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OZET

Yiiksek Lisans

HAVUCTA ANTER KULTURUNDE GELISEN HAPLOIT BITKILERIN SSR
MARKORLERLE BELIRLENMESI

Ozge CAVUSOGLU

Bursa Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Bahge Bitkileri Anabilim Dali

Damisman: Prof. Dr. Meryem [PEK

Havug (Daucus carota L.) besin igerigi bakimindan zengin ve ekonomik olarak 6nemli
sebze tiirlerinden biridir. Havug iiretiminde yaygin olarak hibrit ¢esitler kullanilmaktadir.
Bu nedenle hibrit ¢esitlerin elde edilmesinde kullanilan saf hatlarin gelistirilmesi biiyiik
Oonem tagimaktadir. Havugta anter kiiltiirii yoluyla saf hatlar kisa siire igerisinde elde
edilebilmektedir. Anter kiiltiiri galismasinda erken asamada haploit (homozigot) oldugu
bilinen bitkiciklerin secilmesi zaman ve maliyet agisindan Onemlidir. Molekiiler
markorlerden biri olan basit dizi tekrarlart (SSR) markorleri ile bitkilerde homozigot
(aday haploit) genotipler rejenerasyon asamasinda belirlenebilmektedir. Bu tez
calismasinin amaci, turuncu ve Hatay siyahi tipi havug genotiplerinden anter kiiltiirii
yoluyla bitkilerin gelistirilmesi ve daha 6nceden havu¢ genomunda ifade olan DNA
bolgelerinden gelistirilmis SSR markorleri kullanilarak anter kiiltiirii ile elde edilen
bitkilerden aday haploit veya katlanmis haploit bitkilerin daha ekonomik ve kolay bir
sekilde se¢ilmesidir. Calismada turuncu havug tipinde anter gelisimi gézlenememistir.
Hatay siyahi1 havug genotipinde ise 2500 anterden 16 anter kallus olusturmus ve gelisim
gostermistir. Rejenerasyon asamasinda anter kiiltiiriinden gelisen 10 genotip 8 SSR
markdriiyle analiz edilmistir. Calismada Hatay siyahi genotiplerinde 7 SSR markorii
monomorfik profil gosterirken bir SSR markoérii polimorfik bir bant profili géstermistir.
Polimorfik profil gosteren GSSR24 markarii ile analiz edilen 10 genotipten 6 genotipin
homozigot yapida oldugu ve 4 genotipin ise heterozigot (diploit) oldugu tespit edilmistir.
Dis ortama adapte olmus 3 genotipin SSR ve flow sitometri sonuclar1 karsilastirildiginda
bu genotiplerden ikisinin spontane katlanmis haploit ve bir tanesinin triploit oldugu tespit
edilmistir. Bu ¢alismanin sonuglar1 havugta anter kiiltiiriinde haploit veya katlanmig
haploit bitkilerin daha kolay ve hizli bir sekilde bitki rejenerasyonunun erken asamasinda
secilmesi konusunda diger arastirmacilara ve 1slahgilara katki saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: Anter kiiltiirii, Daucus carota L., Flow sitometri, Haploit, SSR

markorler
2023, vii + 49 sayfa.



ABSTRACT

MSc Thesis

DETERMINATION OF HAPLOID PLANTS DEVELOPED IN ANTHER CULTURE
IN CARROT WITH SSR MARKERS

Ozge CAVUSOGLU

Bursa Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Horticultural

Supervisor: Prof. Dr. Meryem IPEK

Carrot (Daucus carota L.) is one of the economically important vegetable species rich in
nutritional content. Hybrid varieties are widely used in carrot production. Thus it is of
huge importance to develop pure lines used to obtain hybrid varieties. Pure lines could be
obtained in a short time through anther culture in carrots. Selection of plants known to be
haploid at an early stage in anther culture studies is important in terms of time and cost.
Homozygous genotypes in carrots could be determined at early stage of the regeneration
with the simple squence repeat (SSR) markers, which is one of the molecular markers.
The aim of this thesis is was to develop plants from orange and Hatay black carrot
genotypes by anther culture and to select candidate haploid or doubled haploid plants
from plants obtained by anther culture using SSR markers previously developed from
expressed DNA regions of the carrot genome. Anther development was not observed in
the orange carrot type in this study. In the Hatay black carrot genotype, 16 anthers out of
from 2500 anthers planted formed callus. In the regeneration stage, 10 genotypes
developed from anther culture were analyzed via 8 SSR markers. In the study, 7 SSR
markers showed a monomorphic profile in Hatay black genotypes, while one SSR marker
showed a polymorphic band profile. It was determined that 6 genotypes were
homozygous and 4 genotypes were heterozygous (diploid) out of 10 genotypes analyzed
with the GSSR 24 marker showing a polymorphic profile. According to the SSR and flow
cytometry analysis results of 3 genotypes adapted to the external environment, two of
these genotypes were found to be spontaneous doubled haploid and one was triploid. The
results of this study will contribute to other researchers and breeders in selecting haploid
or doubled haploid plants in carrot anther culture more easily and quickly in the early
stage of plant regeneration.

Keywords: Anther culture, Daucus carota L., Flow cytometry, Haploid, SSR markers
2023, vii + 49pages.
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1.GIRIS

Havug¢ (Daucus carota var. sativus) Apiaceae familyasinda yer almaktadir ve diploid
(2n=18) bir genoma sahiptir. Havug¢ tohumla iiretilen iki yillik bir sebze tiiriidiir (Tiilek
ve Dolar, 2011). Havug bitkisi birinci yilda, cevre sartlar1 ve genotip yapisina bagli olarak
60-150 giin arasinda vejetatif organlarini olustururken, ikinci yilda ise generatif

organlarini olusturur (Sarcan, 2018).

Semsiye (umbel) gigek yapisina sahip olan havugta ¢igeklenme en iisteki ana semsiyeden
baslamaktadir. Havug ¢icekleri genellikle erselik yapidadir. Bununla birlikte, bir bitki
tizerinde sadece disi ya da erkek organli ¢igekler de olusabilmektedir. Havug ¢igeklerinde
erkek organlarin disi organlardan 6nce olusmasina karsin bir bitkinin farkli zamanlarinda
olgunlasan ¢igekleri birbirlerini tozlayabilmektedir (Cebeci ve Hanci, 2017). Agirlikli
olarak havug tropikal ve yar1 tropikal bolgelerde kiiltiire alinmistir. Avrupa ve Asya’nin
biiylik bir boliimiinde yabani formdadir. Cesitliligin birincil merkezi olarak ilk kez
Afganistan’da kiiltiire alinmistir. Buradan Avrupa, Akdeniz ve Asya’ya yayilmis ve
cesitliligin ikincil merkezinin Tiirkiye oldugu kabul edilmistir (Stolarczyk ve Janick,
2011).

Havucun yabani tiiriiniin kokleri ac1 ve kiiglik iken, dogadan insanlarin yillarca kiiltiire
almasi ve 1slah edilmesiyle birlikte renk, sekil ve boyut yoniinden ¢ok farkli havug tipleri
olusmustur. Kiiltiire alinan havucun (Daucus carota var. sativus) Asya’da hizla yayilan
tiretimiyle birlikte havug diinyada 6nemli bir yere sahip olmustur (Stolarczyk ve Janick,
2011).

Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (FAO)' nun 2010 ve 2020 tarihli verilerinde
diinyadaki havug tiretimine ait rakamsal bilgiler turplarin iiretim degerleri ile birlikte
Cizelge 1.1’de sunulmustur (FAO, 2020). Bu degerlere gore diinyada havug ve turp
iiretimi son 10 yilda yaklagik alt1 milyon ton artmustir. Tiirkiye Istatistik Kurumu
(TUIK)’in degerlerine iilkemizde gore havug iiretimi 2020 yilinda 109 890 dekar alanda
588 778 ton olarak gerceklesmistir. 2020 yilinda havug iiretimin en fazla yapildig: iller
ise sirasiyla Konya (337 820 ton), Ankara (154 944 ton) ve Hatay (68 933 ton)’ dir (TUIK,
2020).



Cizelge 1.1. Diinya ¢apinda havug ve turp tiretiminin 2010 ve 2020 yillarindaki degisimi
(FAO, 2020)

2010 2010 /2010 2020 2020 12020
Alan Verim  Uretim Alan Verim  Uretim
(hax10%) (tonxha!) (tonx10%) (hax10®) (tonxha') (tonx10°)
Diinya 1168 299 34 961 1125 363 40 951
Asya 672 321 21599 646 404 26 126
Amerika 116 293 3428 111 344 3836
Avrupa 272 298 8134 224 366 8 237
Afrika 99 146 1464 136 175 2 400
Uretimde
Oncii
Ulkeler
Cin 449 348 15 662 399 453 18 146
Ozbekistan 24 532 1310 36 778 2 876
ABD 31 421 1341 28 560 1582
Tiirkiye 11 474 534 9 600 591

Pigment igeriklerine gore kiiltiir havuglari, dogu (antosiyanin igeren) ve bati (karoten
iceren) havuglari seklinde iki ana gruba ayrilmaktadir. Dogu havucunun kokleri dally, sart,
kirmizimsi-mor ila mor-siyah, nadiren sarimsi-turuncu renginde; yapraklari hafif pargali,
grimsi yesil, tiiyludiir ve birinci y1l ¢igek agar. Genellikle dogu havucun, Himalaya ve
Hindukus daglarinin birlestigi bolge olan Afganistan'dan geldigi ve Afganistan ile Rusya,
Iran, Hindistan, Pakistan ve Anadolunun komsu bdlgelerinde kiiltiire alindig
varsayllmaktadir (Yildiz, 2009). Bat1 havucunun ise kokleri dalsiz, sar1, turuncu veya
kirmizi, bazen beyazdir; yapraklari ¢ok pargali, parlak yesil, seyrek tiiyliidiir ve normalde
iki yilda bir, ancak tropikal bolgelerde genellikle ilk yil ¢igek agar (Kamiloglu ve
digerleri, 2018). Bati havu¢ muhtemelen Avrupa'da veya bati Akdeniz bolgesinde sari
havug popiilasyonlar1 i¢inde kademeli se¢im yoluyla ortaya ¢ikmistir. Hollanda yerel
havuglar1 olan ‘Long Orange’ ve daha ince olan ‘Horn’ tipleri, su anda tiim diinyada

yetistirilen turuncu havug ¢esitlerinin temelini olusturmustur (Y1ldiz, 2009).



Sebzelerdeki vitaminler, beden gelisiminde 6zel yapilara sahip olduklari i¢in, beslenme
ve saglik agisindan degerlidirler. Sebzeler igerdikleri vitaminler, mineraller ve
antioksidan kapasitelerinin yiiksek olmasi nedeniyle yayginlasarak giinliik diyetlerin
vazgecilmez bir parcasi olmustur (Bulantekin ve digerleri, 2020). Havug, kokii yenilen
sebzelerden biri olarak yaygin kullanima sahip bir serin iklim sebze tiiriidiir. Zengin besin
bilesenlerine sahip havucun tiikketimi, liretim miktar1 ve alan1 giin gegtikge artmaktadir

(Kiraci ve Padem, 2015).

A Vitamini gz sagligi, hiicre yapisi, isleket gelisimi, iireme ve bagisiklik i¢in dnemli bir
besindir. Ayrica A vitamini antioksidan ozelliklere sahiptir. (Bulantekin ve digerleri,
2020). Havug, 6zellikle A vitaminin 6nciil maddesi olan B-karoten bakimindan oldukga
zengindir, ayrica B1, B2 vitaminlerince de zengindir. Glinliik alinmasi gereken A
vitamini degeri yaklasik olarak 5 000 uluslararasi {init (0,6 pg p-karoten)’dir. Dolayisiyla
renkli sebzelerin giinliikk tiiketimiyle birlikte hem beden sagligi, hem de bagisiklik
gelisimi saglanmakta ve Kalp-damar hastaliklari, farkli kanser tiirleri, g6z hastaliklari,
gibi hastaliklardan korunmak miimkiin olmaktadir (Kasim ve Kasim, 2019). B-karotenden
A vitamini doniisimii diger karotenoidlere kiyasla daha hizlidir ve havuglar toplam A
vitamini ihtiyacinin %14 ile %17'sine katkida bulundugu bilinmektedir. Havucun sagliga
ve beslenmeye olan faydalar1 goz oniine alindiginda, ticarilesmesi ve farkli {irtinler
halinde sanayilesmesi, 6zellikle ucuz bir A vitamini kaynagi olarak insanlarin besin
ihtiyaglarii karsilamada olduk¢a 6nemlidir (Haq ve Prasad, 2015). Havug kokiiniin besin
maddesi icerikleri Cizelge 1.2°de gosterilmistir (Citak, 2014).

