T.C.
AKDENIZ UNIVERSITESI

HAVUC (Daucus carota L.) ISLAHINDA HAPLOIDI TEKNiGINDEN
YARARLANMA OLANAKLARI

Leman KOYUTURK

FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BAHCE BITKILERI
ANABILIM DALI

YUKSEK LISANS

AGUSTOS 2023

ANTALYA



T.C.
AKDENIZ UNIVERSITESI

HAVUC (Daucus carota L.) ISLAHINDA HAPLOIDI TEKNIGINDEN
YARARLANMA OLANAKLARI

Leman KOYUTURK
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BAHCE BITKILERI
ANABILIM DALI

YUKSEK LISANS

AGUSTOS 2023

ANTALYA



T.C.
AKDENIZ UNIVERSITESI
FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

HAVUC (Daucus carota L.) ISLAHINDA HAPLOIDI TEKNIGINDEN
YARARLANMA OLANAKLARI

Leman KOYUTURK
BAHCE BITKILERI
ANABILIM DALI

YUKSEK LiSANS

Bu tez ..../....../2023 tarihinde jlri tarafindan Oybirligi / Oygoklugu ile kabul
edilmistir.

Prof. Dr. A. Naci ONUS
Prof. Dr. Ersin POLAT
Prof. Dr. Hiisnii UNLU



OZET

HAVUC (Daucus carota L.) ISLAHINDA HAPLOIDi TEKNiGiNDEN
YARARLANMA OLANAKLARI

Leman KOYUTURK
Yiiksek Lisans, Bahce Bitkileri Anabilim Dah
Danmisman: Prof. Dr. Ahmet Naci ONUS
Agustos 2023; --- 48 sayfa

Apiaceace familyasinin en degerli liyelerinden biri olan havug (Daucus carota
L.) 6nemli bir besin kaynagi ve ekonomik agidan 6nemli bir sebze turtudur. Havug
yetistiriciligi tamamen hibrit ¢esitlerden yapilmaktadir. Bu nedenle F1 hibrit ¢esitlerin
gelistirilmesine yonelik c¢alismalarda hedef, saf hatlar elde etmektir. Klasik islah
yontemleri ile tamamen saf hatlar elde etmek zor ve zaman alicidir. Androgenesis
yontemlerinden mikrospor ve anter Kkultlri yoluyla saf hatlar kisa strede elde
edilebilmektedir. Bu tez ¢alismasinin amaci bes farkli havug genotipinde androgenesis
yontemler ve iki farkli rejenerasyon ortami kullanilarak haploid bitki eldesini
arttirmaktir. Elde edilen embriyolar saglikli gelismesini saglamak i¢in bu ortamlardan
birine, embriyogenesis Uzerine olumlu etkisi oldugu bilinen poliaminlerden piitresin
ilave edilerek etkisi arastirilmistir. Calismada mikrospor kulttriinde hicbir genotipin
gelisim gostermedigi saptanmistir. Anter kiiltiirlinde rejenerasyon ortamia bir poliamin
olan pitresinin ilavesi androgenesis yaniti Uzerine olumlu bir etkiye sahip olarak
androgenesisi tesvik ettigi gozlemlenmistir. Calismada, en yiiksek embriyo yanit1t HAR-
2 ortaminda %24.13 ile TTS-2 ¢esidinin dondr bitkilerinden, en yiliksek bitki yanit1 ise
HAR-2 ortamimda %17.49 orana sahip TTS-1 genotipinden elde edilmistir. Caligmada
donoér olarak kullanilan 5 genotipe ait bitkiden alinan yaprak ormekleri 48 SSR
markoriyle analiz yapilmis ve flow sitometri analizi ile karsilastirilmistir. TTS-1
genotipine ait bitkilerin haploid (n) yapida oldugu belirlenmis ve SSR markor analizi
sonuglarinda ise incelenen bant profilleri homozigot oldugu, TTS-2, TTS-3, TTS-4 ve
TTS-5 genotiplerine ait bitkilerin ise diploid (2n) oldugu ve SSR markor analizinde
bant profilleri homozigot a¢ilim gdstermistir. Sonu¢ olarak spontane double haploid
oldugu anlasilmistir. Bu tez ¢aligmasinin sonuglar1 havugta androgenesis yontemler ile
haploid bitki eldesini arttirilabilmenin miimkiin hale gelmesine kaynak saglayacaktir ve
elde edilen double haploid bitkilerin 1slah ¢alismalarinda kullanilmasi ile 1slahgilara
katki saglayacaktir.

