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OZET

SECILMIS MISIR HAT VE CESITLERININ GENETIK
KARAKTERIZASYONU VE BiYOETANOL URETIM VERIMLILiKLERININ
BELIiRLENMESI

Bu c¢alismada, 20 farkli misir bitkisinin hat ve ¢esitleri arasinda bazi morfolojik
karakterleri karsilastirilmig ve biyoetanol {iretim konsantrasyonlart hesaplanmigtir. SSR
primerleri kullanilarak c¢esit ve saf hatlarin genetik varyasyonlar1 belirlenmistir. Hasat
sonrast misir bitkilerinin biyomas, kogansiz agirliklari, yaprak ve sap agirliklari ile bitki
boyu Olclimleri tarla denemesi sonucunda belirlenmistir. Hasat1 yapilan bitkiler sap ve
yaprak oranlarina gore tartilarak Ogitiilmiis, 6n islem, fermantasyon ve enzimatik
hidroliz ile etanol iiretimi yapilarak Gaz Kromatografi-Kiitle Spektrometre (GS-MS)
cihaz1 ile verim analizi gergeklestirilmistir. Bitkilerin morfolojik verileri ve etanol
verimlilikleri arasinda korelason analizi yapilmistir. Etanol verimliliginin bitki boyu ve
yaprak agirligi arasinda pozitif korelasyon bulunmus ve istatistiksel agidan 6nemli
oldugu (P<0,05) belirlenmistir. DNA Ornekleri ilk yaprak ¢ikisiyla alinarak
lignoseliilozik etanol verimini etkileyen hiicre duvari bilesenlerinden glikoz, ksiloz,
arabinoz, galaktoz, mannoz yapilarina ait gen bolgesi SSR primerleri ile PZR analizleri
yapilmistir. PZR analizleri sonucunda c¢esit ve hatlar arasi genetik ve morfolojik
benzerlik belirlenmistir. Populasyonlar arasi %10, populasyon i¢i %90 varyasyon
gozlemlenmis ve istatistiksel olarak Onemli oldugu saptanmistir. Kermess misir
cesitinin diger cesitler ile kiyaslandiginda lignoseliilozik etanol iiretimi bakimindan
istatistiksel olarak daha fazla tiretim elde edildigi bu ¢alismanin sonucunda bulunmustur
ve Kermess cesitinin bu amagla iiretiminin yayginlagtiritlmasi biyoetanol {retimi

acisindan faydali olacagi diisiiniilmektedir.

2014, sayfa 49

Anahtar Kelimeler: Biyoetanol, misir atiklar1, genetik ¢esitlilik, SSR



ABSTRACT

In this study, the morphological charecters of 20 different corn species and types
were compared and their use in bioethanol production were investigated. After
harvesting, biomass, weight without corncob, leave and stem and height of plants were
recorded in the field experiment. The leaves and stem of harvested corn plants were
ground and ethanol production was carried out from these ground materials through
fermentation and enzymatic hydrolysis which was followed by using Gas
chromatogaphy-mass spectrometre. The correlation analysis was performed between
the morphological data and ethanol productivity of plants. As a result, a positive
correlation between ethanol productivity and plant height and leaf weight were found
(P<0,05). The cell wall components (glucose, xylose, arabinose, galactose, mannose)
related SSR primers were used to by differentiate genotypes. Polymerase chain reaction
(PCR) analyzes and within determined genetic and morphological similarty among
varieties and lines. The variation was observed 10 % among populations, but the
variation was 90% within population, which was found to be statistically significant
(P<0,05). Among the 20 corn genotyps Kermess yielded the highest ethanol production;

and therefore, could be recommended as the raw material for bioethanol production.

2014, pages 49

Key words: Bioethanol, corn stover, genetic diversity, SSR
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

SIMGELER
< ‘Kiigtiktiir
°C :Santigrat derece
ul :Mikrolitre
cm :Santimetre
da :Dekar
DI water :Deiyonize saf su
EtOH :Etil alkol
g :Gram
h :Saat
H.0, :Hidrojen peroksit
H,SO, :Siilfirik asit
K,OK :Potasyum oksit
kg :Kilogram
L ‘Litre

:Molar
ml :Mililitre
mm :Milimetre
N :Azot
NaAc :Sodyum asetat
NaBH,4 :Sodyum borhidrat
NaOH :Sodyum hidroksit
ng :Nanogram
P,05 :Fosfor pentoksit
uv :Ultra viyole
\Y/ ‘Volt
viv :Hacim/hacim
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KISALTMALAR

AMOVA
DNA
dNTP
GC-MS
NTSYS
PZR
SAS
SSR

TE
UPGMA

: Molekiiler varyans analizi (Analysis of moleculer variance)

: Deoksribo niikleik asit

: Deoksi-niikleotit trifosfat

: Gaz kromotogrofisi - kiitle spektrometresi

: Numerical Taxonomy Multivariate Analysis System
: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

: Statistical Analysis Software - Istatistik Analiz Yazilim

: Basit Dizi Tekrar1 (Simple Sequense Repeats)
: Tris-EDTA tamponu

: Unweighted Pair-Group Method With Arithmetical Averages



1.GIRIS

Son yillarda ¢ogalan niifus, gelisen teknoloji ve iilkelerin sanayilesmesiyle
harcanan enerji miktar1 artmaktadir. Enerji talebinin en biiyiik kismi petrolden
saglanmasina ragmen ileriki yillarda fosil yakit kaynaklarinin tiikenebilecegi ve artan
talebe karsilik veremeyecegi diisiiniilmektedir. Buna ilaveten komiir, dogalgaz, petrol
gibi yakit kaynaklarinin kullanimi atmosferdeki sera gazi oranlarini arttirarak kiiresel
isinmay1 hizlandirmaktadir (Meral ve Kanberoglu 2012). Petrol kaynaklarinin
yerylizline esit olmayan dagilimiyla birlikte bulundugu cografi bolgeye ait bir gii¢
haline gelisi ve en onemlisi bu kaynaklarin tiikenecegi gercegi bilim diinyasini yeni
arayislara yonlendirmistir. Cevre bilincindeki artis ve teknolojideki gelismeler
insanlara, enerji tretimindeki fosil yakitlara olan bagimliligin yikilmasi gerektigini
Ogretmistir. Enerjiyle ilgili yasanilan sorunlarin belli cografyalarin kontroliinde
olmadan, temiz c¢evre anlayisina uygun olarak siirekli yenilenebilir olmasiyla
coziilebilecegi fikri yayginlasmistir. Bu diisiincelerle yola ¢ikilarak bilim diinyas: giines,
riizgar, jeotermal ve biyokiitle gibi alternatif kaynaklara yonelmistir (Oner ve Kirdar,
2011). Tirkiye ise kendi kaynaklarini kullanma konusunda yetersiz kalmakla beraber
gerekli enerji ihtiyacinin %70’ini ithal etmektedir. Oysaki siirdiiriilebilir enerji igin
gerekli kaynaklar agisindan zengin olan tilkemizin jeopolitik konumu, tarimsal altyapisi
ve donanimi agisindan degerlendirildiginde biyokiitle enerjisinin en uygun alternatif

kaynak oldugu tespit edilmistir (Oner ve Kirdar, 2011).

Biyokiitle; enerjisini giinesten alan bitki kokenli yakit kaynagi olmasi agisindan
devamlilig1 saglayan ve tarimsal alanlarda yoreye uygun bitki se¢imi ile birgok secenek
sunabilen alternatif bir enerji kaynagidir. Kirsal bolgeler igin sosyo-ekonomik
kalkinmay1 desteklemesi alternatif yakit kaynaklar1 arasindan siyrilmasini saglamistir
(TUGIAD, 2004). Temelinde karbonhidrat bulunduran bitkisel ve hayvansal kokenli
canli organizmalar biyokiitle, biyokiitleden liretilen enerji ise biyokiitle enerjisi olarak

adlandirtlir (Karaosmanoglu, 2002).

Biyokiitleden biyohidrojen, biyodizel, biyometanol, biyogaz gibi birgok yakit elde
edilmesine ragmen en yaygmn kullanima sahip olani biyoetanoldiir (Oner ve Kirdar,
2011). Bitkilerin giines 1smnlarin1 kimyasal enerjiye cevirerek olusturduklart depo

driinlerinden elde edilen biyoetanol, seffaf, yanici 6zelligi olan, oksijenlenmis bir



hidrokarbondur. Tipta, kozmetik sektoriinde, ilag sanayisinde, temizlik malzemelerinde,
organik kimyasal iiretiminde ve tagimacilikta ¢ok yaygin bir kullanima sahiptir (Kaplan
ve ark., 2009).

Biyoetanol iiretimi i¢in kullanilan biyokiitle kaynaklar1 farklilik gostermekle
beraber verimine ve tarimsal potansiyeline gore segenek sunabilecek ozellige sahip
olmas1 iilkelerin yenilenebilir enerji stratejileri agisindan 6nemli hale gelmistir.
Biyokiitle sukroz, nisasta ve lignoseliilozik hammaddeler olmak iizere 3 ana grupta
toplanir (Adigiizel, 2011). Biyoyakitlar arasinda kullanim oran1 %90 olan biyoetanol,
musir, seker kamisi, seker pancari, patates, sorgum gibi her tiirlii bitki atigindan elde
edilebilir. Seliiloz igerikli tarim atiklarinin biyoetanole donistiiriilme basamaklari ise
gelistirilme siirecindedir (Balat ve ark., 2009). Arastirmalara gore, en ekonomik
biyoetanoliin seker kamisi, misir ve bugdaydan elde edildigi belirtilmektedir (Kavruk ve
Atalay, 2007). Diinyada 184.192.053 hektar ekim alanina sahip musir bitkisi tahil
iiretiminde ikinci sirada gelmektedir (FAO, 2013). Ulkemizde ise 6.599 hekar ekim
alan1 ve 5.900 milyon ton iiretim ve 894 kg/dekar verim kapasitesiyle ti¢iincii sirada yer
alir (TUIK, 2013).

Lignoseliiloz igeriginde seliiloz, lignin ve hemiseliiloz bulunduran kompleks bir
yapidir. Seliiloz ve hemiseliillozun, hidrojen ve kovalent baglar ile lignine baglanmasi
lignoseliilozik yapilari meydana getirir. Biyokiitlenin yapisinda degisik oranlarda
hemiseliiloz (%20-%40), seliiloz (%40-%60) ve lignin (%10-%25) bulunabilmektedir
(Yang ve ark., 2007).



Seliloz
%40-60

(O\ Bitki Huicre Duvari

Hemiseltiloz
%20-40

Lignin
%10-25

Sekil 1.1. Bitki hiicre duvar1 bilesenleri (Adigiizel, 2011)

Diinyada yilda 442 milyar litre etanol tarimsal atiklardan olusan lignoseliilozik
hammaddeden elde edilmektedir. Misir atiklarininda yer aldigi bu hammadde
grubundaki seliiloz ve hemiseliilozdan etanol eldesi i¢in en 6nemli asama 6 ya da 5
karbonlu monomerik sekerlere doniistiriilmesidir ve bu islem nigastali hammaddeye

gore daha karmagiktir (Adigiizel, 2013).

Hiicre duvari bilesenleri etanol iiretimini etkileyen bir faktordiir. Seliiloz hiicre
duvarinin temelini olugturmakla birlikte hiicreye direng saglamaktadir. Yiizlerce glikoz
alt birimlerinin birlesmesiyle seliiloz zincirleri olusur (Granstorm ve ark., 2001).
Bitkinin seliilloz oran1 bitki tiirleri ve gesitleri arasinda farklilik gostermektedir (Copiir
ve ark., 2011). Hemiseliilozlar pentoz, heksoz ve iironik asit birimlerinden olusmakla
beraber pentoz, ksiloz ve arabinoz, heksoz ise mannoz, glikoz ve galaktoz alt
birimlerine sahip karmagsik bir yapt gosterir (Saulnier ve Thibault, 1999).
Hemuiseliilozlarin biyolojik yikimlar: etanol tiretim verimini etkiledigi i¢in degredasyona
yardimc1 enzimlerle ilgili g¢alismalar hala devam etmektedir. Lignin ise hiicre
duvarindaki diger yapilarla birleserek genel ¢eperin ag orgiisiinii tamamlar bu nedenle
baglarin bireysellestirilerek etanol tiretiminde kullanimlarini zorlastirmaktadir (Copiir

ve ark., 2011).