Havug, 22 popiiler sebze arasinda kisi basina tiiketimde altinci sirada yer almaktadir.
Minimal islenmis sebzelerden olan havug artan kullanimiyla birlikte giderek daha fazla
tilkketilmektedir (Zhang ve Hamauzu, 2004). Havug, sebze olarak (taze, konserve ve
susuz) salatalarda, meyve sularinda, ¢orbalarda, tursularda ve tatlilarda yer alir. Havug
posasi ekmek, kek, sos ve fonksiyonel igeceklerde kullanilabilir. Havucun meyve sulari
ve bebek mamalarinin igeriginde temel bir bilesen olarak kullanimi diinya capinda
artmaktadir. Havug, yiiksek karotenoid icerigi ve ugucu aroma bilesikleri sayesinde besin
degeri, saglik yararlar1 ve tadi agisindan diinyanin 6nde gelen bahge bitkilerinden biri

olarak kabul edilmektedir (Ciimen ve Bostanci, 2021).



Cizelge 1.2. Havug kokiiniin besin maddesi igerikleri (Citak, 2014)

Besin icerigi g/100 g taze agirhk
Protein 0,93

Karbonhidrat 9,58

Toplam seker 4,74

Sukroz 3,59

Glikoz 0,59

Fruktoz 0,55

Mineral igerigi mg/100 g taze agirhk
Ca 33

Fe 0,3

Mg 12

P 35

K 320

Na 69

Zn 0,24

Cu 0,05

Mn 0,14

Vitamin icerigi mg/100 g taze agirhk
C vitamini 59

Thiamin 0,07

Riboflavin 0,06

Niasin 0,93

B-6 vitamini 0,14

Beta karoten 8285

Beta alpha 3477

Vitamin igerigi ng/100 g taze agirhk
Lutein + zeaxanthin | 256

E vitamini 0,66

K vitamini 13,2

Havug, ticari olarak en 6nemli sebzelerden biridir ve bu nedenle yeni ¢esitler elde etmeyi
amaglayan yogun arastirmalarin konusu haline gelmistir. 1970 yilindan itibaren havug
1slahinda heterosis temelli yontem hakim olmustur. Erkek-steril bitkiler disi hat olarak
kullanilmistir. Bu sekilde elde edilen melez gesitler yiiksek diizeyde iiniformdur. Ancak
hibrit gesitleri elde etmek igin ebeveyn hatlari elde etme siireci zaman alic1 ve pahalidir.
Havug ¢icekleri kontrol edilemeyecek kadar kiiciik oldugundan, havugta melezleme

yoluyla yeni gesitlerin gelistirilmesi zordur (Hu ve digerleri, 1993).



Havug yaygin olarak hibrit ¢esitler kullanilarak iiretilmektedir. Ancak ticari olarak yaygin
kullanima sahip yerli hibrit havug ¢esitleri iilkemizde heniiz gelistirilmemistir. (Duran,
2019). Hibrit ¢esitler iistiin 6zelliklere sahip iki saf hattin melezlenmesiyle olusan bir Fy
driniidiirler. Ancak F1 ¢esitleri bir sonraki nesilde (F2) genetik acilimlar
gosterdiklerinden dolay: tstiin 6zelliklerini koruyamazlar. Bu sebeple iireticiler her yil
hibrit (F1) tohumluk satin almak zorundadir (Baydar, 2016). Yabanci hibrit tohumlugun
fiyatlar1 yerli hibrit tohumluklara gore daha yiiksektir. Bu da iireticilerin tiretim
maliyetlerini daha da artirmaktadir. Bu nedenle havugta yerli hibrit ¢esitlerin

gelistirilmesi lilkemiz i¢in biiyiik 6neme sahiptir.

Boceklerle tozlanan havugta kendileme depresyonu siklikla goriiliir. Ayrica tohumdan
gelisen bir bitkiden tekrar tohum elde edilmesi iki yil siirer. Bu nedenlerle havucta hibrit
cesitler icin kendileme ile saf hatlarin gelistirilmesi en az 11 yil stirmektedir. Dolayisiyla
hibrit cesitleri elde etmek i¢in homozigot hatlar1 elde etme siireci zahmetli ve zaman
alicidir. Ayrica klasik yontemlerle elde edilen hatlar %100 homozigot degildir. Ancak
anter veya mikrospor kiiltiirleri kullanilarak tamamen homozigot hatlar ¢ok daha kisa

stirede elde edilebilir (Gorecka ve digerleri, 2009).

Anter kiiltiirii, ovaryum kiiltiirii, mikrospor kiiltiirii gibi bitki doku kiiltiirii teknikleri, esas
olarak bir iiretim teknigidir. Bitki doku kiltiiri teknikleri, bitkinin farkli bolgelerinden
(apikal, meristem, kok, yaprak, govde ve gametik organlari, meristematik veya kallus
hiicreleri) alinan kiiciik bir dokunun laboratuvar kosullarinda sterilizasyonundan sonra,
bitki besin elementlerini bulunduran steril besin ortaminda (in vitro) ve uygun 1sik,
rutubet ve sicaklik kosullarinda biiyiitiilmesi islemidir (Dinger ve digerleri, 2016; Citak,
2014).

Dogada, erkek tireme hiicreleri polen tanelerine doniisiir, ancak cesitli uyaranlar altinda
sporofit gelisim yollarim1 degistirebilir ve haploit bir bitkiye dontisebilen bir embriyo
olusturabilir. Androgenez, anter kiiltiirlerinde veya izole edilmis mikrospor kiiltiirlerinde
uyarilabilir (Kiszczak ve digerleri, 2015). Kendileme ile saf hatlarin elde edilmesine
alternatif olarak, anter kiiltiirinde haploit bitkilerin iiretiminin uyartilmasiyla tam
homozigot bitkiler elde edilebilir (Kietkowska ve digerleri, 2018). Ancak ¢igek

tomurcuklarinin ve anterlerin kiigiik boyutlar1 nedeniyle, havugta anter kiiltiirii tekniginin



calisilmasi zordur. (Kiszczak ve digerleri, 2018). Bununla birlikte, giintimiizde anter
kiiltiirii ile haploit bitkilerin {iretimi bir¢ok bitki tiirlinde kullanilmaktadir. Anter
kiiltiirtiniin diger haploit kiiltiirii yontemlerine gore avantaji, bir anter igerisinde binlerce
mikrospor bulunmasindan dolay1 uygun kosullarda kiiltiire alindiginda, bir anterden ¢ok

sayida haploit bitki gelisebilmesidir (Ercan, 1997).

Anter kiiltiiriiyle yeni ¢esit gelistirme bir¢cok faktor tarafindan etkilenmektedir. Anter
kiiltiirinde en Onemli etmenlerden biri tomurcuklarin alindiklari zaman, igerisinde
bulunduklar1 gelisme donemidir (Dinger ve digerleri, 2016). Anter kiiltiiriinde
androgenezin etkinligini etkileyen diger faktorler ise: genotip, besiyerinin bilesimi, anter
kiiltiirli prosediirii, donér bitkilerin biiylime kosullar1 (sicaklik ve 1s1k), donér bitkilerin
ciceklenme asamasi, mikrosporogenez agamasi ve 1s1 soku uygulamalaridir. Andersen ve
digerleri (1990), homozigot havug hatlar1 elde etmek i¢in anter kiiltlirii uygulamasina
yonelik arastirmalar yliriitmiistiir. Anter kiiltiiriinde androgenez etkinligi tizerine genotip,
mikrosporogenez asamasi, besiyeri kompozisyonu ve anter kiiltiirii prosediiriiniin etkisini
aragtirmislar ve bu siire¢ iizerinde en giiclii etkiyi genotipin uyguladigini belirtmislerdir.
Dolayisiyla, anter kiiltiirlinlin her ¢esitte, hatta her bitkide optimize edilmesi

gerekmektedir (Gorecka ve digerleri, 2005).

Haploit bitkiler, genom haritalama, genetik analiz, mutasyonlar, transformasyon, somatik
hibridizasyon, biyokimyasal ve fizyolojik analizleri igeren gesitli calismalarda ve tohum
tiretiminde kullanilmaktadir. Bununla birlikte, cogu zaman, bitki iiretiminde katlanmig
haploitler (DH) kullanilir. Anter kiiltiirlerinde veya izole edilmis mikrospor kiiltiirlerinde
in vitro androgenez yoluyla elde edilen bitki materyallerinden diinya ¢apinda 280'den
fazla ¢esidin elde edildigi tahmin edilmektedir. En fazla ¢alisma, kolza, arpa ve piring
tirlerinde gergeklestirilmistir (Kiszczak ve digerleri, 2018). DH hatlarin 1slah
calismalarinda kullanilmasi, homozigot ebeveyn bilesenlerinin 1slah siiresini 6nemli
Olciide kisaltmaktadir. Klasik 1slah yontemleriyle homozigot hatlar elde etmek i¢in en az
alt1 nesil boyunca kendileme yapmak gerekir ve bu hatlarin homozigotlugu %98'i

gegmemektedir (Kiszczak ve digerleri, 2017).

Islahta haploidi ve marker destekli se¢im (MAS) gibi gelismis tekniklerin kullanilmas,

bitkilere 6nemli 6zellikleri aktarma etkinligini artirmaktadir. Nitekim haploit bitkilerde



her bir genin tek bir alleli olacagindan baskin ve ¢ekinik o6zellikler kolayca
belirlenebilmektedir. Ayrica haploidi ve DH teknolojisi 1slahgilarin mevcut ebeveyn
hattin1 tek bir yil i¢inde istenen 6zelliklerle iyilestirmesine ve stabilize etmesine olanak
tanir ve geleneksel 1slah yoluyla yeni ¢esit gelistirme i¢in gereken siireyi bes yila kadar
azaltabilir. Islah verimliligi, hem baskin hem de ¢ekinik genlerin homozigot diizeyini
ifade eden DH popiilasyonlarin kullanimiyla 6nemli 6l¢iide artar, bu da 6zellikle ¢ekinik
genler ve ¢coklu minér etki genler (QTL'ler) tarafindan kontrol edilen 6zelliklerin se¢imini
etkili kilmaktadir (Kaushal ve digerleri, 2014). Diploit (2n) bir bitkinin kromozom
say1isinin yarisina sahip bitkiler, haploit (n) bitkiler. Haploit bitkiler n sayida kromozoma
sahip olduklarindan diploitlere (2n) goére ciliz yapili olup, erkek ve disi organlari
diploitlere gore kiigiiktiir. Ayrica haploit bitkiler n kromozom sayisinda olduklarindan
ciceklerinde polen olusmaz ve bu nedenle tohum olusumu goézlemlenmez. Haploit
bitkilerin kromozom sayilarinin katlanmasiyla %2100 homozigot hatlar elde
edilebilmekte, hibrit gesit 1slah1 ¢alismalarinda zaman ve maliyet agisindan 6nemli

kazanglar saglanmaktadir (Soydemir ve digerleri, 2021).

Haploitler bir gametofitik kromozom sayisina sahip bitkilerdir. Katlanmis haploit bitkiler
ise, kromozomun kopyalanmasi ile kromozom sayisi iki katina ¢ikmis haploit bitkilerdir.
Gametik embriyogenez yoluyla haploit ve DH iiretimiyle heterozigot ebeveynlerden tam
homozigot hatlarin gelistirmesi saglanmaktadir. Haploidi teknolojisi ile homozigot
bitkiler liretmek i¢in protokollerin gelistirilmesi, tarimsal sistemler {izerinde énemli bir
etkiye sahiptir. Giiniimiizde bu teknolojiler, tarimsal agidan 6nemli birgok iiriiniin 1slah

programlarinin ayrilmaz bir par¢asini olugturmaktadir (Germana, 2011).