ANAHTAR KELIMELER: Anter kiiltirii, Biyoteknoloji, Daucus carota, Flow
sitometri, Haploid, Mikrospor kilturi, SSR markor

JURI: Prof. Dr. A. Naci ONUS
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ABSTRACT

POSSIBILITIES OF USING HAPLOIDY TECHNIQUE IN CARROT (Daucus
carota L.) BREEDING

Leman KOYUTURK
MSc Thesis in Department of Horticultural Science
Supervisor: Prof. Dr. A. Naci ONUS
August 2023; ---- 48 pages

The carrot (Daucus carota L.), one of the most valuable members of the
Apiaceace family and they are an important food source and economically important
vegetable species. Carrot cultivation is carried out entirely from hybrid varieties.
Development of F1 hybrid varieties by using pure lines is difficult because it is time-
consuming by using classical selfing methods. Present study aims to use androgenesis
methods in five different carrot genotypes to increase haploid plant production by using
two different regeneration media. To ensure the healthy development of obtained
embryos putrescine, one of the polyamines known to have a positive effect on
embryogenesis, was added to one of these mediums. Studies clearly showed that there
was no embryo formation in microspore culture of 5 carrot genotypes. It has been
observed that the addition of putrescine to the regeneration medium in another medium
combination used in the present study had a positive effect on the androgenesis response
and promoted androgenesis. In this study, the highest embryo response was obtained
from the donor plants of the TTS-2 genotypes with 24.13% in the HAR-2 medium, and
the highest plant response was obtained from the TTS-1 genotype with 17.49% in the
HAR-2 medium. Leaf samples taken from 5 genotypes used as donors in the study were
analyzed with 48 SSR markers and compared with flow cytometry analysis. It was seen
that the plants that belong to the TTS-1 genotype were haploid (n) in structure. In
addition, the band profiles examined in the results of the SSR marker analysis were
homozygous, while the plants belonging to the TTS-2, TTS-3, TTS-4, and TTS-5
genotypes were diploid (2n) and, the band profiles showed homozygous expansion in
SSR marker analysis. As a result, it was understood that it was spontaneous double
haploid formation. The results of this thesis study will make it possible to increase the
haploid plant production in carrots by using androgenesis methods and the use of the
obtained double haploid plants as pure lines in breeding studies will contribute to the
breeders.

KEYWORDS: Anther culture, Biotechnology, Daucus carota, Flow cytometry,
Haploid, Microspore culture, SSR markers
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ONSOZz

Apiaceae familyasinin en iyi bilinen iiyelerinden biri olan havug (Daucus carota
L.) dinyada en fazla Uretimi yapilan 10 bitki arasinda yer almaktadir ve cesitli
degerlendirme alternatiflerinden dolayi Uretimi ve tiketimi surekli artis gostermektedir.

Ulkemizde agikta yetistiriciligi yapilan bu tiiriin 1slah ¢alismalarinda kok sekli
ve biyiikligl, deri rengi, floem ve ksilem rengi, deri yiizeyi, karotenoid ve seker
icerikleri 6zelliklerine yogunlasilmustir.

Havug¢ haploid bitki eldesinde yapilan caligmalarda androgenesis ile ¢ogaltim
tekniginde basar1 oran1 olduk¢a fazladir. Haploid/katlanmis haploid (DH) teknolojisi
tam bir homozigotiyi ¢ok kisa siirede elde etme olanagi sunmaktadir. Diploid hatlarin
kullanilmasiyla genetik ve 1slah ¢aligmalarinda sonuca daha hizli ulasilmaktadir. Havug
anter kiiltiirii caligmalarinda basar1 frekansi; genotip, protokoliin belirlenmesi, uygun
mikrospor asamasi ve uygun besi ortami ve igerigine gore degismektedir. Bu tez
calismasinda bes farkli havug¢ genotipinde androgenesis yontemler ve iki farkli
rejenerasyon ortami kullanilarak haploid bitki eldesini arttirmak amaglanmustir.