Lignoseliilozik biyokiitlenin etanole doniistliriilmesi 6n islem, hidroliz ve
fermantasyon asamalarindan olusur. On islemde seliilozik materyalin yapisi enzimin
kullanabilecegi hale getirilir ve bdylece diger asamalara ortam hazirlanmis olur. On
muamele fiziksel veya kimyasal olabilir, verimi arttirmak igin ikisinin birlikte
kullanimida yaygindir (Adigiizel, 2011). Fiziksel islemde bitki materyali mekanik
olarak pargalanirken kimyasal islemde ise asitle muamele edilerek ligninin hiicre duvari
icinde ordigi ag yikilir. Hidroliz asamasi fermantasyon igin gerekli seker olusumunu
saglayan bolimdir (Balat ve ark., 2008). Son olarak fermantasyon asamasinda ise
sekerlerin etanol doniisiimii saglanir. Hidroliz agamasinda yaygin bir yontem olan
enzimatik hidroliz, fermantasyon asamasi ile es zamanl gergeklestirilebilir. Boylece
hiicre duvar1 yapisinin alt birimlere ayrismasini saglayan enzimatik hidrolizle ¢ikan

iriinlerin ayn1 zamanda mikroorganizmalar tarafindan etanole doniistiiriilmesi saglanir.

Misir bitkisi gida iriinii, hayvan yemi olarak kullanimi1 ve atiklarindan etanol
tiretimi gibi her kisminin degerlendirilebildigi bir tarim bitkisi olmasi agisindan dnem
tasimaktadir. Bu nedenle bitkinin genetik karakterizasyonunu belirlemek kullanim

alanlarini iyilestirmeye yonelik arastirilmasi gereken bir konudur.

Bitki DNA’sindaki farkliliklar1 arastirmak i¢in ¢esitli yontemler kullanilarak
yapilan polimorfizm analizleri, iyilestirme ¢alismalarina temel olabilecek 6nemli bir gii¢
kaynagidir (Powell ve ark., 1996). Polimorfizm analizleri i¢in kullanilan molekiiler
isaretleyiciler; ¢evre kosullarindan etkilenmedikleri i¢in kalitim belirlemede giivenilir
olan DNA degiskenidir (Jones ve ark., 1997). Molekiiler markorler genetik haritalama,
tarimsal alanda 6nemli spesifik gen belirleme, ¢esitlilik saptama ve markor destekli
seleksiyon caligsmalarini kolaylastiran bir yontemdir (Joshi ve ark., 2000). Basit dizi
tekrar1 olarak bilinen SSR (Simple Sequence Repeats) isaretleyicilerin kullanimi DNA
dizisinde tekrar edilen en kiigiik birimlerin primer dizayni ile Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR) sayesinde gogaltilmasi sistemine dayanir (Filiz ve Kog, 2011). PZR
ile cogaltilan DNA iriinlerinin ise jel elektroforezi yardimiyla goriintiilenmesi
polimorfizmin varligint ortaya ¢ikarmamizi saglar. SSR markorler tekrarlanabilir,
uygulanmasi kolay, kodominant ve kararli olmasi agisindan genetik karakterizasyon
belirleme ¢alismalarinda yaygin olarak tercih edilmektedir (Powell ve ark., 1996). Misir

bitkisinde ise verim ve hiicre duvar1 bilesenleri tek bir gen ile degil kantitatif 6zellik



lokusu (QTL) olarak adlandirilan bir ¢ok genin bulundugu bolgeler tarafindan kontrol
edilmektedir (Comertpay, 2008).

Diinyadaki enerji a¢igimin 6z kaynaklara ydnelimi ve tarimsal biyoetanol
kaynaklar1 agisindan zengin olan iilkemizde her hasat doneminde milyon tondan fazla
misir atiginin  degerlendirilmesi gerekliligi bu ¢alisma konusunun belirlenmesinde
onemli bir etkendir. Tiirkiye’de tarimsal atiklarin biyoetanol verimliligine gen kaynakli
olarak bakilan bir calisma yapilmamistir. Biyoetanol iiretiminde hiicre duvari
bilesenlerinin yikimi etanol verimine yansimaktadir. Bilesenleri etkileyen gen
bolgelerinin varlig1 ise iiretim silirecini iyilestirmek adina 6nemli olan fakat sayili
¢alismanin bulundugu bir alandir. Bu ¢alismanin amaci misir gesit ve hatlarinda hiicre
duvar1 bilesenlerini etkileyen gen bdlgeleri markoérlerini kullanarak, ortaya c¢ikan
genetik polimorfizmi belirlemektir. Ortaya ¢ikan genetik farkliliklar1 ise hasat sonrasi
atiklardan tretilen etanol verimlilikleriyle karsilastirarak verimli, verimsiz hat ve
cesitlerin gen kaynaklarini tespit etmektir. Bu calismada yoreye uygun biyoetanol
verimi yiliksek misir ¢esitlerinin belirlenmesi ile misir 1slah galismalarina ve molekiiler

calismalara temel olusturulabilecegi diisiiniilmektedir.



2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Mhsir bitkisinin morfolojik 6zellikleri

Giirel (2007), Kastamonu ilinde yetistirilebilecek uygun silajlik misirlar
belirlemek amaciyla yaptigi calismada RX-9292, Tex, Cadiz, Premier, RX-893, LG-60,
C-955, Bolson, Diamond Seeds, Goldeclat, Korduna, TTM-815, Trebbia, Tektor,
Karadeniz Yildizi, Isidora ve PegaSo cesitlerini kullanmistir. Cesitlerin tepe piiskiilii
cikarma siiresini 64 - 73 giin, kogan piiskiilii ¢ikarma siiresini 67 - 78 giin olarak
bulmustur. Bitki boylarin1 227,8 - 273,9 c¢m, bitki basina yaprak sayilarmi 12,5 - 15,3
adet, bitki basma kogan sayilarint 1,0 - 1,8 adet, ilk kogan yiiksekliklerini ise 94,2 -
138,9 cm olarak gozlemlemistir. Misir ¢esitlerinin sap oranlarimi %22,2 - 43,3, kogan
oranlarmi %42,9 - 63,2, yaprak oranlarin1 %12,1 - 16,7, yesil ot verimlerini 6618 - 9525
kg/da, kuru madde oranlarint %30,8 - 37,9 ve kuru madde verimlerini 2211 - 3459
kg/da araliginda degisim gosterdigini bildirmistir. Arastirmasinda yaprak orani, yesil ot
verimi ve kuru madde orani hari¢ incelenen diger 6zelliklerin gesitler arasinda 6nemli
farklar oldugunu belirlemistir. Yaptigi ¢alismanin sonucunda, yesil ve kuru madde
verimi yiiksek olan Trebbia, Tex ve Cadiz c¢esitlerinin bolgede silaj amaciyla

yetistirilebilecegini bildirmistir.

Tas (2010), Harran ovasi-Sanlurfa kosullarinda ikinci {irtin silajlik misir olan
Samada-07 cesidi kullanarak 10 farkli hasat zamam ve 5 farkli sira iizeri mesafe
uygulamasiyla en yiiksek verim kosullarini arastirmistir. Hasat zamanlar1 ¢ikis sonrasi
30-40-50-60-70-80-90-100-110 ve 120. giin ve sira lizeri mesafesi 10-14-18-22-26 cm
olarak deneme kurulmustur. Bitki yogunlugu arttik¢a silaj verimi, kuru ot verimi, ilk
kocan yiiksekligi, bitki boyu ve yaprak sayisinin arttigi, sap kalinligi, yaprak alani, kok
kuru madde agirligi, kogan boyu, kogan kalinligi, kogan sayisi, koganda tane agirhgi,
bin tane agirhigi, sémek oraninin azaldigi gozlemlenmistir. En uygun dane veriminin 18
cm sira lizeri mesafede 1099 kg/da oldugu belirtilmistir. Hasat zamani arttik¢a sap
kalinhigi, yaprak alan: ve kogan sayiSinin arttig1 bir noktadan sonra sabit kaldig1 tespit
edilmistir. Silajlik musir tiretiminde silaj ve kuru ot verimi i¢in en yliksek degerin 10 cm
sira lizeri mesafede, 90. giin hasat zamaninda 14.000 bitki/da sayis: ile 7244 kg/da ve
3254 kg/da oldugu hesaplanmistir. Arastirma sonuglarina gére tane verimi ve tohum

tasarrufu agisindan en uygun sira itizeri mesafenin 18 cm oldugu belirtilmistir.



Ozata ve ark., (2013), baz1 aday atdisi hibrit misirlarin ana iiriin sartlarinda
performanslarinin belirlenmesi amaciyla yaptiklar1 c¢alismada Karadeniz Tarimsal
Aragtirma Enstitiisii tarafindan gelistirilen 9 tek melez ve 2 standart (Bora ve Ada 523)
cesit kullanilarak 2009 ve 2010 yillarinda ekim yapilmistir. Tepe piiskiilii ¢ikis siiresi,
bitki boyu, ilk kocan yiiksekligi, tane nemi, tane/kocan orani ve tane verimi gibi
morfolojik oOzellikler incelenmistir. Yapilan varyans analizi sonucunda incelenen
Ozellikler agisindan genotipler arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli (P<0,01)
oldugunu bildirmislerdir. Calismada kullanilan misirlar arasindan TTM. 2007-134,
TTM. 2007-145 ve TTM. 2007-106 melezlerinin, standart gesitlerden yiliksek tane
verimine sahip oldugu tespit edilmistir. Bu melezlerin Ulkesel Misir Islah1 Programi
cercevesinde degerlendirilebilecegini ve bolge verim denemelerinde kullanilabilecegini

ongdrmiislerdir.

2.2. Seliilozik etanol iiretimi

Mangat ve ark. (2010), iki yerel hibrit misir olan PMH-1 ve PMH-2 ¢esitlerinin
Novozyme® ticari enzimi ile etanol iiretimini karsilastirmistir. Misir 6rnekleri 65°C
kurutulduktan sonra degirmende 6giitme yapilmis ve 2,0 mm’lik elekten gegirilmistir.
Orneklerin PMH-1 igin kuru agirhik %69, ham protein %11, ham yag %5 ve nem %12
ve PMH-2 i¢in kuru agirlik %70, ham protein %9, ham yag %?5,5, nem igerigi ise %11,8
olarak hesaplanmistir. PMH-1 ve PMH-2 misir c¢esitlerinin igerisine 750
Amyloglucosidase biriminde (AGU/g) 3 AGU/g, 5 AGU/g, 7TAGU/g ve 9AGU/g
oranlarinda glucoamylace (Spirizym) ve 240 kilo novo biriminde a-amilaz (Liquozyme)
iceren Novozyme® ticari enzimi eklenerek 30, 60, 90 ve 120 dk inkiibasyona
birakilmistir. Fermantasyon asamasinda ise Saccharomyces cerevisiae ortama
birakilarak 30°C’ de pH: 5,0’de 60 saat beklenmistir. Enzimin maksimum fermantasyon
sonuglar1 PMH-1 i¢in 3 AGU/g ve 7 AGU/g degerlerinde, PMH-2 i¢in ise 5 AGU/g
degerinde gozlemlenmistir. PMH-1 ve PMH-2 i¢in sirayla fermantasyon etkinligi %88,5
- 91,7 etanol verimi ise 0,46 - 0,52 g/g olarak bulunmustur. Her iki ¢esit misirda da
etanol iiretimi agisindan istatiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir. Bu sonug
enzimin ticari biyoyakit tiretimi ig¢in olumlu potansiyeli oldugunu ortaya ¢ikarmistir.
Boylece yapilan calisma tarimsal tabanli biyoyakitlari ¢esitlendirmenin uygun olacagi,

bolgelere ait misir gesitlerinde de ayni1 enzimin kullanilabilecegi sonucunu 6ngormiistiir.