Katlanmis haploit teknolojisinde rejenere olan bitkilerde kromozomlar1 katlamak
amacityla yaygin olarak “kolhisin” kimyasali kullanilmaktadir. Kolhisin bitki hiicresinde
mitoz boliinmenin metafaz asamasinda ig ipliklerin sentezini dnleyerek replike olmus
kromozomlarin kutuplara gekilmesini engellemekte ve hiicrede kromozom sayisinin iki

katina ¢ikmasina neden olmaktadir (Ellialtioglu ve digerleri, 2006).

Haploit teknolojisinde rejenere olan bitkilerdeki ploidi seviyesi fenotipik gozlemler,
kromozom sayimi, stomal incelemeler ve flow sitometri cihaziyla belirlenebilmektedir.

Flow sitometri ile ploidi seviyesini belirleme, goreceli florasans yogunlugunu analiz



ederek bir 6rnegin ¢ekirdek DNA igeriginin ¢ekirdek DNA igerigi bilinen bir standard ile
kiyaslanarak belirlenmesi esasina dayanmaktadir (Sahin, 2019). Bu yontemlerden
bazilarm uygulanabilirligi bitki tiiriine gore degismektedir. Ornegin kromozom sayimi,
kromozomlar1 151k mikroskobu altinda rahatlikla goriilebilen tiirler i¢in ¢ok uygun iken
havug gibi kromozomlari ¢ok kiigiik olan tiirlerde kullanilamayan, pratik ve hizli olmayan
bir yontemdir. Flow stometri 151k mikrobuna goére nispeten daha hizli ve pratik bir
yontemdir ve tiim bitki tiirlerinde kullanilabilmektedir. Ancak diger yontemlere gore
maliyeti oldukea yiiksektir. Ayrica yukaridaki yontemler bitkiler rejenere olduktan sonra
veya tam olgunluk asamasinda uygulanabilmektedir. Bu durum zaman kaybi, maliyet
artis1 ve etkin bir seleksiyon yapilamamasi gibi dezavantajlari ortaya ¢ikarmaktadir. Bu
nedenlerle son yillarda haploit veya DH bitkilerin daha etkin, pratik ve hizli bir sekilde
belirlenmesine olanak saglayan es-baskin DNA molekiiler markdrler kullanilmaktadir.
Keles ve digerleri (2015) biber gesitlerinde yaptiklart ¢alismada SSR markorleri
kullanarak haploit veya DH (homozigot) bitkilerin diploit (heterozigot) bitkilerden etkin
bir sekilde ayirt edilebilecegini gostermislerdir. Flow sitometri yolu ile bitkilerin ploidi
seviyesinin belirlenebildigini ancak bitkilerin diploit mi yoksa DH mi oldugunu
belirlemek i¢cin SSR markdr gibi esbaskin markdrlerle anliz yapilmasina ihtiyag
duyuldugunu belirtmislerdir. Bu tez calismasinda da SSR markorlerin havugta anter
kiiltiirtiniin erken gelisim asamasinda haploit veya DH (homozigot bant profili gésteren)

bitkilerin se¢iminde uygulanabilirligi arastirilmustir.

Anter kiiltiirli yoluyla haploit bitkilerin iiretilmesi, hibrit tohum iiretiminde saf hatlarin
olusturulmasi i¢in biiyiik 6nem tagimaktadir. Havug bitkisinde kendileme yoluyla %100
saf hatlarin olusturulmasi miimkiin olmadigindan anter kiiltiirii tekniginin kullanilmasi ve
kullanilan protokollerin optimize edilmesi gerekmektedir. In vitro kosullar altinda
anterlerin biiyiitiilmesi bir¢ok faktor tarafindan etkilendigi i¢in laboratuvar kosullarinda
ve sonrasinda uygulanan tiim teknikler anter kiiltiiriinde basar1 i¢in énemlidir. Ulkemiz
sebzecilik 1slah1 acisindan bu teknigin havug bitkisinde gelistirilmesi biiyiik 6nem arz
etmektedir. Ayrica yapilan calismalar bu teknigin gelistirilmesinin 1slah c¢alismalari

acisindan biiyiik 6nem tasidigini géstermektedir.

Bu tez ¢alismasinin amaci, turuncu ve Hatay Siyahi havug¢ genotiplerinden anter kiiltiirti

yoluyla bitkilerin gelistirilmesi ve daha 6nceden havug genomunda ifade olan (mRNA)



DNA bolgelerinden gelistirilmis SSR markérleri kullanarak anter kiiltiirii ile elde edilen
bitkilerden aday haploit veya DH (homozigot) bitkilerin daha ekonomik ve kolay bir
sekilde se¢ilmesidir. Havugta SSR molekiiler markorleri kullanilarak anter kiltiiriinde
rejenere olmus olasi haploit bitkilerin belirlenmesi konusunda yapilan bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Bu nedenle bu tez ¢alismasi sonuglart havucta anter kiiltiiriinde haploit
bitkilerin daha kolay ve hizli bir sekilde secilmesi konusunda diger arastirmacilara ve

1slahgilara katki saglayacaktir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Kuramsal Temeller

Bitki 1slah programlarinda genetik varyasyonlarin olusturulmasi, yeni ¢esitlerin
gelistirilmesi i¢in en 6nemli ve temel adimlardan biridir. Klasik bitki 1slahinda s6z konusu
genetik varyasyonlar i¢erisinden arzu edilen karakterler bakimindan {istiin genotiplerin
secimi (seleksiyonu) amaclanmaktadir (Salgotra ve Stewart, 2020). Bitkilerde genetik
varyasyonlarin se¢ilmesi, tanimlanmasi ve kullanilmasi i¢in yardimci arag olarak klasik
markdrler ve molekiiler markorler 1slahgilar tarafindan kullanilmaktadir (Xu, 2010; Idrees
ve Irshad, 2014). Klasik markorler arasinda morfolojik markorler, biyokimyasal
markdrler ve sitolojik markdrler bulunurken (Jiang, 2013), molekiiler markorler arasinda
ise, ‘Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)’ (Botstein ve digerleri, 1980),
‘Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP)’ (Vos ve digerleri, 1995), ‘Random
Amplified Polymorphic DNA (RAPD)’ (Williams ve digerleri, 1990; Welsh ve
McClelland, 1990), Simple Sequence Repeat (SSR) (Tautz, 1989; Litt ve Luty, 1989) ve
‘Single Nucleotide Polymorphism (SNP)’ gibi ¢esitli polimorfizm saptama teknikleri yer
almaktadir (Gupta ve digerleri, 2001).

Gilniimiizde klasik markorlerin yerini biiylik 6l¢iide genomik yaklasimlardan gelen
molekiiler markorler almistir (Gupta ve digerleri, 2005; Kumar ve digerleri., 2018).
Molekiiler markorler bir genin alelleri arasindaki polimorfizmi tespit etmek igin
kullanilabilen, mutasyonlari/varyasyonlari ortaya ¢ikarabilen ve genom igerisinde belirli
bir konumla iligkilendirilen bir DNA pargasi olarak tanimlanir (Jiang, 2013). Klasik
markorlere kiyasla molekiiler markorler ¢evresel faktorlerden ve bitkinin gelisme
asamalarindan etkilenmezler (Winter ve Kahl, 1995). Polimorfizmi saptamak i¢in bir
probehibridizasyon teknigi olan Southern blotting (Southern, 1975) ve bir polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) (Mullis, 1990) teknigi olmak tizere iki temel yontem vardir. PCR
veya molekiiler hibridizasyon uygulamalarinin ardindan elektroforez kullanilarak, DNA
orneklerindeki varyasyon veya DNA dizisinin belirli bir bolgesi i¢in polimorfizm, bant

boyutu ve hareketlilik gibi iirlin 6zelliklerine dayali olarak tanimlanabilir (Jiang, 2013).

Bitki 1slah programlarina ve genetik calismalarda kullanilan molekiiler markorlerin

karakteristik Ozellikleri karsilastirmali olarak Tablo 2.1’de sunulmustur.
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Cizelge 2.1. Baz1 molekiiler markorlerin temel 6zellikleri (Ben-Ari ve Lavi, 2012)

Molekiiler Laboratuvar Lokus Polimorfizm Bulunma
. oo .o Baskinhk <
Markor Teknigi Sayisi Diizeyi Sikhigi
Southern blotting
RFLP . Tek lokus Diisiik Esbaskin Orta
Agaroz jel
PCR
RAPD . Coklu lokus Diisiik Baskin Diisiik
Agaroz jel
PCR
AFLP R Coklu lokus Diisiik Baskin Orta
Akrilamid jel
SSR PCR
Tek lokus Cok yiiksek Esbaskin Orta

(Microsatellites) Akrilamid jel

Lokus i¢in

diisiik.
SNP (extension) Tek lokus ) o Esbakin Cok yiiksek
Genotipleme igin

Primer uzama

Mikrogipler
yiiksek.

Mikrosatelit veya basit dizi tekrarlar1 (SSR), ¢ogu bitki tiiriiniin ¢ekirdek genomlarinda
yiiksek siklikta bulunan 1 ila 6 niikleotid uzunlugunda [mononiikleotit (A)11, diniikleotit
(GT)12, triniikleotit (ATT)g, triniikleotit (ATCG)s, pentaniikleotit (TAATC)s ve
hexaniikleotit (TGTGCA)s] degisiklik gosteren ardigik tekrar motifleridir (Beckmann ve
Weber, 1992). Diniikleotit, triniikleotit ve tetraniikleotit tekrarlari, molekiiler genetik
caligmalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir ve triniikleotit tekrarlar bitkilerde en fazla
bulunan motiflerdir (Beckmann ve Weber, 1992; Kantety ve digerleri, 2002; Chen ve
digerleri, 2006). Mikrosatelitlerin bir¢ok organizmada genom haritalamasi i¢in son
derece degerli bir arag oldugu rapor edilmis (Knapik ve digerleri, 1998) ve akrabalik
analizinden popiilasyon genetigine ve biyolojik kaynaklarin korunmasi/yonetimi gibi
farkli alanlarda kullanildig1 bildirilmistir (Jarne ve Lagoda, 1996). SSR’lar, tekrar
motiflerinin bulundugu bdlgenin 5' ucu ve 3' ucundaki DNA dizileri iizerinden
tasarlanacak primerler aracilifiyla PCR teknigi kullanilarak tanimlama i¢in ¢ogaltilir ve
amplifikasyon sonrasinda agaroz veya poliakrilamid jeller {izerinde PCR f{iriinleri
gorsellestirilerek sonuglar degerlendirilir (Idrees ve Irshad, 2014). Bu siiregte primerlerin

gelistirilmesi genellikle maliyetli bir siire¢ olsa da bir tiirde gelistirilip karakterize
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edildikten sonra, SSR’lar tekrar iiretilebilirlikleri, ¢ok alellik yapilari, esbaskin
kalitimlari, yiiksek siklikta bulunmalari1 ve genom capinda uygulanabilirlikleri nedeniyle

molekiiler ¢alismalarda oldukga giiglii araglardir (Liu ve Cordes 2004).

Gecmis yillarda arastirmacilar, bir bitki hiicresinin ¢ekirdegindeki toplam DNA miktarini
(genom boyutunu) cesitli yontemler (feulgen densitometry, reassociation kinetics)
araciligiyla tahmin etmisler ve evrim, popiilasyon genetigi ve bitki 1slah1 gibi bircok
alanda bu bilgileri kullanmislardir (Kron ve digerleri, 2007; Leus ve digerleri., 2009;
Pellicer ve Leitch, 2014). Ancak, giiniimiizde 6rnek hazirlama kolayligi ve ¢ok kisa
siirede giivenilir sonuglarmin elde edilebilmesinden dolayr Flow sitometri (Flow
Cytometry) yontemi yaygin olarak kullanilmaktadir (Dolezel ve digerleri, 2007; Pellicer
ve Leitch, 2014).

