik yapilan yiikseltiye
(Gonzalez ve ark., 2022) bagl olarak degisebilecegi
bildirilmistir. Calismamizda elde edilen sonuglar da
tohumdan yapilan &rneklemedeki DNA miktarinin
Ozellikle genotipe bagli olarak degisebilecegini
gostermektedir.
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konsantrasyonunun degisimi Sekil 4’te sunulmustur.
Nano-Drop Olctimlerinde 1 pL’lik 6rnekteki DNA
icerigi bakimindan tek tohum grubu ile diger ¢oklu
gruplar arasinda istatistiki olarak Onemli bir fark
olusurken, 10’lu, 20’li, 30’lu G6rneklerin yer aldig
gruplar arasinda istatistiki olarak Onemli bir fark
olmadigr goriilmiistiir (Sekil 4). Buna karsin kesilen
parca agirhigr tizerinden elde edilebilecek DNA
miktar1 hesaplandiginda gruplar arasindaki farklarda
degisimler oldugu gozlenmistir. Bu kargilastirmaya
gore 10’Iu 6rnekler ile 30’1u grup arasinda istatistiki
bir fark olustugu izlenmistir. Yine tek tohum
orneklemesinden elde edilebilecek DNA
konsantrasyonunun diger gruplardan beklendigi gibi
daha diisiik oldugu ve diger gruplarla olan farklarin da
istatistiki olarak 6énemli oldugu goriilmiistiir (Sekil 4).
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Sekil 4. Ornek gruplarina goére Nano-Drop ile belirlenen DNA konsantrasyonu ve kesilen 6rnek agirlig: iizerinden hesaplanan DNA

konsantrasyonundaki degisimler.

Figure 4. Changes in DNA concentration were determined by NanoDrop, and DNA concentration was calculated from the weight of the

cut sample according to sample groups.

Ornekleme yapilan tohumlarin genotiplere gore
¢imlenme oranlari Cizelge 5’te sunulmustur. Tek
tohum Orneklemesi gerceklestirilen tohumlarin
tamami (%100) ¢cimlenmistir. 10’lu 6rnek gurubunu
olusturan tohum oOrneklerinin ¢imlenme oranlar1 bir
miktar diislis gdstermistir. 20 ve 30 tohumdan alinan
endosperm parcalart ile olusturulan tohumlarin
¢imlenme oraninda ise belirgin bir diisiis gdzlenmistir.
COMUS5 ve COMUT7 gibi genotiplere ait drnekleme
sonrasinda tiim tohumlarin ¢imlendigi goriilmiistiir

(Cizelge 5).

Calismada ornek gruplari arasinda DNA safiyeti ve

DNA safiyeti bakimindan 6rnek gruplari i¢erisinde tek
tohum Orneklerinin diger gruplara gore daha diisiik
medyan degerine sahip oldugu goriilmiistiir. Diger
gruplar arasinda ise istatistiki olarak 6nemli bir fark
olusmamistir. Cimlenme orani bakimindan 10’lu ve
tek tohum orneklerinin ¢imlenme oranlari arasinda
istatistiki olarak 6nemli bir farklilik gézlenmez iken,
20’11 ve 30’lu ornekler ile tek tohum oOrneklerinin
¢imlenme oranlari arasinda anlamli bir fark olustugu
saptanmigtir. 20°’li ve 30’lu Ornekleme yapilan
orneklerin ¢imlenme orani ortalamalari tek tohumdan
yapilan ornekleme ortalamasindan daha diisiik

, bulunmustur (Sekil 5).

tohumlarin ¢imlenme oranlari bakimindan farkliliklar

Sekil 5’te sunulmustur.

Cizelge 5. Orneklenen tohumlarin ¢imlenme oranlari (%).

Table 5. Germination rates of the sampled seeds (%).
Genotipler Tek Tohum 10’1u Ornek 20’li Ornek 30’1u Ornek
Genotypes Single Seed 10-seed sample 20-seed sample 30-seed sample
CoMU1 100 90 75 76,67
COMU2 100 70 55 56,67
COMU3 100 100 95 96,67
COMU4 100 100 85 83,33
COMUS5 100 100 100 100
COMU6 100 100 95 96,67
CcomMu7 100 100 100 100
COoMuU8 100 90 95 96,67
COMU9 100 100 100 93,33
COMU10 100 90 95 96,67
COMU11 100 80 80 86,67
B73 100 100 85 76,67
Mol7 100 100 90 86,67

127



ANADOLU 34 (Ozel Say1) 2024
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Sekil 5. Ornek gruplarina gére DNA safiyeti ve tohumlarin ¢imlenme oranlarindaki degisimler.
Figure 5. Changes in DNA purity and germination rates of the seeds by sample groups.