Copiir ve ark. (2012), yaptiklart ¢calismada misir, findik zurufu ve ekin saplari
kullanarak farkli seliilozik materyallerden etanol iiretim olanaklarim arastirmislardir. On
islem asamasinda H,SO4, NaOH, H,O, ve NaBH,; kimyasallar1 kullanmislar. Ekin
sapinda en yiiksek etanol oranini 6n islem sirasinda %4 NaBH, kullanarak 60 dakika
muamele sonrasinda 115 g/kg olarak bulmuslar. Misir sapinda en yiiksek verimi %4
NaBH, ile 90 dakika muamele sonrasinda 97,4 g/kg olarak tespit etmisler. Son olarak
findik zurufunda ise en yiiksek verimi %2 NaOH ve 90 dakika 6n islem uygulamasi ile
en yiiksek verimi 52,6 g/kg olarak tespit etmisler. Kullanilan materyaller arasindan en
uygun olanini ekin sap1 ve 6n muamele i¢in kullanilan kimyasallarin ise NaOH ve

NaBH, iin digerlerinden daha etkin oldugunu belirlemislerdir.

Salve ve ark. (2012), misir kogani substrat konsantrasyonunun etanol iiretimine
etkisini aragtirmigtir. PMH-19, Surya ve tath musir ¢esitlerini pargacik boyutu 0,5, 1,0
ve 1,5 mm olacak sekilde 6gilitme islemi yapilip elekten gegirildikten sonra 100 g’da 2,5
N siilfirik asit eklenerek 4 saat 90 - 95°C kaynatilmis sonrasinda 5000 rpm’de santrifiij
edilmistir. Santrifiijden ¢ikan 6rneklerin siipernatanti alinmis asit nétralizasyonu ig¢in 2N
sodyum hidroksit eklenerek pH:6 olarak ayarlanmis ve fermantasyon agamasina
gecilmistir. Ornekler 6n islem igin 1:6 (V/V) oraninda 0,5 N NaOH ile muamele
edilerek 60 - 90 dakika atmosferik kosullarda oda sicakliginda bekletilmis sonrasinda
ise firinda 50 - 52°C de kurutularak alkali kalintilarindan arindirilmistir. Hidroliz i¢in
pH: 5 olarak ayarlanan citrat buffer ve aktivite degeri 20 FPU olan seliilaz enzimi
eklenerek 52°C’de calkalayici su banyosu igerisinde 6-48 saat boyunca bekletilmistir.
Son agama olarak fermantasyonda Saccharomyces cerevisiae eklenerek 78 saat boyunca
serbest sekerlerin etanole donlisimii saglanmistir. Partikiil boyutu 0,5 mm, 60 saat
hidroliz ve 78 saat fermantasyon siirelerinde aktivitesi 20 FPU olan seliilaz enzimi ile
yiiksek etanol tiretimi saglanmistir. Protein icerigi en yiiksek olanin Surya, seliiloz ve
hemiseliiloz oraninin ise en yiiksek tatli misirda oldugu bulunmustur. Parcacik boyutu
diisiik oldugunda etanol veriminin en yiiksek oldugu aralarinda ters oranti oldugu
saptanmistir. Bu ¢alismada Saccharomyces cerevisiae ile misir koganlarindan alternatif

enerji kaynagi olarak etanol elde edilebilecegi ongoriilmiistiir.



Bondesson ve ark. (2013), siilfirik asit muamelesi yapilan ve yapilmayan misir
atiklarinda buhar 6n islemiyle etanol ve biyogaz iiretimini arastirmigtir. Enzimatik
hidroliz i¢in atiklardaki selilloz ve hemiselilozun monomerik sekerlere
dontstiirilmesini  hizlandirmak amaciyla o6n islem uygulamasinin avantajlar
karsilastirilmistir. Enzimatik hidroliz 6ncesi 190°C, 200°C ve 210°C’ de 5’er ve 10’ar
dakika siireyle %2’ lik, %5’ lik stilfirik asit 6n islemine tabi tutulan ve siilfirik asit
uygulamasi olmayan misir atiklarindan etanol iiretimi yapilmistir. En iyi verim siilfirik
asit uygulanan gruptan elde edilmis ve bu grup igerisinden optimum kosullar ise 10
dakika boyunca 200°C’de siilfirik asit uygulanan misirlar oldugu tespit edilmistir.

Nazari Chamaki (2013), portakal atiginin seliilozik kismindan etanol {retimi
calismis, glikoz ve etanol verimi iizerine etkilerini farkli acilardan tanimlamistir. Atigin
seliilozik bilesenlerini ayristirmak i¢in 6n islem uygulamasi yaparak en yiiksek verimi
%10 (g/hacim) substrat konsantrasyonu, %1 (hacim/hacim) seliiloz konsantrasyonu ve
24 saatlik enzimatik hidroliz kosullarinda %91 glikoz verimi olarak bulmustur. Ikinci
uygulamasinda pektin ve c¢oziinebilen sekerleri 6n islem uygulamadan
gerceklestirmistir. En yiiksek glikoz verimini %20 (g/hacim) substrat konsantrasyonu,
%1 (hacim/hacim) seliiloz konsantrasyonu, %4 pektinaz konsantrasyonu ve 24 saatlik
enzimatik hidroliz ile %88 olarak hesaplamistir. Son asamada ise pektin ve diger
coziinebilen bilesenleri ayirmak i¢in basit 6n islem uygulamasi yaparak glikoz verimini
%91 olarak bulmustur. Calismasinda sekerlerin fermantasyonu i¢in maya olarak
Saccaharomyces cerevisiae NRRL Y-132 kullanmistir. Uygulanan ii¢ islem sonrasinda
etanol verimleri sirasiyla 0,72, 2,7 ve 0,78 (g etanol/100 ml fermantasyon ortami) olarak
tespit etmistir. Baslangig glikoz konsantrasyonlar1 12, 55 ve 16 g¢/L olarak
baslandigindan 7, 27 ve 8 (g etanol/L fermantasyon ortami) degerleri elde edildigi
bulunmustur. Sonug olarak baslangi¢ glikoz konsantrasyonunun arttirilmasiyla etanol

konsantrasyonunun artirilabilecegi ongoriilmiistiir.
2.3. Misir bitkisinde SSR markor teknigi

Waburton ve ark., (2002), Uluslararas1 Misir ve Bugday Gelistirme Merkezi’inde
bulunan 6rneklerden sectikleri 7 populasyon ve 57 saf hat misir {izerinde SSR (basit dizi
tekrari) markor  teknig@i  kullanarak genetik  karakterizasyon yapmislardir.
Calismalarinda kullandiklar1 85 SSR markorden saf misir hatlarda ortalama 4,9 ve

toplam 416 band, populasyonlarda ise ortalama 6,3 ve toplam 531 band olustugunu



tespit etmislerdir. Kiimeleme analizi sonucunda kullandiklar1 populasyonlarin 3 ana
gruba ayrildigini, populasyon i¢i genetik varyasyonun populasyonlar arasindaki genetik
varyasyondan daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir. Calismada kullandiklar1 85 SSR
markorii misir bitkisinin genetik haritalamasinda kullanimi agisindan tekrarlanabilirlik,
allel tarama, otomasyon kolaylig1 acgisindan test etmislerdir. 85 SSR markorden 53
tanesini bu Ozellikleri i¢in uygun oldugunu, misir genotiplerinin rutin parmak izi

caligmalarinda kullanilabilecegini rapor etmislerdir.

Comertpay (2008), yerel misir populasyonlarinin morfolojik ve molekiiler
karakterizasyonu tlizerine yaptigi caligmada 13 SSR (basit dizi tekrar1) DNA markort ile
13 morfolojik 6zellik incelemistir. Ege Tarimsal Arastirma Enstitiisiinden temin edilen
20 farkli ile ait misir populasyonunda morfolojik 6zelliklere ait varyans analizinde
kogan yliksekligi, kocan tane agirligi, bitki verimi ve kocan tane sayisinin yliksek
varyasyon sergiledigini, tane orani, tepe piiskiilii ¢ikis siiresi ve kogan kalinligini ise
diisiik varyasyon sergiledigini tespit etmistir. Genetik gesitliligi (He) ise en yiiksek 0,25
ile Usak populasyonundan, en diisitk He degeri ise 0,12 ile Bursa populasyonundan elde
etmistir. Misirlar arasindaki genetik benzerligin 0,79 ile 0,95 arasinda degistigini
bulmustur. Molekiiler deneyler sonucu olusturulan dendogramdaki dagilim ile
morfolojik 6zellikleri arasinda bir baglanti bulunmamistir. Arastirma sonucunda misir
1slah  calismalarinda kullanilabilecek zengin genetik c¢esitlilige sahip oldugu

belirtilmistir.

Lorenzana ve ark., (2010), misir kocanlarinda seliilozik etanol i¢in hiicre duvari
bilesenleri ve serbest glikozun iliskisine bakmis ve kantitatif 6zellik lokus (QTL) analizi
yapmuslardir. Glikoz, ksiloz ve klason ligninin kog¢andaki kuru madde oraninin biiytlik
bir kismimi (%72) olusturdugunu ve hiicre duvari1 bilesenlerini etkileyen 152 QTL
oldugunu tespit etmislerdir. Glikozun fermante edilebilinir serbest sekerlere
doniistimiinii klason lignin (KL) orani ile baglantili olarak Klason lignin orani serbest
sekerlere doniisiimii zorlastirdigini bulmuslardir. Seliilozik etanol {iretiminde, kogcandaki
fermante edilebilir sekerlere doniistiirme veriminin kismen hiicre duvar1 yapisina bagh
oldugunu ve seliilozik etanol i¢in gelistirilecek kocan 1slah caligmalarinda molekiiler
markdr kullanirminin oldukga yararli olabilecegini ve yaptiklar1 arastirmada bulduklar

152 kantitatif 6zellik lokusunun kullanilabilecegini bildirmislerdir.
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3.MATERYAL VE YONTEM
3.1.Bitki Materyali

Bu calismada bitki materyali Mustafa Kemal Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla
Bitkileri Boliimiinden temin edilmistir. Arastirmamizda kullanilmak tizere saf hat
musirlar daha 6nce degisik populasyonlardan kendileme ile olusturulmus saf hatlardan
MKU1, MKU2, MKU3, MKU4, MKU5 ve Sakarya Tarimsal Arastirma Istasyonundan
temin edilen N192, Frm017, NS633, K150, Fr43 secilmistir. Yoreye uygun gesitlerden
ise Monsanto firmasina ait DKC 6876, DKC 6589, Pioneer firmasindan P 31A34,
Mayagro firmasindan 70 May 82, 72 May 80, Syngenta firmasindan Karma ve Kalipso,
Limagrain firmasindan Helen, Kermess ve Aveline bu calismada kullanilmak iizere
secilmistir.
3.2. EKim Yéntemi ve incelenen Morfolojik Ozelliklerin Belirlenmesi

Bitki materyali i¢in 2 Mayis 2013 tarihinde Mustafa Kemal Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Telgalis Arastirma ve Uygulama Tarlasina havali mibzerle her gesitten 4’er
sira, sira arast 70 cm ve sira lizeri 18 cm olmak iizere 2 blok ekim yapilmistir. Bitki
materyallerinin ekimi tesadiif bloklar1 deneme desenine gore iki tekerriirlii olarak
diizenlenmistir. EKim 6ncesi 15-15-15 kompoze giibre uygulanmistir. Dekara 6 kg N, 6
kg P,Os ve 6 kg K,O g/da olacak sekilde verilmistir. Bitkiler diz boyu yiikseklige

gelince 18,4 kg/da saf azot giibresi ise iire formunda verilmistir.

Sekil 3.2.1. Tarla denemesi
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3.2.1 Ko¢anh bitki agirhg:
Her parselden orta siralarda yer alan bitkilerden tesadiifen segilen 5 bitki ayr1 ayri

kuru olarak tartilmis ve ortalamasi alinarak bulunmustur.
3.2.2 Koc¢ansiz bitki agirhg:

Her parselden orta siralarda yer alan bitkilerden rastgele segilen 5 bitkinin
koganlari tek tek kopartilarak ayri ayri tartilmis ve ortalamasi alinarak hesaplanmustir.
3.2.3 Yaprak agirhg

Her parselden orta siralarda yer alan bitkilerden rastgele secilen 5 bitki yapraklari
tek tek saptan ayrilarak tartilmis ortalamasi alinarak bulunmustur.