Flow sitometri ydnteminin ¢alisma prensibi kisaca ii¢ adimda ozetlenebilir. ilk olarak
hiicre ¢ekirdeklerini ortaya ¢ikarmak i¢in bir bitki dokusu 6rnegi uygun bir sivi tampon
icinde parcalanir. Devaminda ¢ekirdekler, DNA'ya baglanan bir florokrom ile boyanir ve
cekirdekler, her ¢ekirdege bagli boya miktarini 6lgen bir flow sitometrisinden gegirilir.
Sonug olarak ¢ekirdegin DNA miktar1 belirlenir (Pellicer ve Leitch, 2014). Flow sitometri
analizinde bilinen bir ploidi diizeyine sahip bir 6rnegin DNA igerigi, bilinmeyen bir
ornegin DNA ploidi diizeyini belirlemek icin bir referans standart olarak kullanilmaktadir

(Dolezel ve digerleri, 2003).

Bitkilerde poliploidi seviyelerinin tanimlanmasi igin, kloroplast sayisinin belirlenmesi ve
stoma hiicrelerinin boyutuna bakilmasi gibi dolayli yontemler hizli ve basittir (Ciprian-
Salcedo ve digerleri, 2020). Ancak, bu dolayli yontemler genellikle hatali sonuglar
vermektedir ve kromozom sayimi veya flow sitometrisi ile genom boyutu Ol¢iimii gibi
yontemlerle ise daha dogru olarak belirlenmektedir (Sattler ve digerleri, 2016).
Kromozom saymmi yontemi poliploidi seviyelerini tespit etmek i¢in en dogru yontem
olarak kabul edilmistir (Sattler ve digerleri, 2016). Ancak kromozom sayilarinin sitolojik
sayimi, kromozom sayilar1 ve boyutlarindan dolay1 ¢ok zor bir tekniktir ve her tiir i¢in
son derece spesifik protokoller gerektirmektedir (Dolezel ve digerleri, 2007; Ciprian-
Salcedo ve digerleri, 2020). Buna karsin, flow sitometri yontemi, ploidi seviyesini 6l¢mek

ve dogrulamak i¢in hizli, giivenilir ve basit bir yontemdir ve kisa siirede ¢ok sayida hedef
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bitkinin analizine olanak saglamaktadir (Roy ve digerleri, 2001; Sattler ve digerleri,
2016). Dolayistyla biiyilik bitki popiilasyonlarini degerlendirme kapasitesi ve yliksek
etkinligi nedeniyle, flow sitometri yontemi bitki 1slahinda seleksiyon siireclerini
hizlandirmak igin yaygin bir ara¢ olarak kullanilmaktadir (Ojiewo ve digerleri, 2006;
Ciprian-Salcedo ve digerleri, 2020). Bu yontemin en biiyiik dezavantajlar1 ise analiz
maliyetlerinin yiiksek olmasi ve diploit bitkileri katlanmis haploit bitkilerden ayirt
edememesidir. Bu yontemlere ek olarak, haploit kiiltiiriinden gelismis bitkileri es-baskin
ozellikteki SSR ve izoenzim gibi molekiiler markorlerle analiz ederck aday haploit
bitkilerin belirlenmesidir (Keles ve digerleri, 2015). Bu yontemin sonuglari flow sitometri
analizi ile karsilatirildiginda yontemin aday haploit bitkilerin se¢ciminde oldukca etkin
oldugu, daha kolay ve bitki gelisiminin erken agamalarinda haploit veya katlanmis haploit

bitkilerin se¢ilmesine olanak sagladigi goriilmiistiir. (Kiszczak ve digerleri, 2010).

2.2. Kaynak Arastirmasi

Andersen ve digerleri (1990) gerceklestirdikleri ¢caligmada havugta anter kiiltiirtiyle in
vitro haploit bitki elde etme olasiliklarini arastirmislardir. Iki agikta tozlanan havug
cesidinin ¢icek semsiyeleri hasat edildikten sonra 2 ila 4 giin 5-7 °C’ de bekletilmistir.
Cicek tomurcuklarinin sterilizasyon isleminden sonra anterler besin ortamina ekilmistir.
Anterlerin ekilecegi ortamda Gamborg B5 besin ortamina ilave olarak 500 mg/L
glutamine, 100 mg/L serine, 0,1 mg/L NAA, 0,1 mg/L 2,4-D, %10 sukroz ve %0,8 agar
kullanilmistir. Ekilen anterler 27 °C’de 2 hafta boyunca karanlikta bekletilmistir.
Sonrasinda ayni sicaklikta 1s1kl1 ortama alinmistir. Rejeneresyon ortami olarak BS besin
ortami ve %2 sukroz kullanilmigtir. Ayrica mikrosporlardaki uygun g¢ekirdek gelisim
asamalar1 belirlenmistir. Anter kiiltiirtinden elde edilen 26 farkli bitkide kok ucu sayimi
ile ploidi seviyesi belirlenmistir. Kirk iki klon bitki test edilmis ve on dort klon bitkide
haploit bitki tiretimi gergeklesmistir. Yirmi bes klon bitkide diploid bitki olusumu
gozlenmistir. Ug klon bitkide haploit ve diploit bitkiler gozlemlenmemistir. Bu protokol

kullanilarak daha sonraki ¢alismalarda basarili sonuclar elde edilmistir.

Hu ve digerleri (1993), farkli oranlarda bitki biiyiime diizenleyicisi kullanilarak havugta
anter kiiltlirii yoluyla haploit bitki {iretimini arastirmiglardir. Havuglarin olgunlagsmamis

anterleri fitohormonlarin g¢esitli kombinasyonlarini igeren MS ortaminda kiiltiire
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alinmigtir. Bu kombinasyonlardan 0,01 mg/L 2,4-D ve 0,1 mg/L kinetin eklenmesinin
kallus olugsumunu arttirdig1 gézlemlenmistir. Kallus formunun en yiiksek orani (%12) 1
mg/L 2,4-D ve 1 mg/L kinetin i¢eren ortamda gézlenmistir. Embriyo olusumu ise 1 mg/L
2,4-D ve 0-0,1 mg/L kinetin i¢eren ortamda gbézlemlenmistir. Ancak en yiiksek embriyo
gelisim oran1 (%15) 1 mg/L 2,4-D ve kinetinsiz ortamda gézlenmistir. Rejenere olan 18
bitki arasindan, 16 bitkinin haploit ve diger iki bitkinin aneuploit oldugu tespit edilmistir

Gorecka ve digerleri (2005) havugta anter kiiltiirii ile yaptiklar1 ¢alismada, dondr bitki ve
kiiltiir prosediirleri gibi faktorlerin andogenesis verimliligine etkisini arastirmislardir.
Karoten orani yiliksek bes havuc genotipi secilmistir. Anter kiiltliriinde iki prosediir
karsilastirilmustr. I1ki iki hafta karanliga maruz biraktiktan sonra 1s13a maruz birakma ve
ayni bilesimde taze bir ortama aktarma, ikincisi ise taze bir ortama aktarmaksizin
embriyolar goriinene kadar karanlikta bekletilmesidir. Tiim kombinasyonlarda 27 °C
sicaklik uygulanmigtir. Donér genotipler arasinda istatiksel olarak farkliliklar belirlenmis
ve HCM genotipinin her 100 anterde 5,6 embriyoyla en verimli genotip oldugu
gbzlenmistir. Anter kiiltiiriniin ikinci prosediiriiniin daha etkili, ucuz ve daha az karmagsik
oldugu ve en ¢ok embriyo olusumunun (her 100 anter) anterlerin ilk embriyolar olusana
kadar taze ortama transfer etmeksizin karanlikta inkiibe edilmesinde edildigi

belirtilmistir.

Gorecka ve digerleri (2009a), havugta rejenerasyon siirecinin verimliliginde rejenerasyon
ortaminin etkisinin belirlenmesi amaciyla yaptiklar1 anter kiiltiirii caligmalarinda yedi
havug genotipi kullanmislardir. Anter kiiltiirii i¢in dort farkli besin ortami; hormonsuz B5
ve MS ortamu, aktif komiirlii MS ortam1 ve MS ortamina ilave 1 mg BA ve 0,01 mg NAA
kullanilmistir. Anter kiltlirlerinden gozlemlenen embriyolar sekonder embriyolari
tiretmistir ve bitki rejenerasyonu gozlemlenmistir. Sekonder embriyo hormonsuz BS5
besin ortaminda goézlemlenmistir. Rejenerasyon siirecinin verimliliginin g¢eside bagh
oldugu bulunmustur. Diger ¢esitlerle karsilastirildiginda en ¢ok androgenik olusum Feria
F1¢esidinde gézlemlenmistir. Feria F1 ¢cesidinde androgenik embriyolarin ¢cogu sekonder
embriyo formunda olmustur. On iki hafta boyunca bir embriyodan 102 bitki rejenere
olmustur. Rejenerasyon surecinin havug genotipine ve uygulanan rejenerasyon ortamina

bagli oldugu belirtilmistir.
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Gorecka ve digerleri (2009b), havugta double haploitlerin arastirilmasi i¢in yirminin
tizerinde havug genotipi kullanmiglardir. Tomurcuk biiytikligii icin embriyogenesisde
optimum agamanin tek ¢ekirdek asamasi oldugu belirtilmistir Anter kiiltliriinde alt kiiltiire
almaksizin 27 °C’de karanlikta bekletmenin embriyogenesis olusumu i¢in 6nemli etkiye
sahip oldugu tespit edilmistir. Cam sera kosullarinda yetistirilen bitkiler agik alanda
yetistirilenlerden daha fazla embriyo iiretmistir. Rejenere olan bitkiler hindistan cevizi
torfuna ekilmis, biiyiime odasi ve cam serada aklimize edilmistir. Sitolojik ve sitometrik
caligmalar rejenere olan bitkilerin %90’in {izerinde double haploit ve izoenzim analizinde

%96-100 homozigotluk gosterdigi tespit edilmistir.

Kiszczak ve digerleri (2010) tarafindan gerceklestirilen ¢aligmada, anter kiiltiirlerinden
elde edilen havug bitkilerinin ploidi ve homozigotluk durumlarinin tespiti hedeflenmistir.
Berjo, Kazan F1, Narbonne F1 ve Splendid F1 genotipleri kullanilmistir. Ploidi seviyeleri
flow sitometri cihazi kullanilarak belirlenmistir. Analiz edilen bitkilerin homozigotluk
durumlar1 izoenzimlerden fosfoglukoz izomeraz (PGI) ve aspartat aminotransferaz
(AAT) kullanilarak belirlenmistir. Sitometrik testlerle anter kiiltiirlerinden olusan havug
bitkilerinin %90°dan daha fazlasinin double haploit oldugu belirlenmistir. Berjo, Kazan
F1 ve Splendid F1 genotiplerinden gelisen androgenik bitkilerin PGl ve AAT izoenzimleri
analizinde %100 homozigot oldugu belirlenmistir. Narbonne F1 genotipinden elde edilen
androgenik bitkilerin PGI analizinde %94 ve AAT analizinde ise %100 homozigot oldugu
belirlenmistir. Kazan F1 genotipinin androgenik bitkilerin AAT enzim sistemi ile
analizinde %89’nun homozigot oldugu, PGl enzim sisteminin ise heterozigotlari
homozigotlardan ayirmadigi belirlenmistir. Bu sonuglar enzim polimorfiziminin havug
genotipine bagli oldugunu géstermistir. Bu nedenle birden fazla izoenzim sistemiyle
bitkilerin homozigotluk durumlarinin dogrulanmas1 gerekmektedir. Sonug¢ olarak
androgenik havug bitkilerinde homozigotlugu belirlemek i¢in PGI ve AAT izoenzim

sistemlerinin kullanilabilecegi belirtilmistir.