Bu tez calismasinin hayata gecirilmesi siirecinde destegini esirgemeyen, bana bu
arastirma konusunda yiiksek lisans yapma imkani veren, ¢alismalarim sirasinda bilgi ve
tecribelerini paylasarak c¢alismami bilimsel temeller 1siginda sekillendiren degerli
damisman hocam Prof. Dr. Ahmet Naci ONUS’a sonsuz tesekkiirlerimi sunarmm.

Tezimin savunulmasindaki katkilarindan dolay1 degerli jiiri tiyeleri Prof. Dr. A.
Naci ONUS’a, Prof. Dr. Ersin POLAT a ve Prof. Dr. Hiisnii UNLU’ye,

Calismalarimin gesitli asamalarinda bana her konuda yardimer olan Ars. Gor.
Tugce OZSAN’a,

Calismamm ploidi seviyelerinin belirlenmesi asamasinda yardimci olan
TARLAB BiYOTEKNOLOJI AR&GE Limited sirketine,

Laboratuvar cahsmalarinda yardimlarini esirgemeyen, samimiyetlerini her
zaman hissettiren Ozgecen TANYOLAC’ a, Fatma ASLAN’a, Aylin KULALI’ya ve
Afet HORZUM’a,

Ogrenim hayatim boyunca desteklerini higbir zaman benden esirgemeyen, bu
hayattaki en biiyiik sansim olan aileme sonsuz tesekkiirler.
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AKADEMIK BEYAN

Yiiksek Lisans Tezi sundugum “Havug (Daucus carota L.) Islahinda Haploidi
Tekniginden Yararlanma Olanaklar” adli bu c¢alismanin, akademik kurallar ve etik
degerlere uygun olarak yazildigini belirtir, bu tez ¢alismasinda bana ait olmayan tiim
bilgilerin kaynagini1 gosterdigimi beyan ederim.

Leman KOYUTURK
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vii
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Simaeler

% : Ylzde orani
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dm® : Desimetrekiip
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APS : Amonyumpersulfat
B5 : Gamborg besi ortami1 (1968)
BA : Benzil Adenin
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BAC : Bakteriyel Yapay Kromozomu

CTAB :Cetyl trimethylamm bromide
DH : Double haploid

DNA : Deoksiribonukleik asit
EDTA : Etilendiamin tetraasetik asit
EST : Expressed Sequence Tag
EtBr : Etidyum Bromur

FAOSTAT : Gida ve Tarm Orgiitii

GSSR : Genomik DNA Kaittiphanesi
MS : Murashige ve Skoog

NAA - a-Naftalen Asetik Asit

NLN : Nitsch & Nitsch (1967) tarafindan gelistirlen Lichter (1981-1982)
tarafindan mofiye edilen besin ortami

PCR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu
rcf . Relative centrifugal force
RNase : Riboniikleaz

SSR : Basit Dizi Tekrarlar1

TBE : Tris Borik asit EDTA

TE : Tris- EDTA

TEMED : Tetrametil- Etilendiamin
TUIK : Turkiye Istatistik Kurumu

uv : Ultraviyole

2,4-D : 2,4-Diklorofenoksi Asetik Asit
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GIRIS L. KOYUTURK

1. GIRIS

Ekonomik agidan ©nemli olan familyalar arasinda yer alan Apiaceae
(Umbelliferae) familyas1 dunyada yaklasik olarak 450 cins ve 3700 tidre sahiptir
(Pimenov ve Leonov 1993). Apiaceae familyasinin en iyi bilinen liyeleri arasinda havug
(Daucus carota L.), dinyada en fazla dretimi yapilan 10 bitki arasinda yer almaktadir
ve ¢esitli degerlendirme (taze, pisirilmis, meyve suyu, tatlandirici vb.) alternatiflerinden
dolay1 Uretimi ve tiketimi stirekli artis gostermektedir (Simon vd. 2008).