3.2.4 Sap agirh@

Her parselden orta siralarda yer alan bitkilerden tesadiifen segilen 5 bitki kogan ve
yapraklart ayrildiktan sonra tek tek tartilarak ortalamasi alinarak hesaplanmistir.
3.2.5 Bitki boyu

Her parselden orta siralarda yer alan bitkilerden tesadiifen secilen 5 bitkiden
toprak yiizeyi ile tepe piiskiiliiniin ¢iktig1 ilk yan dalcigin ilk bogumu arasindaki mesafe
cm cinsinden Slgiiliip, elde edilen degerlerin ortalamasi alinarak bulunmustur.

3.3 Etanol Analizleri

Etanol analizleri i¢in hasat zamani bitkiler koganli, kocansiz, yaprak ve sap
agirliklan tartilip boylart 6l¢iilerek toplanmistir. Hasat1 yapilan misir ¢esit ve hatlarina
ait agirliklar ve boy 6lgiileri alinmigtir (EK 1).

Hasatta toplanan musirlar etiivde sap ve yapraklar1 ayri ayr1 105°C’de 96 saat
kurumaya birakilmistir. Kurutma sonrasi tartilan musirlarin saplar1 ve yapraklar: ayri
ayr1 Ogiitiilmiis ve agirlik oranlarina gore karigtirilarak etanol analizlerine hazirlanmigtir
(Sekil 3.3.1). Ogiitiilen musirlarin sap ve yaprak agirliklarina gore tartim sonuglar1 EK

2’de verilmistir.
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Sekil 3.3.1. A; Hasat sonrasi etiivde kurutulan misir atiklari. B; Ogﬁtﬁlmﬁs musir atiklari

On islem asamasi igin sap ve yaprak oranlarma gére karigtirtlan 6giitiilmiis musir
orneklerinin her birinden 10 g tartilarak iizerlerine %2’ lik siilfirik asit soliisyonu
eklenip 120° C’de 43 dk otoklavlanmistir. Otoklavdan g¢ikan ornekler siizme kagidi
yardimiyla vakum pompasinda saf su eklenerek siiziilmiis ve stizme kagidi iizerinde
kalan posa ayrilmistir. Boylece elde edilen musir posalari asitten arindirilmigtir. Her
misir Orneginden ayr1 ayri elde edilen posanin nem orani etiivde 105°C’de 4 saat

bekletildikten sonra 6n tartim ve son tartim yapilarak hesaplanmistir.

Sekil 3.3.2. A: On islem uygulanmis musir posasi. B: Posadan nem tayini igin etiivde

kurutulan misir ornekleri
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Sekil 3.3.3. On islem goren musir posasinin vakum pompasi ile siizme islemi

On islem yapildiktan sonrasiizme islemi yapilan posalardan nem oranlarma gére

kuru madde agirliklar1 2,5 g olacak sekilde tartim yapilmistir.

2,5=X (1-nem orani)

X=Fermantasyon i¢in tartilmas1 gerken posa agirlig

Tartim islemi yapilan misir posalarina nem orani hesaplanmistir. Enzimatik hidroliz ve
fermantasyon asamalar1 i¢in tartilmast gereken posa agirliklarn bulunmustur.
Hazirlanan orneklere yeast ekstract, pepton, 1M Sodyum sitrat buffer ve saf su
eklenerek 121°C” de 15 dk otoklavlanmistir. Otoklavdan ¢ikan 6rneklere aktiflestirmek
icin fermantasyondan Once sivi besiyerine ekimi yapilan ve 28-30°C’ de 1-2 giin
inkiibasyona birakilan maya soliisyonu ve Accellerase® 1500 enziminden koyularak
ornekler 30°C’de 150 rpm’de c¢alkalamali inkiibatérde 96 saat bekletilmistir. Maya

aktiflestirmek i¢in hazirlanan siv1 besiyeri oranlar1 Cizelge 3.3.1°de verilmistir.
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Cizelge 3.3.1 Maya aktiflestirmek icin hazirlanan sivi besiyeri oranlari

KULLANILAN KIMYASAL MIKTAR
Yeast extract 3gr

Malt extract 3gr
Dextrose 10gr
Peptone 5gr

DI water 1000ml

1

i -

* @ :::;;M?**

Sekil 3.3.4. Inkiibasyona birakilan musir posalari

Femantasyon siiresi tamamlanan ornekler ¢alkalamali inkiibatorden cikarilmis ve
steril kabinde ependorf tiiplere alinarak 10 000 rpm’ de 10 dk santrifiij cihazinda
¢oktiirme islemi gormiistiir. Santrifiijden ¢ikarilan 6rneklerden silipernatant dikkatlice
yeni ependorf tiiplere aktarilmistir. GC-MS etanol ol¢iim analizleri i¢in ependorf

tiiplerden 0,45 mikronluk siringa filtrelerinden gegirilerek viyallere koyulmustur.
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Sekil 3.3.5. A: Inkiibasyon sonrasi ependorf tiiplere alinan &rneklerin santrifiij ile

coktiirilmesi. B: Santrifiij sonrasi siipernatanti alinarak viyallere aktarilan 6rnekler

3.4.DNA Analizleri
Ekimi sonrasi ilk yaprak c¢ikisiyla birlikte toplanan geng yapraklardan CTAB
DNA ekstraksiyon protokoliine gore DNA izolasyonu yapilmistir.

1. Havana koyulan gen¢ yapraklarin iizerine 100 ml marcoptoethanol eklenerek
hazirlanan DNA Ekstraksiyon Bufferindan 2 ml koyularak ogiitme islemi
yapilmistir.

2. Ogiitiilen &rnekler ependorf tiiplere koyularak su banyosunda 65°C’de her 15
dakikada bir 3000 rpm’de vortekslenerek 1 saat 15 dakika inkiibasyona tabi
tutulmustur.

3. Su banyosundan ¢ikarilan orneklerin {izerine 600 pl kloroform: isoamylalchol
(24:1) eklenerek hafifce alt tist edilmistir.

4. 5700 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir.

5. Santrifiij sonrasi ependorf tiiplerde 3 katman olusur ve en {istteki katman pipet
yardimiyla alinarak yeni bir ependorf tiipe koyulmustur.

6. Buz icerisine alinan yeni ependorf tiiplerdeki siipernatanta 600 ml isopropanol
ilave edilerek hafifce alt ist yapilir ve DNA peletinin olusumu gozlenmistir.

7. 10 000 rpm’de 10 dakika satrifiij edilmistir.

8. Siipernatant derhal uzaklastirilir ve kagit havlu iizerinde hava kurutmasina

birakilmustir.
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9. Hava kurutmasi yapilan 6rneklere 600 pul %70’lik EtOH eklenmistir.

10. 5700 rpm’de 8 dakika santrifiij edilerek temizlenen DNA ¢okeltilmistir.

11. %70’lik EtOH ependorftan uzaklastirilmis ve tamamen uzaklastirildigindan
emin olmak i¢in temiz bir kagit havlu lizerine tiipler ters cevrilerek kurutma
yapilmis boylece DNA’nin EtOH’dan kurtulmasi saglanmistir. Sonra iizerine
200 pl TE buffer eklenmis +4°C’de 1 gece beklenmistir.

12. Buzdolabinda bekletilen tiipler ¢ikarilmis tizerlerine 300 pl fenol:kloroform
(1:1) eklenmistir.

13. 10 dakika 14 000 rpm’de santrifiij edilmistir.

14. Ust faz yeni bir ependorf tiipe almarak iizerine 300 pl izopropanol ve 50 ul
NaAc 3 M pH:5.5 eklenerek hafifce karistirilmistir.

15. 10 dakika 14 000 rpm’de tekrar santrifiij edilerek silipernatant uzaklastirilmistir.
Sonra flizerine 500 pl % 70’lik EtOH eklenerek 30 dakika -20°C’de
bekletilmistir.

16. 30 dakika sonunda cikarilan 6rnekler tekrar 14 000 rpm’de 10 dakika santrifiij
edilmis siipernatant uzaklastirilmis ve 15 dakika hava kurutmasina birakilmistir.

17. Hava kurutmasina birakilan ependorf tiiplere 100 pl ultra steril saf su eklenerek
+4°C’de 1 giin bekletilmistir.

18. Peletler saf su icerisinde tamamen eridikten sonra -20°C’ de stok DNA eldesi
olarak depolanmustir.

Izolasyonu yapilan o6rneklerin nanodrop cihazi ile DNA konsantrasyonlart
Olglilmistiir. 1,5 pl stok DNA’dan alinarak 260-280 UV araliginda konsantrasyonu
okunan DNA’ lar nanodrop spektrofotometre degerinden 10 ng konsantrasyona gore

500 pl’ ye seyreltme yapilmistir.
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Cizelge 3.4.1 Nanodrop DNA konsantrasyonlar1

Bitki ad1 Abs 260 260/280 Konsantrasyon 10 ng/ul Diliisyon

(ng/nl) degeri
DKC 6876 14,90 1,94 744,8 6,7 493,3
Kermess 15,88 2,04 794,0 6,3 493,7
DKC 6589 18,04 1,90 902,2 55 4945
Kalipso 27,16 2,04 1358 3,7 496,3
P 31A34 14,72 1,96 736,2 6,8 493,2
70 May 82 11,09 2,01 554,6 9,0 491,0
Karma 21,83 2,01 1091,8 4,6 4954
72 May 80 12,19 1,94 609,7 8,2 491,8
Helen 17,42 1,96 871,4 57 494,3
Aveline 18,57 1,99 928,7 54 494,6
MKU1 17,32 1,98 866,4 58 494,2
MKU2 23,36 2,02 1168,4 4,3 495,7
MKU3 11,20 1,94 560,1 8,9 491,1
MKU4 11,50 2,02 575,1 8,7 491,3
MKU5 26,84 1,99 1342,3 3,7 496,3
N192 28,62 2,01 1431,2 3,5 496,5
FrM 017 8,53 1,85 426,7 11,7 488,3
NS633 19,04 1,9 952,3 53 4947
K150 23,76 2,01 1188,4 4,2 495,8
Fr 43 8,99 1,89 449,7 11,1 488,9

Son Konsantrasyon=500-Diliisyon Degeri

Diliisyon Degeri=10ngx500 / Konsantrasyon

Seyreltme islemi tamamlanan DNA o6rneklerine % 0,8’lik agaroz jelde 100 dakika
90V’da yiiriitiilerek ayrica bakilmistir. Hiicre duvart bilesenlerini etkileyen gen
bdlgelerine ait primerlerin baglanma sicakliklar1 bilinmedigi i¢in gradient pzr yapilmis
ve sicaklik 62°C den 50°C’ye disiiriilmiistiir. Master mix i¢in 3 pl DNA, 2 pL dNTP,
2,5 ul PZR buffer, 1,5 ul MgCl, 1 pl Taq polimeraz enzimi ve 11 pl ultra steril saf su ile
toplam karisim 23 pl hazirlanmis ve DNA ¢ogaltma islemi yapilmigtir. PZR {irtinleri
%3’k metafor jele 3 ul loading dye eklenerek, ilk ve son kuyucuklara ise 7 ul DNA
ladder koyularak yiiklenmistir. Metafor jel 120 dk boyunca 130 V’da yiiriitiilmiis ve
goriintiileme yapilmistir. Primerlere optimizasyon amaciyla gradient pzr uygulanmustir.
Gradient PZR sonucunda primerlerin spesifik baglanma sicakliklari belirlenerek her bir

primere kendi baglanma sicakliginda normal pzr yapilmustir.

18



DNA analizleri i¢cin markor olarak SSR (Simple Sequence Repeat) primerleri

kullanilmistir. Primer bilgileri http://www.maizegdb.org/ (Misir Genom Data Bankasi)

internet sayfasindan misir genomunda hiicre duvar1 bilesenlerini etkileyen gen
bolgelerine ait 10 adet SSR primeri olarak se¢ilmistir.

Arastirmamizda kullanilan umc1027, umc2018, umc1261, umc1458, bnlg1823,
umcl976, umc1231, phi453121, umc1393, bnlg1025, bnlg1823 SSR primerlerine ait

sekans bilgileri ve etkiledikleri hiicre duvari bileseni ¢izelge 3.4.2°de verilmistir.