Gorecka ve digerleri (2014), yaptiklar1 ¢alismada havugta anter kiiltiiriinde poliaminlerin
etkisini aragtirmiglardir. Bu ¢alismada, Kazan F1 ve Narbonne F1 havug genotiplerinin
anter kiiltiirinde androgenesisin verimliligine putresin ve spermidin poliaminlerinin
etkisi incelenmistir. Kazan Fi1 genotipinde, iki poliaminin ayr1 olarak ve

kombinasyonunun her birinde embriyo miktarinda artis gozlenmistir. Narbonne Fi
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genotipinde poliaminlerin faydali bir etkisi gozlenmemistir. Putresin ilave edilen
rejenerasyon ortaminda gozlemlenen bitkilerin miktar1 artmistir. En iyi putresin miktari
1 litre i¢in 0,5 mg olarak belirlenmistir. Olusan bitkilerin ploidi seviyesinde herhangi bir
farklillk gozlemlenmemistir. Bitkilerin %80’den fazlasi PGl ve AAT izoenzim
analizlerinde homozigot olarak belirlenmistir. Anter kiiltiirinde embriyolardan olusan
bitkilerin rejenerasyonunda her 1 litre ortama 160 mg putresin ilavesi pozitif etki
yaratmustir. Androgenik bitkilerin biiyiik bir kisminda haploit kromozom seti spontane

double haploit ile yer degistirmistir.

Kiszczak ve digerleri (2014), tarafindan gergeklestirilen ¢aligmada diisiik sicakligin
havugta in vitro androgenesise etkisi arastirilmistir. Diistik sicaklik (4 °C) anter
kiiltirinde adrogenesisi tesvik etmek icin dondr bitkilere siklikla uygulanmaktadir.
Havug anter kiiltiirleri i¢in dondr bitki 9, 12, ve 21 giin soguk uygulamasindan sonra
anterler kiiltiire alinmistir. 12 giin boyunca soguk uygulamasinin etkili sonu¢ verdigi
gozlemlenmis ve her 100 anterde 24,3 embriyo olugsmustur. Bitkilerin embriyolardan
rejenere olma, adaptasyon ve sonrasinda onlarin ploidi ve homozigotluklari
degerlendirilmistir. Ploidi seviyesi flow sitometri cihazi ile 6l¢lilmistiir. 2x kromozoma
karsilik gelen DNA miktariyla adrogenesisten elde edilen bitkiler karsilastirilmistr.
Homozigotluk orani degerlendirildiginde, bu bitkilerin gametik orjini PGI izoenzim
analizinde %77,8, ATT izoenzim analizinde %75,0 olarak belirlenmistir. Homozigot

veya heterezigotluk dagiliminin 1s1 sokuna bagli olmadigi belirtilmistir.

Keles ve digerleri (2015), yaptiklart ¢aligmada farkli biber tiplerinde spontane ikiye
katlanmig haploidi oranlarmi karsilastirmislardir. Bitki materyali olarak yedi ¢arliston,
alti dolmalik, sekiz kapya ve yedi yesil biber genotipi kullanilmistir. Dort mg/L
naftalinasetik asit, 0,5 mg/L 6-benzilaminopurin, %0,25 aktif komiir, 30 g/L sakaroz ve
15 mg/L giimiis nitrat (AgNO3) igeren MS besin ortami kullanilmigtir. Anter kiiltiirii
yoluyla olusan bitkilerin ploidi seviyeleri hem flow sitometrisi hem de basit dizi tekrarlari
(SSR) markorii kullanilarak tespit edilmistir. Sonuglar, farkli biber tiplerinde farkli
spontane katlanmis haploidi oranlarinin elde edildigini gostermistir. Haploit bitkilerin en
yiiksek spontane katlanma orani, %53,4 (alt1 genotipin ortalamasi) ile dolmalik biber

tipinde gbzlenmistir. Bunu sirastyla %31,9 ve %30,4 ile ¢arliston ve kapya biber tipleri
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izlemistir. Yesil biber tipi genotipleri ortalama %22,2 ile en diisiik spontane katlanmis

haploidi oranin1 vermistir.

Kiszczak ve digerleri (2016), havucta katlanmis haploit eldesi i¢in anter kiiltiirii ve
mikrospor kiiltiirlerini karsilastirmislardir. Ug havug genotipi (Kazan F1, Feria Fi, ve
Narbonne F1) kullanilarak iki method karsilastirilmistir. Anter ve mikrospor kiiltiirlerinin
her ikisinde de bitki liretiminin her adiminda verimliligi etkileyen ana faktoriin genotip
oldugu gozlenmistir. Mikrospor kiiltiiriiyle karsilastirildiginda anter kiiltiiriinde Feriha
F1’de androgenesisin verimliligi daha yiiksek ve bitkilerin daha ¢ok adrogenik yapidaki
kiiltirlerden olustugu bulunmustur. Kazan F1 ve Narbonne Fi’de daha ¢ok anter
kiiltiirlinden elde edilen bitkilerin adrogenik yapida oldugu tespit edilmistir. Anter
kiiltiirlerinden  iiretilen androgenik bitkilerin daha iyi aklimize oldugunu
gbzlemlemiglerdir. Narbonne F1’in aklimize olan bitkilerinin ploidi dl¢limiinde, anter
kiiltiirtinden gelismis bitkilerin ¢ogunun katlanmis kromozom seti icerdigi belirlenmistir.
Mikrospor kiiltiiriinden elde edilen bitkilerin biiyiik bir kisminin ise haploit yapida oldugu
belirlenmistir. Anter kiiltiiriinde olusan bitkilerin PGI ve AAT izoenzimleriyle analizinde
homozigotluk oraninin genotipe bagli oldugu bulunmustur. Mikrospor kiiltiiriinde ise elde
edilen bitkilerin biiylik bir kisminin genotip ne olursa olsun homozigot oldugu tespit

edilmistir.

Domblides (2017), havugta anter kiiltiirii ve tozlanmamis ovaryum kiiltiirii ile katlanmig
haploit tiretim metodu gelistirmek i¢in bir ¢alisma yapmustir. Her iki yontemde Nantes 4
ve NIIOCH336 havug ¢esitleri kullamilmistir. Toplam olarak 450 ovul ve 223 anter
Murashige ve Skoog (MS) besin ortami ve 2,4-D kullanilarak hazirlanan besin ortamina
ekilmistir. 5-6 hafta sonra ovullerden kallus olugsmustur. Tiim kallus ve embriyolar bitki
rejenerasyonu i¢in Kinetin kullanilan taze ortama aktarilmistir. Gynogenik yapilarin
%36’s1 kallus ve %2,1’i embriyonik yapilardan olusurken anter kiiltiiriinde ise %22,2
oraninda kallus olusumu goézlemlenmistir. Bu ¢alisma ile iki teknik karsilastirildiginda

ovaryum kiiltiirlinlin daha verimli oldugu gézlemlenmistir.

Kiszczak ve digerleri (2018), tarafindan yiiriitiilen caligmada, Daucus carota L. bitkisinde
yiiksek oranda DH bitkiler elde edilmesinde genotipin etkisi, dondr bitkilerin yapisi ve

bliylime sartlart arastirilmistir. Ayrica cesitli rejenerasyon ortamlarinin  etkisi
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incelenmistir. Calismada B5 besin ortamina ilave olarak 2,4-D ve 0,1 g-L ™! NAA
kullanilmistir. Genotipe bagl olarak, her 100 anterde 1,2- 305,3 embriyo gozlenmistir.
En fazla embriyo gelisimi (100 anterde 5,5) tek bir semsiye ¢icegi igeren birincil stirgiinlii
donor bitkilerden olusmustur. Androgenik embriyolardan bitkilerin rejenerasyonu en ¢ok
hormonlar ve aminoasitler olmaksizin B5 besin ortaminda gézlenmistir. Ploidi analizinde
bitkilerin %92’si double haploit kromozom seti ve %8’1 tetraploit kromozom setine sahip
olmustur. Katlanmis haploit kromozomlarin gametik orijinlerinin  %73’tin PGl

izoenziminde ve %100’tin AAT izoenziminde homozigot oldugu gézlemlenmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

Bu ¢alisma Bursa Uludag Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bahge Bitkileri Béliimii Doku
Kiiltiirti Laboratuvari’nda gergeklestirilmistir. Molekiiler analizler ise Bursa Uludag
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri Boliimii Biyoteknoloji Laboratuvarinda
gerceklestirilmistir.

3.1. Calismada Kullamlan Bitkisel Materyal

Anter kiiltiirii i¢in turuncu ve Hatay siyahi tipi havug genotipleri ¢igek bitkisel materyal
olarak kullanilmistir (Sekil 3.1 A, B).

Sekil 3.1. Havug genotiplerinin ¢igek goriiniimii A) Turuncu ve B) Hatay siyahi tipi havug
genotiplerinin ¢igek goriiniimleri

3.2. Uygun Asamaya Gelen Cicek Tomurcuklarinin Belirlenmesi

Cicek tomurcuklarinin igerisinde bulunan anterlerin mikrospor gelisim asamasi
asetokarmin boyama yontemiyle belirlenmistir. Asetokarmin ¢ozeltisi; 55 mL ddH20, 45
mL asetik asit ve 0,5 gram asetokarmin kullamlarak hazirlanmstir. Ug ila bes adet anter
lam iizerine konulduktan sonra iizerine 1-2 damla asetokarmin damlatilarak iyice ezilen
anterlerin tizerine lamel kapatilarak 1s1k mikroskobu altinda immersiyon yagi kullanilarak
100X objektif ile incelenmistir (Sekil 3.2 A, B, C).
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Sekil 3.2. Anterlerin asetokarmin ile boyanmast A) Lam fizerine konulan anterler B)
Anterlerin lizerine asetokarmin damlatilmasi C) Anterlerin asetokarmin boyast ile ezilmesi

3.3. Kullanilan Malzemelerin Strelizasyonu

Tiim calisma steril kabin igerisinde gergeklestirilmistir (Sekil 3.3). Calisma sirasinda
kullanilan tim materyaller otoklavda 121 °C’de ve 1 ATM basingta 20 dakika steril

edildikten sonra steril kabin igerisine alinmistir.

Sekil 3.3. Steril kabinin gériiniimii

3.4. Calismada Kullanilan Bitki Besin Ortami

Calismada Gamborg B5 besin ortamina ilave olarak 500 mg L! glutamine, 100 mg L™
serine, 0,1 mg L 2,4-D, 0,1 mg L NAA, 100 g L sakkaroz ve 6,5 g L™ agar
(Andersen ve digerleri, 1990) kullanilmistir. Ortamin pH’s1 5,8 olarak ayarlanmustir.

Rejenerasyon ortami ise Gamborg B5 besin ortaminda %20 sakaroz ve 6,5 g L™t agar

kullanilarak hazirlanmigtir. Ortamin pH’s1 6,0 olarak ayarlanmistir.
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3.5. Cicek Tomurcuklarimin Sterilizasyonu

Tarlada ¢igek saplarindan kesilen havug ¢icekleri su ile doldurulmus siselere alinmis ve
buzdolabinda +4 °C’de 4 giin boyunca bekletildikten sonra besin ortamina ekilmislerdir.
Sterilizasyon i¢in havug ¢igekleri cesme suyu ile yikandiktan sonra Tween20’de 5 dakika
bekletilmistir. Daha sonrasinda ii¢ defa ddH.O (distile su) ile yikanmis ve %70’lik
etanolde 45 saniye bekletildikten sonra distile su ile tekrar ii¢ defa yikanmistir. %20°’lik
camasir suyunda 5 dakika bekletildikten sonra distile su ile 3 defa yikanmistir (Sekil 3.4

A, B). Sonrasinda havug ¢icekleri petri igerisine konularak kurutulmustur.