Serin iklim sebzesi olan havug bitkisi, 6zellikle ¢cimlenme ve sonrasindaki erken
donemde soguklara karsi toleransinin yiksek olmasi sebebiyle serin bolgelerimizde
ilkbahar aylarinda, 1liman bdlgelerimizde ise kis aylarinda rahatca yetistirilebilmektedir
(Kirac1 ve Padem 2015). Havug c¢icek yapisi, kiiciik semsiyelerin dizilerek biiyiik bir
semsiye formunu almasiyla olusmaktadir. Cigekler 5 ¢anak yaprak, 5 ta¢ yaprak, 5
erkek organ ve tek parcali 1 disi organdan olusmaktadir. Cogunlukla ¢icekler
andromonoik yapidadirlar. Erkek organlarin erken olgunlagsmasindan (protandri) dolay1
bitki yuksek oranda yabanci tozlanmakta ve kendilenme orami yaklasik %15
civarmdadir (Thompson 1962).

Havug bitkisi birinci yilda, 60-150 glin igerisinde gevre sartlar1 ve genotip
Ozelliklerine bagh olarak vejetatif organlarin1 olustururken, ikinci yilda generatif
organlarimi olusturur (Giinay 2005). Diisiik sicakliklar sonucunda ortaya ¢ikan erken
ciceklenme egilimi (sapa kalkma), havug islah¢ilarmin seleksiyonda dikkat etmesi
gereken en 6nemli 6zelliktir (Peterson ve Simon 1986). Havug bitkisinin ¢iceklenmesi
8-10 haftalik vernelizasyon doneminden sonra baslar (Bradeen ve Simon 2007).

Apiaceae (Umbelliferae) familyasmin en degerli Uyelerinden biri olan havucun
anavatani Orta Asya oldugu bilinmektedir (Lucier ve Lin 2007). Cesitliligin birincil
merkezi olan Afganistan’da kiiltiire alinmis olup, buradan Avrupa, Akdeniz ve Asya’ya
yayllmis ve cesitliligin ikincil merkezi olarak Tiirkiye kabul edilmistir (Stolarczyk ve
Janick 2011). Havug bitkisinin taksonomisi ve bilimsel smiflandirilmasi Cizelge 1.1°de
verilmistir.

Cizelge 1.1. Havug (Daucus carota L.) bitkisine ait bitkisel siniflandirma

Alem Plantae (Bitkiler)
Bolum Spermatophyta

Alt Bolum Anginospermae

Simif Dicotyledoneae
Familya Umbelliferae (Apiaceae)
Cins Daucus

Tar Daucus carota L.




GIRIS L. KOYUTURK

Havug iiretim bakimindan incelendiginde; Cizelge 1.2 ve ¢izelge 1.3’de 2020
FAOSTAT verilerine gore dinyada yillik yaklasik olarak 42 milyon ton havug
iretiminin biiyiik bir kisminin Asya iilkelerinde oldugu goriilmektedir. Diinya havug
uretiminin neredeyse yarist Cin’de yapilmaktadir ve tek bagina toplam Gretimin yaklasik
%48’ini olusturmaktadir. Ozbekistan, ABD, Rusya, Polonya, Fransa, Japonya, ingiltere,
Italya, Almanya, Ukrayna, Hollanda ve Tiirkiye havug iiretiminde 6nde gelen iilkelerdir.
Diinyada 13. sirada yer alan havug igin ikincil g¢esitlilik merkezi olarak kabul edilen
Tiirkiye’nin yillik tiretimi yaklagik 555 bin tondur.