Cizelge 3.4.2 SSR primerlerine ait sekans bilgileri ve etkiledikleri hiicre duvari bileseni

Primer ada: Forward primer Reverse primer Etkilenen bileseni

Umc2018 TAGCCAAGCTTCT GCAGTTGGAGGAG Glikoz
CCCTAGCTTTT GAGCAGAC

Umc1027 AACTCTGTCTCCG GACCTCATCTCGG Glikoz
TCACCGTGT TGGAAATTG

Umc1261 AGAAGTGCGTATG CCTAGTGGTGGAG Ksiloz
CTACAGTGGTG TTCTAGGCAAA

Umcl1458 CCAATAAACAAAT TGCTATGCTATGT Ksiloz
CATCTCCCCCT ACAGGGACAGG

Umc1976 TGCCGAGGCTTCT CGCTATATCTATC Arabinoz
AGTAGACCAA CCGCAGCAAC

Umcl1231 CTGTAGGGCTGAG CGACAACTTAGGA Arabinoz
AAAAGAGAGGG GAACCATGGAG

Umc1393 CCTTCTTCTTATTG GCCGATGAGATCT Galaktoz
TCACCGAACG TTAACAACCTG

Bnlg1823 TGTGACTCCATAC CTCATCATGTTGT Ksiloz
CGCACAT ACATGGCG

Bnlg1025 TGGTGAAGGGGA CCGAGACGTGACT Mannoz
AGATGAAG CCTAAGC

Phi453121 ACCTTGCCTGTCC CAAGCAAGACTTT Galaktoz
TTCTTTCT TGATCAGCC
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3.5. Veri Analizleri

Ozelliklere iliskin verilerin analizi SAS (SAS Ins. Inc. Cary, NC) istatistik
programi kullanilarak yapilmistir. Varyans analizinde onemli ¢ikan etkiler Duncan
coklu karsilagtirma testi ile karsilastirtlmistir. Tarla verileri ile etanol verileri arasindaki
degisken analizi ise Pearson Korelasyon analizi ile karsilastirilmigtir. Elde edilen
molekiiler veriler Rohlf (1993) tarafindan belirtilen NTSYS (Numerical Taxonomy
Multivariate Analysis System, NTSYS-pc version 2.1, Exeter Software, Setauket, N.Y .,
USA) paket programi kullanilarak analiz edilmistir. Benzerlik indeksinden
yararlanilarak, UPGMA (Unweighted Paired Group Method With Arithmetic Average)
metodu ile dendrogram olusturulmustur. Morfolojik verilerin molekiiler verilerle
karsilagtirilmast yine ayni paket programindaki MXCOMP segenegi kullanilarak 10000
permiitasyon tizerinden yapilmistir. Saf hat ve gesitlerin olusturdugu populasyonlarin
kendi i¢inde ve birbiri aralarindaki varyasonun tespiti iginde AMOVA (Analysis of
molecular variance = molekiiler varyans analizi) Genalex software programi

kullanilarak yapilmistir (Peakall, 2005).
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1 Cesit ve Saf Hat Misirlarin Biyomas Agirhiklar:

Misir g¢esitlerinin biyomas agirliklarina iliskin varyans analiz sonuglar1 Cizelge
4.1.1°de verilmistir. Cizelge 4.1.1’de varyans analiz sonuglarinda goérildigi gibi, misir
cesitlerinin biyomas agirliklar1 arasindaki fark istatistiksel olarak énemli bulunmustur
(P<0,01). Misir ¢esitlerinin biyomas agirliklart 2275 - 1105 g/bitki arasinda oldugu
belirlenmistir. Ekimi yapilan musirlar arasinda bitki agirlik degeri en yiiksek olan ¢esit
DKC 6876, 2275 g/bitki olarak goriilmektedir. En diisiik biyomas agirlik degeri ise
Helen ¢esitinde 1150 g/bitki olarak hesaplanmistir. En yiiksek biyomas agirligi en
diisiik biyomas agirliginin yaklasik iki kat1 kadar olmustur. Farkli harf grubuna sahip
misir ¢esitleri arasinda varyans analiz sonuglarina gore istatistiksel olarak P<0,01

diizeyinde fark ve ¢esitler arasinda 6nemli varyasyon oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 4.1.1 Misir ¢esitlerinin biyomas agirliklara ait varyans analiz sonuglar1 ve

ortalama degerleri.

CESIT ORTALAMA (g/bitki)*
DKC 6876 2275 A
Aveline 1950 B
DKC 6589 1787 C
70 May 82 1495 D
Kermess 1465 ED
72 May 80 1435 E
Kalipso 1305 F
P 31A34 1300 F
Karma 1265 F
Helen 1105 G
GENEL 1538

*Farkl1 harf grubuna giren ortalamalar arasinda Duncan testine gore P<0,01 seviyesinde

onemli farklilikvardir.

Saf hat misirlarin biyomas agirliklarina iligskin varyans analiz sonuglar1 Cizelge
4.1.2°de verilmistir. Cizelge 4.1.2°de goriildiigi gibi, saf hat misirlarin biyomas agirlik
yoniinden yapilan varyans analizlerine gére en yiiksek deger Fr43 1565 g/bitki ve en

diisiik deger Frm017 690 g/bitki olarak bulunmustur. Duncan testi sonuglarina gore
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farkli harf grubuna sahip Fr43, K150, MKU3, MKU4, MKU5, MKU2, N192, Frm017
saf hat musirlarin biyomas agirliklar1 arasindaki fark istatistiksel olarak P<0,01

diizeyinde 6nemli bulunmustur.

Cizelge 4.1.2 Saf hat misirlarin biyomas agirliklara ait varyans analiz sonuglar1 ve

ortalama degerleri

SAF HAT ORTALAMA (g/bitki)*
Fra3 1565 A
K150 1525 B
MKU3 1360 C
MKU4 1236 D
MKU5 1085 E
MKU2 902 F
MKUL1 853 G
NS633 851 G
N192 775 H
Frm017 690 |
GENEL 1084

*Farkli harf grubuna giren ortalamalar arasinda Duncan testine gore P<0,01 seviyesinde

onemli farklilik vardir.

Arastirmamizda bulunan musir bitkisinin gesitlerinin biyomas agirliklart 1105 -
2275 g/bitki arasinda degisiklik gostermis, ortalama agirlik 1538 g/bitki olarak
hesaplanmusg, saf hatlarin biyomas agirliklart ise 690 - 1565 g/bitki arasindadegismekle
birlikte ortalama agirlik 1084 g/bitki olarak bulunmustur. Kii¢iikk (2011), Ankara
kosullarinda yaptig1 calismada silajlik misir gesitlerinin bitki agirliklarini 778 g ile 1230
g olarak bildirmistir ve bu degerler ¢alismamizdaki saf hat musirlarin agirliklar ile
benzerlik gostermektedir. Turan ve Yilmaz (2000) Van ili kosullarindaki koganl
agirhiklarin 893,17 - 900,74 g oldugunu bildirmistir. Sade ve ark., (2002) ise Konya ili
kosullarindaki aragtirmasinda tek bitki agirliklar1 ortalamalarini 715,25- 815,25 - 820,75
g olarak bildirmis ve elde edilen verilerin arastirmamizdaki ¢esit ve saf hat bitki
agirliklarindan daha diisiik oldugu goriilmiistiir. Yapilan ¢aligmalardaki bu farkliliklarin
ekolojik kosullar, yetistirme sartlar1 ve ekim zamanlarindan kaynaklanmasinin yani sira
musir tiirleri arasindaki gen kaynaklarinin cesitliligi nedeni ile genetik faktorlerinde

etkisi olabilecegi diistiniilmektedir. Caligmamizda kullanilan ¢esit ve hatlarin biyomas
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agirliklarinin genis ¢apta varyasyon gostermesi bu kaynaklarin dane yaninda biyoetanol

olarak degerlendirmesine imkan saglayacak niteliktedir.

4.2. Cesit ve Saf Hat Misirlarin Kogansiz Agirhiklar (Sap ve Yaprak)

Misir gesitlerinin sap ve yapraktan olusan kogansiz agirliklarina ait varyans analiz
sonuglar1 Cizelge 4.2.1°de verilmistir. Cizelge 4.2.1°de izlendigi gibi, misir bitkilerinin
kocansiz agirliklarina iliskin varyans analizlerine gore bitki basma diisen en yliksek
kogansiz agirlik degerine sahip 1205 g/bitki ile DKC 6876 ve en diisiik kogcansiz agirlik
degerine sahip olan c¢esit ise 484 g/bitki ile Kalipso olarak bulunmustur. Misir
cesitlerindeki kogansiz agirliklar 1205 - 484 g/bitki degerleri arasinda farklilik
gostermistir. Farkli harf grubuna sahip misir ¢esitleri arasinda istatistiksel olarak 6nemli

fark oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 4.2.1 Misir bitkilerinin farkli gesitleri arasinda kogansiz agirliklarina ait varyans

analiz sonuglar1 ve ortalama degerleri

CESIT ORTALAMA (g/bitki)*  KOCANSIZ AGIRLIK
ORANI %

DKC 6876 1205 A 52,96
72 May 80 1025 B 71,42
Aveline 910,5C 46,69
DKC 6589 7345D 41,09
P 31A34 690 E 53,07
70 May 82 651 F 43,54
Kermess 540,5 G 36,89
Helen 526 H 47,60
Karma 505,5 | 39,96
Kalipso 484 ) 37,08
GENEL 727,2 47,03

*Farkl1 harf grubuna giren ortalamalar arasinda Duncan testine gore P<0,01 seviyesinde

onemli farklilik vardir.

Saf hat misirlarin kogansiz agirliklarina ait varyans analiz sonuglar1 Cizelge
4.2.2°de verilmistir. Cizelge 4.2.2°de izlendigi gibi, musir bitkilerinin kogansiz
agirliklarina iliskin varyans analizlerine gore en yliksek degere sahip hat misir 808,5

g/bitki ile K150 ve en diisiik degere sahip olan hat ise 364 g/bitki ile NS633 olarak
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tespit edilmistir. Farkli harf grubuna sahip saf hat misirlar arasinda istatistiksel olarak

P<0,01 diizeyinde 6nemli farklilik oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 4.2.2 Misir bitkilerinin farkli saf hatlar1 arasinda kogansiz agirliklarina ait

varyans analiz sonuglar1 ve ortalama degerleri

SAF HAT ORTALAMA (g/bitki)* KOCANSIZ AGIRLIK
ORANI %

K150 808,5A 53,01
MKU4 774 B 62,64
MKU5 749 C 69,03
Fra3 7415D 47,38
MKU2 7015E 77,77
MKU3 700 E 51,47
MKU1 669 F 78,47
Frm017 619 G 89,71
N192 491 H 63,39
NS633 364 1 42,77
GENEL 661,7 63,56

*Farkli harf grubuna giren ortalamalar arasinda Duncan testine gore P<0,01 seviyesinde

onemli farklilik vardir.

Calismamizda elde edilen kocansiz agirliklar bitkinin yaprak ve sap agirliklarimi
kapsamaktadir. Kocansiz agirlik oranlari ise bitki kogansiz sap ve yapraklardan olusan
agirh@in bitki agirligma oramidir. Cesit musirlarin kogansiz agirhigin bitki agirligia
orant %71,42 - %36,89 arasinda degisim gostermekle birlikte oranlarin ortalamasi
%47,03 olarak bulunmustur. Kendilenmis saf hatlarda ise oran %89,71 - %42,77
arasinda gozlemlenmis ve oranlarin ortalamasit %63,56 olarak hesaplanmistir. Kii¢lik
(2011) Ankara kosullarinda silaj amaciyla yetistirilen musirlar {izerine yaptig
caligmasinda musir sap oranlar1 ortalamasinin %47,93 oldugunu bildirmistir. Silaj verimi
yiiksek olan misir ¢esitlerinin etanol veriminin de yiiksek olacagi diistiniilmektedir.