Sekil 3.4. Cicek tomurcuklarmin sterilizasyonu A) Tomurcuklarin ¢esme suyu ile
yikanmasi B) Tomurcuklarin sterilizasyonu

3.6. Anterlerin Besin Ortamina Ekilmesi

Sterilizasyon islemi tamamlanan anterler mikroskop altinda ¢icek tomurcuklarindan
flament kismi alinmadan sadece anter olacak sekilde ayrilmis ve besin ortamina
ekilmistir. Bu asamada 0,5-0,9 mm boyutundaki ¢igek tomurcuklarindan ¢ikarilan
anterler kullanilmistir (Sekil 3.5 A, B, C).
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Sekil 3.5. Tomurcuk boyutunun belirlenmesi. A) Uygun tomurcuk boyunun belirlenmesi,
B) Mikroskop altinda tomurcuktan anterin ayrilmasi C) Anterin goriiniimi

Calismada her genotipten 2500 adet anter kullanilmistir. Her bir petri kabina 50 adet anter
ekilmistir (Sekil 3.6). Kontaminasyonun engellenmesi igin petri kaplar1 parafilm ile
kapatilmis ve 27 °C’de karanlik ortamda anterler gelisim gosterinceye kadar

bekletilmistir.

Sekil 3.6. Petri kabina ekim yapilmis anterler

3.7. Gelisim Gosteren Anterlerin Rejenerasyon Ortamina Aktarilmasi

Embriyo gelisimi gosteren anterler rejenerasyon ortamina (%2 sakaroz iceren Gamborg
B5 besin ortami, pH 6,0) aktarilarak 25 °C ve 16 saat 151k/8 saat karanlik olan iklim
kabininde biiyiitiilmiistiir. Anterlerden gelisen bitkicikler 750 mL’ lik cam

kavanozlardaki rejenerasyon ortamina dikilmislerdir (Sekil 3.7 A, B).
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Sekil 3.7. Gelisim gosteren anter A) Kallus gelisimi gosteren anter B) Rejenerasyon
ortaminda biiyiiyen bitkicik

3.8. Bitkilerin Vermikiilit Ortaminda Koklendirilmesi

Gelisen bitkilerin koklenmesi ve dis ortama alistirilmasi amaciyla yar1 yariya sivi BS
besin ortami igeren vermikiilit (750 mL’lik cam kovanozun 1/3 vermikiilit ile
doldurularak) otoklavlandiktan sonra bitkiler distile suyla temizlenerek bu ortama
dikilmistir. Vermikiilit ortam1 bitkilerin daha iyi koklenerek dis ortama alismasini

kolaylastirmistir (Sekil 3.8).

Sekil 3.8. Vermikiilit ortaminda biiyiitiilen havug bitkisi
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3.9 Bitkilerin Dis Ortama Alistirilmasi

Vermikiilit ortaminda iyice kdklenen ve gelisen bitkilerin kapaklart asamali bir sekilde
acilarak dis ortama alistirilmasi saglanmistir. Sonrasinda bitkiler torf ve perlit (1:1) igeren

saksilara ve sonrasinda araziye dikilmislerdir (Sekil 3.9 A, B).

Sekil 3.9. Bitkilerin dis ortama alistirilmast A) Torf-perlit karisimli saksiya dikilmesi B)
Bitkinin araziye dikimi

3.10. SSR Molekiiler Markorlerle Haploid/Katlanmis Haploid (Homozigot) ve
Dipolid (Heterozigot) Bitkilerin Belirlenmesi

3.10.1. Ornekleme ve DNA izolasyonu

Gelisen her bitkiden rejenerasyon ortamina aktarma agsamasinda DNA ekstraksiyonu i¢in
yaprak numuneleri alinmis ve 72 saat liyofilizatérde (Christ Alpha 1-4 LD Plus, Amerika
Birlesik Devletleri) kurutulmustur. Kurutulan yaprak numuneleri DNA izolasyonu
yapilana kadar-20°C’de muhafaza edilmistir (Sekil 3.10).

Futterer ve digerleri (1995)’nin gelistirdigi yonteme goére DNA izolasyonu asagida
belirtildigi gibi gerceklestirilmistir.

1- Liyofilizatorde kurutulmus -20 °C’de bekletilen yaprak numunelerinde 20 mg alinarak

2 mL’lik mikro santrifiij tiiplere aktarilmistir.
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Sekil 3.10. Anter kiiltiiriinden elde edilen bitkilerden alinan yaprak orneklerinin
liyofilizatérde kurutulmasi

2- Yaprak numunelerinin par¢alanmasi amaciyla 2 mL’lik mikro santrifiij tiiplere cam

boncuklar eklenmis ve drneklerin 10 dakika siireyle par¢alanmasi saglanmistir.

3- Sonrasinda 1 mL ekstraksiyon tamponu [50 mM Tris-HCI pH 8,0, %1 Cetyl
trimethylammonium bromide (CTAB), 50 mM Na:EDTA, 0,7 M NacCl] eklenmis ve

vortekslenmistir.

4- Homojenize edilen drenkler 65 °C sicaklikta 30 dk su banyosunda inkiibe edilmis ve

inkiibasyon sirasinda 10 dk ara ile mikro santrifiijtiipleri karistirilmistir.

5- Oda sicakligina gelene kadar bekletildikten sonra tizerlerine 800 pL kloroform izoamil
alkol (24:1) ilave edilen 6rnekler 16 000 g hizda 5 dk santrifiij edilmistir.

6- Stantrifiij isleminden sonra 6rneklerin sadece en st fazi alinarak yeni 2 mL’lik yeni

mikro santrifiij tiiplere konulmustur.

7- Orneklerin iizerine 100 pL %10’luk Cetyl trimethylammonium bromide (CTAB)
tamponu ve 800 uL kloroform izoamil alkol (24:1) ilave edildikten sonra karistirilmis ve
16 000 g hizda 5 dk santrifiij edilmistir.
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8- Santrifiij edilen orneklerin en iist faz1 2 mL’lik yeni mikro santrifiij tiliplere

aktarildiktan sonra 800 pL izopropanol eklenmis ve -80 °C’de 1 saat bekletilmistir.

9- Ornekler oda sicakligina gelene kadar bekletildikten sonra DNA’larm tiipiin dibine
¢okmesi icin 16 000 g hizda 10 dk santrifiij edilmistir.

10- En altta olusan pellet kismi1 kalacak sekilde sivi kisim dokiilmiis ve iizerine 400 pL 1
M’lik NacCl ilave edilmistir.

11- Ornekler su banyosunda 65 °C sicaklikta 20 dk bekletiletildikten sonra 16 000 g hizda
5 dk santrifiij edilmistir.

12- Orneklerin iizerine 1 mL %9611k etil alkol eklenerek -20 °C’de 12 saat bekletilmistir.

13- 12 saat sonra drneklerin oda sicakligina gelmesi saglanarak 16 000 g hizda 10 dk

santrifiij edilmistir.

14- Sonrasinda 500 pL %70’lik etanol eklenmis ve 16 000 g hizda 5 dakika santrifii

edilmistir.

15- Sonrasinda etanoliin ugmasi i¢in tiipler kurumaya birakilarak etanoliin iyice ugmasi

saglanmustir.

16- Orneklere 50 uL TE (1 M Tris-HCI pH 8.0, 0.5 M EDTA) ilave edilerek DNA’lar

¢Oziindiiriilmiis ve -20 °C’de muhafaza edilmistir.

3.10.2. Cahsmada kullanilan SSR primerleri

Calismada haploit veya katlanmig haploit bitkileri diploit bitkilerden ayirmak amaciyla
Cavagnaro ve digerleri (2011) tarafindan gelistirilen ve asagida 6zellikleri verilen SSR
markor primerleri kullanilmustir (Cizelge 3.1.). ileri primerlerinin 5> ucuna M13 kuyruk
dizileri (TAAAAACGACGGCCAGTGC ve  TGTAAAACGACGGCCAGT)
eklenmistir. Bu diziler 700 nm ve 800 nm dalga boyundaki infrared boya (Li-Cor IRDye)
ile 5” ucundan etiketlenmis M13-IRD700-5’-TGTAAAACGACGGCCAGT-3’ ve M13-
IRD800-5’- TAAAAACGACGGCCAGTGC-3’ primerlerin dizileri ile eslesmektedir.
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Bu sekilde PCR iirlinlerindeki uzun dalga boyu 1simalar1 1simalart Li-Cor 4300 DNA
Analyzer (Amerika Birlesik Devletleri) cihazi ile algilanabilmektedir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan SSR primerleri (Cavagnaro ve digerleri, 2011)

. . Primer Dizisi Primer Baglanma
SSR Primerleri (5-3") Sicakhig (°C)
GSSR-5-M13IRD800_F ATAATAAACCCAACCAGACCCC 54
GSSR-5_R ATCAGGCAAATCCCATACTGAC
GSSR-6-M13IRD800_F TCTCCTCTTGATTCTTCTTCGC 57
GSSR-6_R CCAATAAGCGTAAGCGTTTCTC
GSSR-11-M13IRD700_F TTAAATTCACCACAACGCCTC 54
GSSR-11_R GGGTAATCGGACTGTGTTTTGT
GSSR-14-M13IRD700_F CCACCTTGGACAAAGCAAAC 55
GSSR-14 R GCCCAGTTCTTCTTAATTGCAG
GSSR-24-M13IRD700_F GCCAACCATCAAAATCACTTCT 58
GSSR-24 R GAATAACTGCCTGCAATACCG
BSSR-14-M13IRD700_F TACCCATAACTCAAGTTGGATAATTC 50
BSSR-14 R AATGTCTAAACCCACTGATTTAAAAG
BSSR-52-M13IRD800_F AATTAGGATTGGAATCACTGCGAGT 55
BSSR-52_R ATAGGCAAATGTCATGGATAACTGAA
BSSR-89-M13IRD800_F GCACAGAAATGTTATGTATCCTGTTT 53
BSSR-89 R AGGAGGAAAGGAGAATTCGAATG

3.10.3. PCR reaksiyon kosullari

Toplam PCR reaksiyon hacmi her ornek icin 20 pL olarak asagidaki sekilde
hazirlanmistir (Cizelge3.2.).

Cizelge 3.2. PCR reaksiyon {iriinleri

PCR Uriinleri Miktar (ul)
10x PCR tamponu 2
MgCl2 (25 mM) 1.3
5" ucuna M13 primer dizisi eklenmis uzun ileri primer (5 mM) 0,4
Kisa geri primer (5 mM) 0,8

700 nm veya 800 nm dalga boyundaki infrared boya (LI-COR IRDye)

ile 5' ucundan etiketlenmis M 13 primeri (5 mM) 0.5
dNTP karisimi (2,5 mM) 2
ddH20 11,35
Tag DNA Polimeraz enzimi (5 U/ul) 0,15
DNA (40 ng/ul) 15
Total hacim 20
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PCR reaksiyonlar1 dongiisii Cizelge 3.3 te gosterilmistir. PCR Applied Biosystems Veriti
96 Well Thermal Cycler (Amerika Birlesik Devletleri) cihazinda yapilmstir.

Cizelge 3.3. PCR dongiisii

Asama Sicakhik (°C) Zaman Dongii Sayisi
On denatiirasyon 95 3 dk 1
Denatiirasyon 95 30 sn

Primer baglanma

Baglanma (Annealing) sicakliginin 5 °C iizeri 50 sn 5
Uzama (Extension) 72 1dk
Denatiirasyon 95 30 sn
Baglanma Primer baglanma 50 sn 28
& sicakligi
Uzama 72 1dk
Denatiirasyon 95 30 sn
Baglanma o4 50 sn 7
Uzama 72 1dk
Son uzama 72 5dk 1

3.10.4. Poliakrilamid jel elektroforezinde PCR iiriinlerinin goriintiilenmesi

PCR reaksiyonlarin1 konrtol etmek i¢in PCR firlinleri 6nce %]1’lik agaroz jelde
yiriitiilmiis ve daha sonra PCR iirlinleri %6°lik poliakrilamid jele yiiklenmistir. Jel 20 mL
%6’lik akrilamit, 16 uL. TEMED (Tetrametil-Etilendiamin) ve %10’luk 175 pL APS
(Amonyumpersiilfat) kullanilarak hazirlanmistir. Jel cam bloga dokiildiikten sonra 1 gece
oda sicakliginda bekletilmistir. Sonra ki giin Li-Cor 4300 DNA Analyzer (Amerika

Birlesik Devletleri) cihazina yerlestirilmis vel5 dk 6n yiiriitme yapilmistir.