Gao ve ark. (2008) misir tohumlarini suda bekletilerek
cipleme islemi yapmis ve g¢imlenme oranlarini
hesaplamustir. Her birinde 75 tohum bulunan 5 F;
popiilasyonun ¢imlenme oranlart %84 ile %96
arasinda seyretmistir. Mills ve ark. (2020) ise ¢ipleme
islemini tohumlar1 suda bekletmeden gerceklestirmis
ve her birinde 30 tohum bulunan 3 popiilasyonda %90
ile %100 aras1 c¢imlenme basaris1 gozlemistir. iki
calismada da genotip etkisi ile ¢imlenme basarisi

arasinda baglanti incelenmemistir. Bizim
calismamizda Ornekleme yapilan tohumlarda tek
tohumlarin  tamaminda ¢imlenme go6zlenirken,

genotiplere gore ¢imlenme oranlarinin degiskenlik
gosterdigi  belirlenmistir. Bu nedenle canlilik ve
¢imlenme durumunun dogrudan 6rnekleme sayisi ile
ilgili oldugunu sdylemek giictiir. Zira, COMUS ve
COMUY kodlu genotiplerde kullanilan tiim ornekler
cimlenirken diger tiim genotiplerde ¢imlenme
oraninin  Ornekleme sayisina gore degiskenlik
gosterdigi  saptanmistir (Cizelge 5). Bu durum
kullanilan genotiplerin tohum iriliklerindeki ve
embriyo blytkliklerindeki farkliliklarla
iliskilendirilebilir. Zira bu calismada kullanilan
genotiplerin biiyiik kismi yerel misir
popiilasyonlarindan olusmaktadir. Bu materyaller
hibrit cesitlerle veya saf hatlarla kiyaslandiginda
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tohum iriliklerinde daha yiikksek varyasyona
sahiptirler. Dolayistyla cipleme i¢in kullanilan ve
tesadiifi olarak segilen tohum Orneginin biiylkligi,
embriyo iriligi ve endosperm sertliginde de 6nemli
varyasyonlar olabilmektedir. Diger taraftan cipleme
isleminde tohumun kesilmesi el ile yapildigindan, tiim
orneklemelerde homojen bir kesim isleminin
yapilmasi miimkiin degildir. Meru ve ark. (2013)
kavunda  yirittikleri  ¢aligmalarinda  tohumun
%30’unu kestiklerinde ¢imlenme oraninin %95
oldugunu, tohumun 9%50’sini keserek c¢ipleme
yaptiklarinda ¢imlenme oraninin %43’e distiigiinii
bildirmiglerdir. Bizim ¢aligmamizda tek tohum
orneklerinde tohumun ta¢ kisminin her iki tarafindan
kesit alinmasina ragmen ¢imlenme kaybinin olmadigi
goriilmiigtiir. Bu durum ¢alismada tesadiifi drnekleme
yapilmasima ve tohumun ta¢ kisminin iki tarafindan
yapilan kesim isleminde daha hassas davranilmisg
olmasma baglanabilir. Tek tohum Orneklerinin
agirliklari ile 10,’1u 20°1i ve 30’Iu alt 6rnek gruplarinin
agirliklann kiyaslandiginda (Cizelge 2), tek tohum
Orneklerinin oransal olarak beklenenden daha diisiik
agirliga sahip oldugu soylenebilir. Cimlenme ve
canlilk  kaybi kesilen tohumun endosperm
buyiikliigiinden daha ziyade kesme isleminde
embriyonun zarar gormesi ile iliskilendirilebilir. Zira
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tohumun embriyosu zarar gérmedik¢e tohum
¢imlenebilmektedir. Tek tohum orneklemesi yapilan
tohumlarda da tiim orneklerin ¢imlenmis olmasi bu
duruma baglanabilir ve kesme islemi esnasinda bu
orneklerde ~ embriyosunun  zarar  gormedigi
anlasilmaktadir. Diger taraftan her genotipe ait 30
Oornekten yalmizca bir tohumun tek tohum
orneklemesinde kullanilmis olmasi da elde edilen
sonuca etki etmis olabilir. Nitekim tohum pargalarinin
alindig1 tohumlar ayni tohumlar olmasina ragmen alt
gruplarin  olusturuldugu tohum arttikca nispeten
¢imlenme oraninin diistiigli gérilmiistiir.

SONUC VE ONERILER

Calisma sonuglaria gére DNA miktar ve kalitesinin
tohumdan yapilan endosperm ¢ipleme isleminde
ornek sayisina gore degisken sonuglar verdigi
goriilmiistiir. Ornekleme sayisinin artmasiyla 6rnek
agirhigl artis gosterse de bazi genotiplerde DNA
miktar1 ve yogunlugunun 6rnek miktarinin artisi ile
dogrusal bir artis gostermedigi saptanmistir. Bu
durumun s6z konusu genotiplerin tane ve endosperm
yapisindan kaynaklandigi degerlendirilmigtir. Sert
endosperm karakterine sahip ve kiiciik tohumlu
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