Calismamizda etanol hasat edilen bitki basina diisen alanda etanol iiretimi i¢in
kullanilan kocansiz agirlik oranina gore her ¢esit ve saf hat i¢in dekara verim
hesaplanmuistir. Sira {izeri 70 cm ve sira aras1 18 cm olan ekim alaninda kocansiz agirlik
Olclimii i¢in toplanan 5 bitki agirlik ortalamalar1 dikkate alinmistir. Bitki basina hasat
edilen alan 0,126 m? ve tek bitki agirliklar1 1000 m? alandaki bitki basina diisen agirlik

oran orant1 yontemi ile her bitki i¢in dekara verim hesaplanmuistir.
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Cesitler i¢in dekara verim Cizelge 4.2.3’de ve saf hatlar i¢in Cizelge 4.2.4°de

verilmigtir.

Cizelge 4.2.3 Cesit misirlarda kogansiz agirliklarin dekara verimi

CESIT ORTALAMA (g)* DEKARA VERIM (kg/da)
DKC 6876 1205 9563
72 May 80 1025 8134,5
Aveline 910,5 7260
DKC 6589 734,5 5829
P 31A34 690 5476
70 May 82 651 5166,5
Kermess 540,5 4289,5
Helen 526 41745
Karma 505,5 4011,5
Kalipso 484 3841
GENEL 5774,5

Cizelge 4.2.4 Kendilenmis ve saf hat misirlarda kocansiz agirliklarin dekara verimi

SAF HAT ORTALAMA (g)* DEKARA VERIM (kg/da)
K150 808,5 6416,5
MKU4 774 6142,5
MKU5 749 5944
Fr43 7415 5884,5
MKU2 701,5 5567
MKU3 700 5555,5
MKU1 669 5309,5
Frm017 619 4912,5
N192 491 3866,5
NS633 364 2888,5
GENEL 5242

Dekara verimi en yiiksek bitki DKC 6876 ¢esit misirinda 9563 kg/da olarak
bulunmustur. Saf hatlar arasinda ise en yiiksek verim K150 misir bitkisinde 6416,5
kg/da olarak hesaplanmigtir. Dekara verimi yiiksek olan musir ¢esitlerinin seliilozik
etanol veriminin de yiiksek olacagi diisiiniilmektedir. Bu nedenle DKC 6876 c¢esit

misirin ekim alanlarinin arttirilmasiyla etanol iiretimine katki saglanacagi sdylenebilir.
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4.3 Cesit ve Saf Hat Misirlarin Yaprak Agirhiklan

Masir gesitlerinin yaprak agirliklarina ait varyans analiz sonuglar1 Cizelge 4.3.1°de
verilmistir.

Cizelge 4.3.1’de izlendigi gibi, musir bitkilerinin yaprak agirliklarina iliskin
varyans analizlerine gore en yiiksek yaprak agirlik degerine sahip 166 g/bitki ile 72 May
80 ve en diisiik yaprak agirlik degerine sahip olan gesit ise 119 g/bitki ile Helen olarak
bulunmustur. Misir ¢esitlerindeki yaprak agirliklar1 166 - 119 g/bitki degerleri arasinda
farklilik gostermistir. Farkli harf grubuna sahip misir ¢esitleri arasinda istatistiksel

olarak P<0,01 diizeyinde 6nemli farklilik oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 4.3.1 Misir cesitleri arasinda yaprak agirliklarina ait degerler ve yaprak oranlari

CESIT ORTALAMA (g/bitki)* YAPRAK AGIRLIK

ORANI %
72 May 80 166 A 11,56
Kermess 164,5 A 11,22
DKC 6876 158 B 6,94
DKC 6589 150,5C 8,41
70 May 82 150 C 10,03
P 31A34 150 C 11,53
Aveline 141D 7,23
Kalipso 1315E 10,07
Karma 131 E 10,35
Helen 119F 10,76
GENEL 146,1 9,81

*Farkli harf grubuna giren ortalamalar arasinda Duncan testine gore P<0,01 seviyesinde

onemli farklilik vardir.

Saf hatlarin yaprak agirliklarina ait varyans analiz sonuglar1 Cizelge 4.3.2°de
verilmistir. Cizelge 4.3.2°de izlendigi gibi, musir bitkilerinin yaprak agirliklarina iliskin
varyans analizlerine gére en yiiksek yaprak agirlik degerine sahip 130,5 g/bitki ile Fr43
ve en diisiik yaprak agirlik degerine sahip olan saf hat ise 69,5 g/bitki ile Frm017 olarak
bulunmustur. Farkli harf grubuna sahip saf hat misirlarin yaprak agirlik degerleri

arasinda istatistiksel olarak P<0,01 diizeyinde 6nemli farklilik oldugu tespit edilmistir.
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Cizelge 4.3.2 Saf hat msirlarin yaprak agirliklarina ait degerler

SAF HAT ORTALAMA (g/bitki)* YAPRAK AGIRLIK
ORANI %

Fr43 130,5A 8,33
MKUS5 129 A 11,88
MKUS3 124,5 B 9,15
MKU4 120,5C 9,75
MKU1 111D 13,02
K150 110 D 7,21
NS633 100,5 E 11,80
MKU2 99,5 E 11,03
N192 90,5 F 11,68
Frm017 69,5 G 10,07
GENEL 108,5 10,39

*Farkli harf grubuna giren ortalamalar arasinda Duncan testine gore P<0,01 seviyesinde

onemli farklilik vardir.

Calismamizda cesit misirlarin yaprak oranlart %11,56 - 6,94 arasinda degisim
gostermekle birlikte oranlarin ortalamalart %9.81 olarak hesaplanmigstir. Saf hatlarda ise
yaprak oranlart %13,02 - 7,21 arasinda degismis, ortalamalar1 ise %10,39 olarak
hesaplanmistir. Kiigiik (2011) musir ¢esitlerinde yaptig1 calismada yaprak oranlarinin
% 22,13 - 28,89 arasinda degistigini ve ortalamlarinin % 24,90 oldugunu belirtmistir.
Turan ve Yilmaz (2000) Van ili kosullarinda ana iirlin silajlik misir gesitleri ile yaptigi
calismada yaprak oranlarinin ortalamalarimi % 26,67 olarak belirlemistir. Yapilan
arastirmalarda gozlemlenen yaprak oranlar1 ve ortalamalar1 bizim calismamizdan daha
yiksek degerlerde bulunmustur. Calismalar arasindaki bu fark ekim zamani, sulama
farkliliklari, bicim donemi, genetik faktorler gibi unsurlardan etkilenmis olabilir. Tane
hasat doneminde yapraklarin kurumas: da goz Oniine alindiginda benzer sonuglar

alinabilecegi diisiiniilmektedir.
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4.4 Cesit ve Saf Hat Misirlarin Sap Agirhiklar:

Misir ¢esitleri arasinda sap agirliklarina iligkin varyans analiz sonucglar1 Cizelge
4.4.1°de verilmistir. Cizelge 4.4.1°de goriildiigii gibi, misir bitkilerinin sap agirliklarina
iliskin varyans analizlerine gore en yiiksek sap agirlik degerine sahip 1051,5 g/bitki ile
DKC 6876 ve en diisiik sap agirlik degerine sahip olan gesit ise 454 g/bitki ile Kalipso
olarak bulunmustur. Misir ¢esitlerindeki sap agirliklar1 1051,5 - 454 g/bitki degerleri
arasinda farklilik gostermistir. Farkli harf grubuna sahip misir ¢esitleri arasinda

istatistiksel olarak P<0,01 diizeyinde 6nemli fark oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 4.4.1 Misir ¢esitlerine ait sap agirliklarina iligkin degerler

CESIT ORTALAMA (g/bitki)* SAP ORANI %
DKC 6876 1051,5 A 46,21
72 May 80 862,5B 60,10
Aveline 771 C 39,53
DKC 6589 583,5D 32,64
P 31A34 542 E 41,69
70 May 82 5015 F 33,54
Helen 405 G 36,65
Kermess 3755H 25,63
Karma 373 H 29,48
Kalipso 354 1 27,12
GENEL 581,95 37,25

*Farkli harf grubuna giren ortalamalar arasinda Duncan testine gére P<0,01 seviyesinde

onemli farklilik vardir.

Saf hat misirlar arasinda sap agirliklarina iligkin varyans analiz sonuglar1 Cizelge
4.4.2°de verilmistir. Cizelge 4.4.2°de goriildiigii gibi, saf hat misirlarin sap agirliklarina
iliskin varyans analizlerine gore en yiiksek sap agirlik degerine sahip 700,5 g/bitki ile
K150 ve en diisiik sap agirlik degerine sahip olan saf hat ise 265,5 g/bitki ile NS633
olarak bulunmustur. Saf hat musirlarin sap agirliklar1 700,5 - 265,5 g/bitki degerleri
arasinda farklilik gostermistir. Farkli harf grubuna sahip saf hat misirlar arasinda

istatistiksel olarak P<0,01 diizeyinde 6nemli fark oldugu tespit edilmistir.
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Cizelge 4.4.2 Saf hat misirlarin sap agirliklarina ait degerler

SAF HAT ORTALAMA (g/bitki)* SAP ORANI %
K150 700,5A 45,93
MKU4 653B 52,85
MKUS 618,5C 57
Fr43 610D 38,97
MKU2 S99E 66,40
MKU3 576,5F 42,38
MKU1 561,5G 65,86
FrmO17 551H 79,85
N192 400,51 51,71
NS633 265,5] 31,19
GENEL 553,6 53,21

*Farkli harf grubuna giren ortalamalar arasinda Duncan testine gére P<0,01 seviyesinde

onemli farklilik vardir.

Yaptigimiz calismada misir gesitlerinin sap orami degerleri %60,10 - 25,63
arasinda degismekle beraber oranlarin ortalamalar1 %37,25 olarak hesaplanmistir. Saf
hatlarin sap oranlar1 ise %79,85 - 31,19 arasinda degistigi ve oranlarin ortalamalarinin
953,21 oldugu hesaplanmistir. Kiiciik (2011), Ankara kosullarinda yaptig1 ¢aligmada
misir ¢esitlerindeki sap oranlarinin %45,32 - 52,04 arasinda degistigini ve oranlarin
ortalamalarinin ise %47,93 oldugunu belirtmistir. Ergiil (2008) Konya ili kosullarinda
yetistirilen musirlar iizerine yaptigi bir ¢alismada sap oranlarinin %44,93 - %56,20
araliginda degisiklik gosterdigini bildirmistir. Akdeniz ve ark., (2004)’nin Van ili
kosullarindaki c¢alismasinda ise bu oranlarin %28,1 - 43,6 araliginda oldugu
bulunmustur. Arastirmamizdaki sonuglar Akdeniz ve ark., (2004)’nin verilerinden daha
yiiksek bulunmus, Kiiciik (2011) ve Ergiil (2008)’lin ¢aligmalar1 ile yakin sonuglar
gostermistir. Bu ¢aligmalarin silajlik misirda yapildigi géz oniine alinmasina ragmen,
calismamizdaki musirlarin sap agirliklarinin daha yiiksek degerlerde oldugu ve etanol

i¢in uygun bir bitki aksami1 oldugu sdylenebilir.
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4.5.Cesit ve Saf Hat Misirlarin Bitki boylar:

Misir gesitlerine ait bitki boyu varyans analizi sonuglart Cizelge 4.5.1°de
verilmistir. Cizelge 4.5.1°de belirtildigi gibi musir ¢esitlerine ait bitki boylar1 varyans
analizlerine gore en yiiksek boy uzunlugu 221 cm ile 70 May 82 ve en diisiik boy degeri
ise 171 cm ile Kermess ¢esitinde oldugu belirlenmistir. Farkli harf grubuna sahip misir
cesitleri arasinda istatistiksel olarak P<0,01 diizeyinde Onemli fark oldugu tespit

edilmistir.

Cizelge 4.5.1 Farkli misir gesitlerine iligkin bitki boyu varyans analiz sonuglar1 ve
ortalama degerleri

CESITLER ORTALAMALAR(cm)*
70 May 82 221 A
Kalipso 209 B
72 May 80 200,5C
Helen 200 C
Karma 200 C
DKC 6589 1995C
P 31A34 190,5D
DKC 6876 190,5D
Aveline 1715 E
Kermess 171 E
GENEL 195,3

*Farkli harf grubuna giren ortalamalar arasinda Duncan testine gére P<0,01 seviyesinde
onemli farklilik vardir.