PCR iiriinleri 94 °C’de 5 dk denatiire edildikten sonra 6rnekler buz i¢ine konulmustur.
Denatiire edilmis 6rneklerden jele 0,5 uL yiiklenmistir. Yiriitme islemi ortalama 2-3

saatte gergeklesmistir (Sekil 3.11).
3.11. Flow Sitometri ile ploidi seviyesinin belirlenmesi

Calismada dis ortama adapte olmus iic Hatay siyahi havu¢ genotipine (Sekil 3.12) ait
yaprak orneklerinde flow sitometri ile ploidi seviyeleri dl¢iilmiistiir. Bu dlgiimler Ida

Yasam Teknolojileri (Kocaeli) firmasinda hizmet alim1 seklinde gerceklestirilmistir.
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Sekil 3.11. PCR firiinlerinin %6’lik poliakrilamid jele yiliklenmesi

Sekil 3.12. Flow sitometri cihazi ile 6l¢timii yapilan anterden gelismis havug bitkilerinin
gorunimu
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4 BULGULAR

4.1. Uygun Mikrospor Asamasin Belirlenmesi

Cicek tomurcuklarindaki morfolojik evre ve mikrospor gelisim evresi arasindaki iliskinin
tespit edilerek ekimi yapilacak tomurcuklarin boyutlarinin segilebilmesi i¢in asetokarmin
ile mikrosporlarin boyanmasi yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Bu amagcla her iki
genotipten uygun morfolojik donemde oldugu diistintilen tomurcuklardaki mikrosporlar
151k mikroskobu altinda 100X objektif kullanilarak incelenmigtir. Bu incelemeler
sonucunda tek c¢ekirdekli mikrosporlarin 0,5-0,9 mm biyiikliigiindeki tomurcuklarda

oldugu gozlenmistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. Havu¢ mikrosporunun tek ¢ekirdekli goriiniimii

4.2. Anter Kiiltiirii Bulgularn

Calismada, turuncu ve Hatay siyahi tipi havug genotiplerinden her bir petri kabina 50
anter ekilerek toplamda her genotip i¢in 2500 anter ekimi yapilmistir. Turuncu havug
genotipinde anter gelisimi gozlemlenmezken Hatay siyahi havug¢ genotipinde 16 anter
kallus olusturarak gelisim gostermistir (Sekil 4.2). Hatay siyahi havu¢ genotipinde
anterlerde gelisim B5 besin ortamina konulduktan 10-12 hafta sonra gozlenmistir. Bu
gelisim tiim anterlerde kallus olusturarak gerceklesmistir. Her bir kallustan kotiledon

yapragi olusturan bitkicikler secilerek B5 besin ortami ve %?2’lik sakaroz bulunan 350
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mL’lik cam kavanozlara dikilmistir (Sekil 4.3). Bu asamadayken DNA izolasyonu i¢in
10 bitkicikten yaprak 6rnegi alinarak liyofilizatérde kurutulmus ve -20 °C’de muhafaza
edilmistir (Sekil 3.10). Rejenerasyon ortaminda biiyiiyen bitkiciklerin daha iyi
koklenmesi amaciyla 1:2 oraninda BS besin ortami1 ve vermikiilit igeren 750 mL’lik cam
kavanozlara aktarilmistir. Vermikiilit ortami kdklenmeyi hizlandirarak bitkiciklerin dis
ortama aligmalarini kolaylastirmistir (Sekil 4.4). Vermikiilit ortaminda kok gelisimi
saglandiktan sonra bitkileri dis ortama alistirma agamasina ge¢ilmis ve toplam 3 bitki
saksida gelisme gostermistir. Bu bitkilerden ikisi daha sonra fungal kontaminasyondan
Olmiis ve 1 tanesi tarla kosullarinda gelismis ve ciceklenmistir. Bu bitkinin kendilenmesi

sonucu elde edilen tohumlarda ise ¢imlenme gergeklesmemistir.

Sekil 4.2. Anter kiiltiirii ile androgenik havug bitkiciklerinin olusumu A) Besin ortaminda
gelisim gosteren bir anter B) Anterden kallus ve bitki gelisimi

Sekil 4.3. Gelisim gosteren bitkiciklerin rejenerasyon ortamina aktarilmasi A) Kallustan
kotiledon yapragi olusturan bitkicikler B) Rejenerasyon ortamina aktarilmis bitkicik
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Sekil 4.4. Vermikiilit ortaminda koklenmis havug bitkicigi

4.3. SSR Markorler Kullamlarak Haploit Bitkilerin Secilmesi

Calismada anter kiiltiiriinden gelisen 10 havug bitkisi ve diploit yapida oldugu bilinen 5
kontrol havug bitkisinin DNA izlosyonu yapilmig ve daha sonra Cavagnora ve digerleri
(2011) tarafindan gelistirilen 8 SSR primer kombinasyonu kullanilarak PCR reaksiyonlar1
yapilmistir. PCR iriinleri 6nce %1°lik agarozda kosturularak reaksiyonlarin galisip
caligmadig1 kontrol edilmistir (Sekil 4.5). Daha sonra SSR bantlarinin daha iyi ayrilmasi
i¢in reaksiyonlar %6°lik poliakrilamid jele yiiklenmis ve her SSR markoriindeki alleller
goriintiilenmistir. Test edilen sekiz SSR markdriinden yedi tanesi on bitkide monomorfik
bir bant profili vermistir (Sekil 4.6). Bu sonug, test edilen yedi SSR markoériiniin donor

Hatay siyah1 havug genotopinde polimorfik olmadigini gostermektedir.
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Sekil 4.5. Onbes havug bitkisinde SSR markorii ile yapilan PCR reaksiyonlarinin agaroz
jel goriintiisii. S.M.100 bp DNA ladder (Thermofisher)

SM X KXK K K D DD D DDUD DD D

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Sekil 4.6. Kontrol bitkilerinde (K) polimorfik profil ve anter kiiltiiriinden gelisen (D)
bitkiciklerde monomorfik bant profili. S. M. 50-350 bp DNA ladder (Li-Cor)

GSSR 24 markdérii ise polimorfik bir bant profili vermistir (Sekil 4.7). Diger bir ifade ile
ayn1 donor bitkiden gelen bitkiler bir genetik acilim gostermektedir. Sekil 4.7°de ilk bes
bant kontrol bitkileri (K) gostermektedir. Kontrol bitkileri tohumdan gelen diploit yapida
oldugu bilinen havu¢ genotiplerinden olusmaktadir. Doku Kkiiltiiriinden gelisen (D)

bitkicikler ise 6-15 arasinda numaralandirilan bitkilerdir. On bitkiden dort tanesi ¢ift bant
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(heterozigot), alt1 tanesi (9, 11, 12, 13, 14 ve 15 numarali) ise tek bant (homozigot) profili
gostermistir. On ii¢, on dort ve on bes numarali bitkiler renerasyon agamasindan sonraki
siirecte dis ortama adapte olamamuslardir. Diger tek bant (homozigot) profil gosteren
dokuz, on bir ve on iki numarali bitkiler ise dis ortama alistirilarak gelisimlerini devam
ettirmislerdir. Adapte olmus bu bitkiciklerin flow sitometri cihazi ile ploidi seviyesi

Olciilmiistiir.

SMm XK K K KK D D D D D D DD D D

Sekil 4.7. Kontrol grubu (K) ve anter kiiltiirtinden gelisen (D) bitkiciklerde polimorfik
bant profili. S. M. 50-350 bp DNA ladder (LI-COR)

4.4. Flow Sitometri Ol¢iim Sonuclar

Calismada dis ortama adapte olmus ti¢ Hatay siyah1 havug bitkisinin ploidi diizeyi 6l¢timii
flow sitometri ile yapilmistir. Flow sitometri 6l¢tim sonuglar1 Cizelge 4.1 ve Sekil 4 8°de
gosterilmistir. Kontrol yaprak 6rnegi olarak diploit yapida oldugu bilenen Hatay siyahi
havug genotipi kullanilmistir. Flow sitometri 6l¢iim sonuglarina gore, dokuz numarali
bitkinin triploit yapida oldugu ve on bir, on iki numarali bitkilerin ise diploit yapida
oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.1). Bu sonuglar SSR markdér sonuglart ile
kiyaslandiginda bu bitkilerin homozigot yapida oldugunu ancak spontane kromozom
katlanmasi ile dihaploit hale geldigini gostermektedir. Bu sonug teorik olarak beklendigi
gibidir. Nitekim anter kiiltlirlinden gelisen bitkiler haploit genoma sahipse, anterlerin
alindig1 bitkinin genomunda heterozigot (her iki allelede sahip) olan her SSR lokusunun

sadece bir allelini icerecektir. Ancak dondr bitkinin anterlerinde mayoz boliinme ile dort
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mikrospor gelisirken meydana gelen genetik acilimdan dolay1 her bir mikrospor farkli bir
allele sahip olmaktadir ve bu mikrosporlardan gelisen bitkilerin SSR bant prolifi Sekil
4.7°deki gibi bir genetik acilim gostermektedir. Diger taraftan anter kiiltiiriinden gelisen
bitkiler diploit yapida ise bu bitkilerde SSR lokusunun her iki allelli de goriilecektir. Bu
da bu bitkilerin androgenezle mikrosporlardan degil anterlerin somatik hiicrelerinden
gelistigini gostermektedir. Bununla birlikte tek bir bant (homozigot) profiline sahip
bitkiler her zaman haploit olmayabilir. Bazen doku kiiltiirii asamasinda haploit
embriyolar spontane kromozom katlanmasi ile dihaploit veya autopoliploit bitkilere

doniisebilmektedir.

Bir nuramali triploit bitkinin tarla kosullarinda ciceklenmesi saglandiktan sonra
cigceklerde kendileme yapilmis ve tohum elde edilmistir. Ancak elde edilen tohumlarin
cimlendirme testinde canlilik gdzlenememistir. Nitekim triploit bitkiler esey
hiicrelerindeki genetik dengesizlikten dolay1 kisirdirlar. On bir ve on iki numaral

bitkicikler ise tarla kosullarina adapte olamamaistir.

Cizelge 4.1. Flow sitometri dl¢lim sonuglari

Numune Ad1 Ploidi Seviyesi Cekirdek Yogunlugu
Kontrol Diploit 101

9 Triploit 145

11 Diploit 87

12 Diploit 78
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Sekil 4.8. Flow sitometri 6l¢tim grafigi. Diploit (Kontrol) Triploit (9) Diploit (11) ve
Diploit (12)
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5. TARTISMA VE SONUC

Anter kiiltiirii yoluyla bitkilerin elde edilmesi g¢evre, genotip, bitkinin yetistirilme
kosullar1, uygun ¢ekirdek boliinme zamani, kullanilan besin ortami ve bilesenleri gibi
birgok faktor tarafindan etkilendigi i¢in her bitki hatta her genotip i¢in optimize edilmesi
gereklidir.

Asetokarmin boyama ile hem polen canlili§i hemde mikrosporlarin uygun asamaya gelip
gelmedigi belirlenerek ayni boyuta sahip anterlerin ekilmesi basariyr 6nemli oOlgiide
etkilemektedir. Uygun asamaya gelmemis ya da tek g¢ekirdekli asamayr ge¢mis olan
anterlerin ekilmesi neticesinde herhangi bir olusum gozlemlenemeyebilir. Bu asama
belirlenerek anterlerin ekilmesi basariyr 6nemli Olgiide arttirmaktadir. Asetokarmin
boyama yontemiyle parafin yontemi kadar net goriintiiler alinamamasina ragmen
Karakulluk¢u (1991)’nun patlicanda ve Sayilir ve Ozzambak (2005)’1n biberde yaptig
calismalarda belirttikleri gibi yeterli sonuglar verebilmektedir. Calismamizda havug
bitkisinde tek c¢ekirdekli mikrospor asamasi asetokarmin boyama ydntemiyle

belirlenmistir.