Saf hat musirlara ait bitki boyu varyans analizi sonuglar1 Cizelge 4.5.2°de
verilmistir. Cizelge 4.5.2°de belirtildigi gibi saf hat misirlara ait bitki boylarinin varyans
analizlerine gore en yiiksek boy uzunlugu 171 cm ile MKU3 ve en diisiik boy degeri ise
126 cm ile NS633 saf hat misirin oldugu belirlenmistir. Farkli harf grubuna sahip saf
hatlar arasinda istatistiksel olarak P<0,01 diizeyinde 6nemli fark oldugu tespit

edilmistir.
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Cizelge 4.5.2 Saf hat farkli misirlara iliskin bitki boyu varyans analiz sonuglar1 ve
ortalama degerleri

SAF HAT ORTALAMALAR(cm)*
MKU3 171 A
Fr43 160 B
K150 150 C
MKU4 149C
MKUS 141D
N192 140D
FrmO17 1315E
MKU1 130 E
MKU2 130 E
NS633 126 F
GENEL 142,8

*Farkli harf grubuna giren ortalamalar arasinda Duncan testine gére P<0,01 seviyesinde

onemli farklilik vardir.

Arastirmamizda ¢esit misirlarin boylar1 221 - 171 cm ve saf hatlarda ise 171 - 126
cm arasinda degisiklik gostermistir. Iptas (1993), Tokat ili kosullarinda silajlik misir
cesitlerinde yapilan ¢aligmada bitki boyunu 177,4 - 292,4 cm araliginda hesaplamistir.
Kiiciik (2011), Ankara kosullarinda yaptig1 ¢alismada misir ¢esitlerinin bitki boylarinin
254 ile 293,33 cm arasinda degistigi belirtilmistir. Ak ve Dogan (1997), Bursa ili
kosullarinda yapilan arastirmasinda bitki boyunu 175 - 200 cm arasinda degisiklik
gosterdigini tespit etmistir. Bizim caligsmamizda misir gesitleri boy uzunluklar1 Ak ve
Dogan (1997)’nin ¢alisma sonuglari ile benzerlik géstermistir. Arastirmamizda bulunan
saf hatlarin boy uzunluklariin ise diger ¢aligmalardan daha diisiik oldugu bulunmustur.
Hallauer ve Miranda (1988), misir bitkisinin ¢esitleri arasindaki boy farklarini olusturan
onemli etkenlerden birinin genetik unsur oldugunu bildirmistir. Sayaslan ve ark.,
(2010), bitki boyu uzadik¢a yaprak alani ve yaprak sayisimin arttigini bildirmistir.
Arastirmamizda ise bitki boyu ile etanol verimi arasinda pozitif korelasyon goriilmiistiir.
Bitki boyu arttik¢a yaprak sayist ve yaprak alaninin artmasi seliillozik materyal orani ile
dogru orantili olabilecegi soylenebilir. Boylece Bitki boyunun artmasiyla sekere
dontigebilen seliilozik materyal artisi, etanol verimininde pozitif yonde etkilendigi

diistiniilebilir.
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4.6 Cesit ve Saf Hat Misirlarin Yaprak ve Saplarmin Etanol verimi

Farkli misir gesitlerinin etanol konsantrasyonlarina ait varyans analiz sonuglari
Cizelge 4.6.1°de verilmistir. Cizelge 4.6.1°de goriildiigli gibi etanol verimi en yiiksek
musir ¢esiti %3,53 olan Kermess ve en diisiik etanol oranina Sahip misir gesiti ise %0,79
olan Helen olarak hesaplanmistir. Farkli harf grubuna giren musir ¢esitleri arasinda

istatiksel olarak fark oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 4.6.1 Cesit misirlarin etanol konsantrasyonlarina ait varyans analiz sonuglari ve

ortalama degerleri

CESIT ORTALAMA %*
Kermess 353 A
DKC 6589 3,06 AB
DKC 6876 2,88 B
Kalipso 2,79BC
Karma 2,54 BCD
P 31A34 2,24 CD
72 May 80 1,96 ED
70 May 82 159E
Aveline 157 E
Helen 0,79 F
GENEL 2,29

Saf hat misirlarin etanol konsantrasyonlarina ait varyans analiz sonuglar1 Cizelge
4.6.2°de verilmistir. Cizelge 4.6.2°de goriildiigi gibi saf hat musirlar arasinda etanol
konsantrasyonu en yiiksek %2,46 olan MKU3 ve en diisiik olan saf hat misir ise %0,11
olan K150 olarak hesaplanmistir. Farkli harf grubuna giren saf hatlar arasinda istatiksel

olarak fark oldugu tespit edilmistir.
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Cizelge 4.6.2 Saf hat misirlarin etanol konsantrasyonlarina ait varyans analiz sonuglari

ve ortalama degerleri

SAF HAT ORTALAMA%*
MKU3 2,46 A
FrmO17 1,68 B
NS633 1,45B
Frad3 1,38B
MKU2 0,92C
MKU4 0,88 C
N192 0,87C
MKUS 0,75 CD
MKU1 0,39 ED
K150 0,11 E
GENEL 1,08

Oleskowicz-Popiel ve ark., (2007) lignoseliilozik biyokiitle olan misir silajindan
etanol liretimi ile ilgili yaptiklari ¢caligmada fermantasyon sirasindaki seker dontistimiinii
teorik etanol verimi %82 olarak hesaplamis ve musir silajimin 100 kg kuru madde
kiitlesinden 30 kg etanol elde ettiklerini bildirmislerdir. Linoj ve ark., (2006) degisik
hammadde kaynaklarindan biyoetanol iiretim potansiyelleri ile ilgili yaptiklari
calismada misir bitkisi i¢in etanol potansiyelini 360 litre/ton olarak hesaplamislardir.
Literatiir ¢caligmalariyla karsilastirildiginda bizim ¢alismamizda elde ettigimiz ortalama
% 3’liik etanol konsantrasyonu oldukga diisiik goriilmektedir. Etanol {iretimi sirasinda
kullanilan bitki aksamlar1 olduk¢a énemlidir. Fermantasyon sirasinda en 6énemli etanol
doniistimii glikoz tarafindan karsilanmaktadir. Seliiloz igerigi olan aksamlar zor degrede
olmasindan dolayr verimi diisiirmektedir. Fakat calismamizda muisir bitkisinin tane
kismi gida maddesi olarak kullanilanildig1 ve lilkemizde tanenin kocaniyla birlikte satisi
nedeniyle kullanilmamis Oncelik misirin hasattan sonra ilk atik kismini igeren sap ve
yapraklari olarak Ongorilmistir. Bu nedenle etanol verimi disiik olsada
degerlendirilmesi gerektigi disiiniilmektedir. Normal sartlarda yakilan veya tarlada
topraga karistirilan musir atiklari ekonomiye kazandirilip artan enerji talebimiz 6z

kaynaklarimizla karsilanabilir.
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4.7 Korelasyon Analizi

Ekimi yapilan cesit ve saf hat misirlarin biyomas, kocansiz agirlik, sap agirliklari,
yaprak agirliklari, bitki boylar1 ve etanol verimleri arasinda degisken analizi i¢in
uygulanan Pearson Korelasyon Testi sonuglar1 Cizelge 4.7’ de verilmistir.

Cizelge 4.7°de goriildiigii gibi, tarla verileri degiskenlerinden yaprak agirliginin
ve bitki boyunun etanol ile olumlu korelasyon gosterdigi, istatistiksel olarak P<0,05

diizeyinde 6nemli fark oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 4.7 Tarla verileri ve etanol konsantrasyonu arasindaki korelasyon analiz

sonugclari

Degiskenler Kocanlh  Kogansiz Yaprak  Sap agr. Bitki Etanol
agr. agr. agr. boyu
Kog¢anh agr. 1,00000 0,687**  0,756**  0,620**  0,578** 0,512

Kocansiz agr. 1,00000 0,459* 0,992** 0,165 0,088
Yaprak agr. - 1,00000 0,347 0,727**  0,626*
Sap agr. - 1,00000 0,074 0,005
Bitki boyu - 1,00000 0,648*
Etanol - 1,00000

*Pearson Korelasyon Testine gore P<0,05 diizeyinde 6nemli fark vardir.

** Pearson Korelasyon Testine gore P<0,01 diizeyinde 6nemli fark vardir.

Korelasyon analizi sonuglarina gore etanol konsantrasyonu ile yaprak agirlig
(0,626*) ve bitki boyu (0,648*) arasinda P<0,05 diizeyinde 6nemli pozitif korelasyon
oldugu gozlemlenmistir. Yapilan ¢alismalarda misir bitkisinin morfolojik 6zellikleri ile
etanol konsantrasyonlar1 arasinda yapilmis bir korelasyon analizi bulunmamasi
nedeniyle karsilagtirma yapilamamistir. Ancak elde edilen sonuglar gbz Oniine
alindiginda seliilozik etanol iiretiminde kullanilmak {izere yapilacak misir 1slah
calismalarinda bitki boyu ve yaprak agirlik 6zellikleri 6n plana ¢ikarildiginda seliilozik

etanol veriminin artabilecegi diisiiniilmektedir.
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4.8 DNA analizleri

Arastirmamizda kullanilan 10 farklt misir ¢esiti ve 10 farkli kendilenmis saf hat
misir Orneklerinin genetik karakterizasyonu, populasyonlar arasi ve populasyon igi
cesitliligi tanimlamak icin DNA markorii olarak SSR (Simple Sequence Repeat) teknigi

kullanilmistir. ~ http://www.maizegdb.org/ (Misir Genom Data Bankasi) internet

sayfasindan misir genomunda hiicre duvari bilesenlerini etkileyen gen bolgelerine ait 10
adet SSR primeri secilmistir. Calismamizdaki 20 farkli musir bitkisinde umcl027,
umc2018, umc1261, umc1458, bnlgl823, umcl976, umcl1231, phi453121, umc1393,
bnlg1025, bnlg1823 SSR primerleri kullanilmis ve Bnlg 1823 primeri ile yapilan
deneyde jel goriintiisti alinamamistir. Diger 9 SSR primerin PZR analizleri sonrasinda
elde edilen jel goriintiilerinde olusan bantlara var (1) ve yok (0) SSR skorlama islemi
yapilmis, genetik benzerlik degerleri belirlenmistir.

Elde edilen veriler Rohlf (1993) tarafindan belirtilen NTSYS (Numerical
Taxonomy Multivariate Analysis System, NTSYS-pc version 2.1, Exeter Software,
Setauket, N.Y., USA) paket program1 kullanilarak analiz edilmistir. Elde edilen veriler
bu paket program kapsaminda UPGMA analiz edilmis ve ilgili dendogram Sekil
4.8.2.’de sunulmustur.

Dendogramda gortldigi gibi 20 farkli misir bitkisi 0,69 benzerlik oraninda ikKi
ana grup olusturmustur. 1. ana grup kendi i¢inde A ve B olmak lizere 2 alt gruba
ayrilmistir. A grubu 0,75 benzerlik oraninda DKC 6876 ve DKC 6589 ¢esit misirlari
icermektedir. B alt grubu ise 0,79 benzerlik orami ile 72 May 80 c¢esit musir ile
kendilenmis saf hat olan MKU1’den olusmaktadir.

II. ana grup kendi icinde A ve B alt gruplarina ayrilmaktadir. 11 A grubu kendi
icinde 1 ve 2 olmak iizere iki alt gruba ayrilmaktadir. 11.A.1 grubu a ve b olarak iki alt
gruba dagilim gostermistir. II.A.1.a grubu Kermess, Kalipso ve P 31A34 cesitlerinden
olugsmaktadir. II.A.1.b grubu ise Karma ¢esitini igermektedir. 11.A.2 alt grubu ise tekrar
a ve b olarak dagilim sergilemistir. Bu dagilimda Helen ¢esit misir ile MKU5 ve N192
saf hatlar1 a grubunda, MKU2, MKU3, MKU4 saf hatlar1 ise b grubunu
olusturmaktadir. II.B grubu kendi iginde 1 ve 2 olmak {lizere iki alt gruba ayrilmistir.
II.B.1 grubu Aveline ¢esit misir1 igerirken, I1.B.2 grubu kendi i¢cinde a ve b olmak iizere
iki alt grubuna dagilim gostermistir. II.B.2.a grubu Frm017, K150 ve NS633 saf
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hatlarindan olusurken, II.B.2.b grubu 70 May 82 c¢esit misir ve Fr43 saf hat misirdan
olusmaktadir.

Dendogramdaki dagilim sonuglarina gore kendilenmis saf hat olan MKU1 ve 72
May 80 gesiti aym1 grupta yer almistir. Kullandigimiz markorlere gore MKUL saf
hattinda kendileme yapilan tohumlarin, 72 May 80 cesiti ile yiiksek benzerlik gosterdigi
Oongoriilmiistiir. Kullandigimiz markdrlere gore MKUS saf hatti ile N192 saf hattinin ve
Helen ¢esit misirin, kendilenmis saf hatlar olan MKU2, MKU3 ve MKU4 ile benzerlik
gosterdigi  ongoriilmektedir. Benzerliklerin kendileme yapilan tohum ¢esitlerinden
kaynaklandig diisiiniilmektedir.

Molekiiler veriler ile morfolojik ve etanol verileri Mantel test yardimiyla
karsilagtiritlmis fakat aralarindaki iliski oldukga diisiik bulunmustur (r=0,14) ( P<0,09).
Bunun nedeni bitkilerin yetistirildikleri ¢evre kosullar1, ekim zamani, sulama sartlart ve

hasat donemi gibi faktorlerden kaynaklaniyor olabilir.
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Sekil 4.8.1. UPGMA Analizine gore olusturulmus dendrogram
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Warburton ve ark. (2002), 7 populasyon ve 57 saf hat misirda molekiiler
karakterizasyon i¢in SSR teknigi kullanarak yaptiklar1 ¢alismada, yaptiklar1 kiimeleme
analizine gore populasyon i¢i varyasyonun populasyonlar arasi varyasyondan daha
yiikksek oldugunu bildirmislerdir. Bizim ¢alismamizda ise molekiiler varyans analizi
kullanilarak saf hat ve gesitlerin olusturdugu iki populasyonun kendi igindeki ve birbiri
arasindaki genetik c¢esitlilik AMOVA ile test edilmistir. Analiz sonucuna gore
populasyonlar arasi1 varyasyon %10 ve populasyon igi varyasyon %90 istatistiksel
olarak 6nemli diizeyde bulunmustur (P<0,05). Bu sonuglara gére saf hatlarin genetik
olarak c¢esitlerden 6nemli derecede fakli olmasi kullandigimiz genotipler acisindan gen

havuzunda bir daralmanin olmadigini géstermektedir.

Populasyonlar ﬁ
arasi 10%

;; Populasyon ici

90%

Sekil 4.8.2. Populasyonlar aras1 ve populasyon i¢i genetik varyasyonu gosteren grafik

38



5. SONUC ve ONERILER

Bu ¢alismada misirin morfolojik ve molekiiler karakterizasyonu yapilmis ve
etanol verimlilikleri belirlenmistir. Calisma sirasinda 10 saf hat (MKU1, MKU2,
MKU3, MKU4, MKU5, N192, Frm017, NS633, K150, Fr43) ve yoéreye uygun 10 gesit
misir (DKC 6876, DKC 6589, P 31A34, 70 May 82, 72 May 80, Karma, Kalipso,
Helen, Kermess ve Aveline) bitki materyali olarak kullanilmistir.

Saf hatlar ve gesitler kendi aralarinda degerlendirmeye alinarak yapilan varyans
analizleri sonuglarina gore, biyomas, kocansiz (sap ve yaprak) agirlik, sap agirligi,
yaprak agirligit ve bitki boyu gibi ¢alisilan biitiin morfolojik 6zelliklerde P<0,01
diizeyinde 6nemli farkliliklar elde edilmistir.

Misir gesitlerinin kocansiz agirliklart 1205 - 484 g/bitki arasinda degisiklik
gostermis ve en yiiksek deger DKC 6876 ¢esitinde 1205 g/bitki olarak bulunmustur. Saf
hatlarda ise 808,5 - 364 g/bitki araliginda degismekle beraber en yiiksek degere sahip
saf hat misirin K150 oldugu gézlemlenmistir. Bitki boylar1 varyans analiz sonuglarina
gore cesitlerin boylar1 221 - 171 cm araliginda degismis, en yiiksek boy uzunlugu ise 70
May 82 ¢esitinde Ol¢iilmiistiir. Saf hatlarda 171 - 126 cm araliginda farklilik gosterirken
en yiiksek boy uzunlugu degerine sahip saf hat misir ise Mustafa Kemal Universitesi
Tarla Bitkileri Boliimii tarafindan degisik populasyonlardan kendilenen MKU3 olarak
Olclilmiistiir.

Etanol analizleri sonucunda GC-MS o6l¢limlerine goére hesaplanan etanol
konsantrasyonlarinda misir ¢esitleri arasinda en yiiksek deger Kermess ¢esitinde %3,53,
saf hatlarda ise MKU3 kendilenmis saf hat misirda %2,46 olarak olglilmiistiir.

Morfolojik veriler ve etanol konsantrasyonlar1 arasinda yapilan korelasyon ¢oklu
degisken analizi sonuclarina gore etanol konsantrasyonlar: ile bitki boyu ve yaprak
agirhigr arasinda pozitif korelasyon tespit edilmistir. Bu iki 6zellik lignoseliilozik etanol
tiretimi icin seleksiyon kriteri olarak almip, etanol verimi yiiksek ¢ikan MKU3
kendilenmis saf hat 1slah ¢alismalarinda amag olarak kullanilabilir.

DNA analizlerinde hiicre duvari bilesenlerini etkileyen gen bdlgelerine ait 10 SSR
primeri kullanilmis bnlg 1823 primerinden jel goriintlisii alinamamis, diger 9 SSR
primeri sonuglarina gore yapilan olusan bantlarin var (1) ve yok (0) SSR skorlama
islemininden sonra populasyonlar arasi genetik benzerlik ve uzaklik degerleri

hesaplanmigtir. Olusturulan dendograma gore genetik cesitlilik gdzlemlenmistir.
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Populasyon i¢i %90 ve populasyonlar arasi %10 varyasyon tespit edilmistir.
Populasyonlarin dendogram i¢indeki dagiliminin morfolojik 6zellikler ve etanol ile
baglantis1 bulunamamustir.

Diinyada misir i¢in olusturulan gen koleksiyonunun sadece %2 si misir 1slahinda
kullanildigr ve %98’lik kisminin ise yerel populasyonlarda oldugu fakat bilimsel
calismalarla agiga ¢ikarilmasi gerektigi bildirilmistir (Machado ve ark., 1998). Klasik
1slah yontemleri uzun zaman almakta ve c¢evresel kosullardan etkilenmektedir.
Molekiiler yontemlerle genetik verilere dayali 1slah caligmalar1 ise ihtiyaca ydnelik
tohum gelistimek i¢in oldukga etkili bir ¢oziimdiir.

Biyoetanol iiretiminde kullanilan selillozik materyal olan musirin iiretim
potansiyeli 360 1/ton olarak bildirilmistir (Linoj ve ark., 2006). Arastirmamizda etanol
tiretimi i¢in musir bitkisinin sap ve yaprak aksamlari kullanilarak elde edilen etanol
konsantrasyon ortalamasi g¢esitlerde %2,29 olarak hesaplanmistir. Koganlar iiretim igin
kullanilmamasina ragmen bulunan bu sonu¢ optimizasyon c¢aligmalart ve kogan
atiklarida tiretime dahil edildiginde etanol veriminin artmas1 ongoriilmektedir.

Hasat edilen bitki basina diisen alanda etanol iiretimi i¢in kullanilan kogansiz
agirhik oranma gore her gesit ve saf hat i¢in dekara verim hesaplanmistir. Misir
cesitlerinin dekara verimi 9563 - 3841 kg/da araliginda degisim gostermektedir ve en
yiiksek verim 9563 kg/da DKC 6876 olarak bulunmustur. DKC 6876 cesitinin etanol
konsantrasyonu %2,88’dir. Dekara verimi en yiiksek gesit ve etanol konsantrasyonu
siralamasinda {i¢iincii ¢esit olarak ¢ikan DKC 6876 ¢esiti seliilozik etanol liretimi i¢in
uygun oldugu sdylenebilir. Etanol konsantrasyonu en yiiksek %3,53 olan Kermess ¢esit
musirin ise dekara verimi ise 4289,5 kg/da olarak hesaplanmigtir. Dekara verimi diger
cesitlere gore diisiik olmasina ragmen etanol konsantrasyonu en yiiksek ¢esit olmasi
seliiloz degredasyonunun etanole doniisiimii daha verimli oldugu sdylenebilir. Yoreye
uygun misir ¢esiti olarak yetistirilen Kermess’in ekim alanlarinin arttirilabilecegi etanol
iiretiminede uygun oldugu ve seliiloz yikim metabolizmasiyle birlikte genetik faktorler
acisindan ayrintili ¢alismalar yapilarak incelenmesinin uygun oldugu sdylenebilir.

Ulkemizde tarmmsal atiklar seliilozik etanol iiretimi i¢in dnemli bir potansiyeli
olusturmaktadir. Atiklarin degerlendirilmesi i¢in amaca uygun bilimsel calismalarin
altyap1 olusturmasi gereklilik arz etmektedir. Gen kaynaklarinin tespiti ile liriin verimi

yiiksek, seliilozik etanol iiretimine uygun tohum 1slahi yapilabilir. Verimin arttirilmasi
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icin etanol iiretim asamasinda optimizasyon ¢alismalart da yapilip, tretilen bitki
aksamlarina kogan atiklarida eklendiginde konsantrasyonun degerlendirilmeye deger
Olgekte artacag disiiniilmektedir. Bu ¢alismalar sayesinde yenilenebilir enerjinin, ticari
degeri olmayan tarimsal atiklarin kullanilmasiyla saglanacagi, tiikenen fosil yakit
kaynaklarina onlem alabilecegi ve enerji ihtiyacimizin bir kismim yerli kaynaklarla

karsilayabilecegimiz 6ngoriilmektedir.
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EK1

FERMANTASYON ANALIZI ICIN SAP VE YAPRAKLARDAN HAZIRLANAN
ORNEKLERIN AGIRLIK ORANLARI

Bitki adi Sap agirhg gr Yaprak agirh@ gr
DKC6876 26,1 3,9
Kermess 21 9
DKC6589 24 6
Kalipso 21,9 8,1
P31A34 23,4 6,6
70 May 82 23,1 6,9
Karma 22,2 7,8
72 May 80 25,2 4,8
Helen 23,1 6,9
Aveline 25,5 4,5
MKU1 25,2 4,8
MKU2 25,8 4,2
MKU3 24,6 54
MKU4 25,5 4,5
MKU5 24,6 54
N192 21,6 8,4
FrM 017 26,7 3,3
NS633 21,9 8,1
K150 26,1 3,9
Fr 43 24,9 51
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HASAT SONRASI TOPLANAN CESIT VE SAF HAT MISIRLARIN

MORFOLOJIK OZELLIK VERILERI

EK 2

Bitki adi Biyomas Kocansiz Yaprak Sap agirhg  Bitki boyu
agirhk gr agirhk gr agirhg gr gr cm
DKC6876 2.270 1.210 158 1.052 190
Kermess 1.460 540 165 375 170
DKC6589 1.789 734 150 584 200
Kalipso 1.300 485 130 355 210
P31A34 1.300 690 150 540 190
70 May 82  1.500 650 150 500 220
Karma 1.280 505 130 375 200
72 May 80  1.430 1.030 165 865 200
Helen 1.100 525 120 405 200
Aveline 1.900 910 140 770 170
MKU1 855 670 110 560 130
MKU2 904 700 100 600 130
MKU3 1.360 700 125 575 170
MKU4 1.235 774 120 654 150
MKUS5 1.080 750 130 620 140
N192 775 490 90 400 140
FrM 017 690 620 70 550 130
NS633 850 365 100 265 125
K150 1.540 810 110 700 150
Fr 43 1.570 740 130 610 160
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