Andersen ve digerleri 1990°da yaptig1 ¢aligmada, havug gesitlerinde uygun tomurcuk
boyutunun 0,7-0,9 mm boyutunda oldugu asamada alinan anterlerdeki polenlerin tek
cekirdekli agsamada oldugu belirlenmistir. Dolayisiyla bu tez ¢alismasinda 0.5-0.9 mm
capindaki ¢icek tomurcuklar1 kullanilmaya calisilmis ve asetokarmin boyama ile
yaptigimiz kontrollerde polenlerin tek c¢ekirdekli asamada olduklar1 goriilmiistiir (Sekil
4.1).

Calismada, turuncu havug genotipinden 2500 anter ekilmis ancak herhangi bir anter
gelisimi gozlenmemistir. Hatay siyahi havug genotipinde ise ekilen 2500 anterin 16’sinda
kallus olusumu ve bitkicik gelisimi gézlenmistir. Ancak her kallustan elde edilen her bir
bitkicik kendi igerisinde haploit veya diploit yapiya sahip olabilir. Bu nedenle her bir

bitkicigin kendi icerisinde incelenmesi gerekmektedir.

Tomurcuk alinan bitkinin biiytitiildiigii zamandaki sicaklik, 1s1k siddeti, giinliik 151k alma
zamani, bitki besin maddeleri ve bitkinin ¢evre sartlarina dayaniklilig1 anter kiltiiriini

etkileyen diger faktorlerdir. Havug bitkisi sicak ortama maruz kaldiginda bitki strese
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girebilmekte ve metabolik faaliyetlerinin etkilenmesiyle anter kiiltiiriinde negatif etkilere
neden olabilmektedir. Bu ¢alismanin yapildig: birinci yil doneminde (20 Mayis) hava
sartlar1 elverisli ve ¢cok sicak olmadigindan Hatay tipi havug genotipinde anter gelisimi
gbzlemlenmistir. Diger genotip (turuncu havug tipi) Hatay tipi havugtan yirmi ila otuz
giin daha sonra ¢i¢ceklenmis bu nedenle bu genotiplerde anterler ii¢ ila dort hafta daha geg
donemde (aniden sicaklik artisinin oldugu donem) kiiltiire alinabilmistir. Bu genotipten
hi¢bir kallus gelisimi gozlenmemistir. Ayrica bir sonraki y1l Hatay tipi ve ii¢ farkli havug
genotipinde ayni uygulama yapildiginda tiim genotiplerde herhangi bir gelisim
gdzlemlenmemistir. kinci yilda anterler yaklasik bir ay daha geg kiiltiire alinmistir. Bu
durum havuglarin yetistirildigi donemde sicakligin fazla oldugunu ve bu sicakligin
anterlerin gelisimini olumsuz yonde etkiledigine isaret etmektedir. Bu nedenle bitkinin
sicaklik stresine maruz kalmadan yetistirilmesi ve anter alinma doneminde sicakligin ¢ok
yikksek olmamasi durumunda anter kiiltiirinde basar1 oranini  arttiracagini
disiinmekteyiz. Bundan sonraki c¢aligmalarda yetistirme donemi sicakligi etkisinin

belirlenmesi gerekmektedir.

Anter kiiltiirlinde uygun asamaya gelmis olan ve mitoz boliinmeden 1-2 giin 6nceki
zamanda toplanan umbellerin buzdolabinda 4-7 giin bekletilmesi anterlerde biriken
nisasta liretimini azaltti1 i¢in haploit yapiya sahip bitkiciklerin olusumunu arttirdigi
bildirilmektedir (Sharma ve Nayyar, 2016). Bu tez ¢alismasinda hasat edilen umbeller
dort giin siire ile buzdolabinda 4 °C’de bekletilmis ancak bitkilerin yetistikleri ¢evre
kosullarinin daha etkili olmasindan dolay1 ikinci yil yapilan anter kiiltliriinde bu

uygulamanin bir etkisinin olmadig1 goriilmiistiir.

Rejenerasyon siirecinde besin ortamina bitki biiyiime diizenleyicisi ve aminoasit ilave
edilmemis, bitkinin sadece gamborg BS5 besin ortaminda rejenere olmasi saglanmistir.
Doku kiiltiiriinde kullanilan bitki biiylime diizenleyicisi ve aminoasitlerin rejenerasyon
stirecinde ilave edilmemesinin havug anter gelisiminde negatif bir etkiye sahip oldugu

gbzlenmemistir. Bu da maliyeti azalttig1 i¢in 6nemli bir unsurdur.

Doku kiiltiiriinden gelisen bitkiciklerin daha iyi koklenmesi i¢in toprak asamasina
ge¢gmeden Once vermikiilit ortamina aktarilmasi koklenmenin daha iyi olmasini ve

bitkinin dis ortama adapte olmasini kolaylastirmistir. Vermikiilit kdklere zarar vermeden
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bitki geligsimini desteklemek i¢in kullanilmistir. Calismada direk rejenerasyondan gelisen
bitkilerin toprak-perlit (1:1) karigimli ortama dikilmesi ve vermikiilit ortaminda
koklendirildikten sonra toprak-perlit (1:1) karisimina dikilmesi denenmis ve vermikiilit

ortaminin havug bitkisi i¢in 1yi koklenmede etkili oldugu gézlemlenmistir.

Bitki besin ortaminda aktif komiir kullaniminin zararl olusumlar1 engelleyerck embriyo
gelisimini pozitif yonde etkiledigi yapilan kaynak arastirmalarinda incelenmis ayrica
karanlik ortam olusumuna katki sagladig1 bilinmektedir. Havug bitkisinde de ikinci yil

denenmis ancak aktif komiirlin olumlu bir etkisinin oldugu gézlemlenememistir.

SSR markorleri esbaskin 6zellikte bir markdr sistemidir. Bu 6zelliginden dolay1 her SSR
lokusundaki allellerin homozigot yapida mi yoksa heterozigot yapida mi oldugu
belirlenebilmektedir. Ayrica SSR markorleri ¢ekinik ve baskin alleleri belirleyebilen,
yapilmast hizli ve ekonomik bir markdr sistemidir. Bu nedenlerle SSR markérleri in vitro
yontemlerle elde edilmis haploit veya katlanmis poliploit bitkileri diploit bitkilerden hizli
ve ekonomik bir sekilde ayirt etmek i¢in kullanilabilir (Ahmadi ve Ebrahimzadeh,2020).
Nitekim anter kiiltiiriinde elde edilen haploit ya da katlanmis poliploit bitkiler, anterlerin
alindig: bitkide heterozigot bir lokusa sahip SSR markorti ile analiz edildiginde bu SSR
markoriin sadece bir allelini (baskin veya gekinik allel olabilir) igereceklerdir. Bu
mantiktan yola ¢ikarak Hatay siyahi havug genotipinde anter kiiltiirii ile elde ettigimiz on
bitkicik sekiz SSR markériiyle incelenmis ve GSSR 24 markoriinde dort bitki heterozigot
bir yapida iki bant igerirken alt1 bitkicigin homozigot bir yapida tek bir banda sahip
oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.7). Bu sonug¢ bu alt1 bitkinin haploit veya katlanmig
poliploit bir genoma sahip oldugunu gostermistir. Keles ve digerleri (2015) Anter
kiiltiriinden gelisen biberlerin flow sitometri ile analizinde diploit olarak belirledikleri
biber bitkilerinde dihaploit ve diploit bitkileri ayirt etmek i¢in es baskin bir SSR markdrii
kullanarak tiim dihaploit bitkilerin homozigot yapida oldugunu gostermislerdir. Keles ve
digerleri (2015) genel olarak, kendiliginden ikiye katlanmis haploidi oranlarinin tiim
biber ¢esitlerinde oldukga yiiksek oldugunu belirtmislerdir. Havug bitkisinde de spontane
dihaploit olusumunun gbzlenmesi yaygindir. Calismamizda da GSSR 24 SSR markorii
ile homozigot olarak belirlenen bitkilerin flow sitometri analizinde kromozom
katlanmasiyla dihaploit ve triploit genoma sahip olduklar1 gézlemlenmistir. Bu olusum

kendiliginden meydana gelmis olup herhangi bir kimyasal kullanilmamastir.
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Anter kiiltiirii ile elde edilen bitkiciklerin SSR markorleri kullanilarak homozigotluk-
heterozigotluklarinin belirlenmesi bitkinin erken gelisim doneminde tespit edilerek aday
haploitlerin secilmesine katki saglamaktadir. Bu sayede heterozigot yapiya sahip
bitkicikler erken safhada elimine edilerek sadece homozigot yapiya sahip bitkiciklerin
gelisimine devam ettirilmesi is giiclinii ve maliyeti azaltmaya yardimci olmaktadir.
Nitekim tiretim maliyeti her doku kiiltiirii ile ¢ogaltim programinda sinirlayici bir
faktordiir. Perera ve digerleri (2008) anter kiiltiiriinden gelistirdikleri Hindistan cevizi
bitkisinde dihaploitleri erken asamada belirmek amaciyla SSR markérlerini
kullanmiglardir. Calismamizda havug SSR primerleri kullanilarak alt1 havug bitkisinin

homozigot yapida oldugu belirlenmistir.

Ulkemiz bitkisel ¢esitlilik bakimindan genis bir yelpazeye sahiptir. Klasik 1slah
yontemleriyle ¢esit gelistirme yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak biyoteknolojik
yontemlerin gelismesi ve bitkilerin totipotensi 0zelligine sahip olmalar1 bitki
biyoteknoloji metodlarinin uygulanabilirligi arttirmis ve bu yontemler gelismis tilkelerde
yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir. Gelismis iilkelerde, bitkisel iiretime katkisindan
dolay1 doku kiiltiirii ¢alismalarina yapilan yatirim her gecen giin artmaktadir. Yiiksek
verimli ve istenilen 6zelliklere sahip bitkilerin gelistirilmesinin artan niifus ve azalan
toprak alani diisiiniildiigiinde son derece 6nemli oldugu goriilmektedir. Ayrica, doku
kiiltiirii tekniklerinden biri olan anter kiiltiiriiniin havug bitkisine uygulanmasiyla saf
hatlarin  gelistirilmesi ekonomik ve ticari agidan iilkemizin gelismesine katki
saglayacaktir. Bu nedenle yapilan bu ¢aligma anter kiiltiirii tekniginin uygulanabilirligine

katk1 saglayacaktir.

Yapilan bu ¢alismada, Tirkiye’de yetistirilen yerli turuncu ve Hatay tipi havug
genotiplerinin haploit bitki olusturma kapasitelerinin belirlenmesi ve elde edilen haploit
bitkilerin doku kiiltiiri rejenerasyonun erken donemlerinde molekiiler markérlerle hizli
bir sekilde se¢ilmesi hedeflenmistir. Arastirmada yerli havug genotiplerinde yapilan anter
kiiltiiriinde genotip ve sicakligin etkili oldugu belirlenmistir. Ayrica ¢alismada kullanilan
doku kiiltiirii ortaminda (Andersen ve digerleri, 1990), anterlerin kallus olusturarak
indirekt yolla bitkicikler olusturdugu goézlemlenmistir. Anter kiiltiirinde turuncu havug
genotipine gore daha iyi sonug veren Hatay siyahi havug genotipinde anter kiiltiirlinden

gelisen on bitkide homozigotlugu (haploit/katlanmis haploit) belirmek amaciyla sekiz
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SSR markérii kullanilmistir. Bu on bitkide yedi SSR markdrii monomorfik profil
gosterirken, GSSR24 markorii polimorfik profil gostererek alti genotipin homozigot
yapida oldugunu ortaya koymustur. Dis ortama adapte olmus {i¢ genotipin SSR ve flow
sitometri sonuclar1 karsilagtirildiginda bu genotiplerin spontane katlanmis haploit ve
poliploit yapida oldugu belirlenmistir. Bu nedenle eksplantlarda kallus olusumu ile bitki
meydana getirme yeteneginin basarili oldugu Hatay tipi havug genotipinin haploit bitki

elde edilmesi agisindan daha bagarili sonuglar verebilecegi diistintilmektedir.
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