Cizelge 1.2. Diinya havug tretimi (FAOSTAT 2020)

Kitalar Uretim miktan (ton)
Asya 25,556,627
Avrupa 8,496,009,8
Amerika 3,726,028,8
Afrika 2,244,718,8
Okyanusya 369,702,6

Cizelge 1.3. Ulkelerin havug tretim miktar1 (FAOSTAT 2020)

Ulkeler Uretim Miktan (ton)
Gin 18,146,964
Ozbekistan 2,876,031
Amerika Birlesik Devletleri 1,582,238
Rusya Federasyonu 1,368,576
Ukrayna 862,46
Almanya 802,23
1ngiltere 799,715
Polonya 689,1
Endonezya 675,76
Turkiye 591,377
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Cizelge 1.4 Ulkemizde yillara gére havug tiretimi (TUIK 2021)

Uretimde One Cikan iller Turkiye Geneli
Ylllar . Uretlm . Uret|m .
Sehirler [ Alam Uretim Alani Uretim

(dekar) | miktar (ton) | (dekar) | miktar (ton)
Konya 68,150 424,636
2018 |Ankara | 23,500 132,890 | 123,478 642,837
Hatay 21,550 58,190
Konya 66,367 425,241
2019 |Ankara | 27,180 59,991 125,772 663,882
Hatay 22,085 152,718
Konya 50,373 337,820
2020 [ Ankara 28,041 154,944 109,890 588,778
Hatay 22,158 68,933
Konya 49,900 353,700
2021 |Ankara | 27,952 155,194 | 100,686 590,483
Hatay 14,606 57,218

Turkiye Istatistik Kurumu (TUIK) verilerine gore cizelge 1.4°de goriildiigii
iizere iilkemizde havug iiretim miktar1 2020 yilina kadar artis gostermekte olup 2020
yilinda diisiis gostermistir. 2021 yilinda ise 590.483 tona yiikselmistir. Tiirkiye havug
iiretiminin biiyiik bir kismin1 Konya, Hatay ve Ankara illeri olusturmaktadir. Tiirkiye'de
havug ekili arazinin % 45.8'i, Turkiye'de Uretilen havucun ise % 57.3'0 Konya ili
tarafindan karsilanmaktadir. Ulkemizde kishik olarak iiretimi yapilan havucun sebze
Uretiminde énemli bir paya sahip oldugu kagmilmazdir.

Karotenoid igerigi yuksek olan havucun bazi kanser tirlerine, kalp-damar
hastaliklarina, Kkatarakt ve gdrme bozuklugu gibi hastaliklara yakalanma olasiligini
azalttigi ve bagisiklik sistemini giiclendirdigi bilinmektedir (Vaishnava ve Hooper
2011, Abdel-Aal ve ark. 2013, Shebaby ve ark. 2013). Onemli bir A vitamini kaynag1
olan havug, K ve B-karoten bakimmdan olduk¢a zengindir ve Bl ve B2 vitamin
kaynagidir (Kasim ve Kasim 2019). Havug; turuncu, mor, sar1, kirmizi ve beyaz olmak
iizere renk cesitliligi gosterir. Turuncu havuglarda karotenoidlerden; a ve B-karoten, sar1
havuglarda lutein, kirmizi havuglarda likopen miktar1 yuksek iken mor havuglarin
koklerinde antosiyoninler ve siyah havuclarda antosiyaninler ile birlikte feonolik
bilesikler bulunmaktadir (Xu vd. 2014). Havugta 1slah ¢aligmalar1 renk, sekil, biiytiklik
ve karotenoid ve seker icerikleri 6zelliklerine yogunlasmustir (Rubatzky vd. 1999;
Baranski vd. 2012).
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ikincil cesitlilik merkezi olarak kabul edilen Glkemizde havug yetistiriciligi
hibrit ¢esitlerden yapilmaktadir (Duran 2019). F1 hibrit gesitler yliksek verimlilik, genis
adaptasyon yetenegi, hastaliklara dayanikli, tarimsal Ozellikler bakimmdan 0stlin
cesitler oldugundan ¢ok fazla tercih edilmektedir (Kesici 2002). Havucta kendileme
depresyonu gorilmektedir. Kendileme yapildig: takdirde, kok agirligi ve tohum
verimini de i¢ine alan bazi karakterlerde %24’den %73’e varan siddetli bir kendileme
etkisi meydana gelmektedir. Havuglarin “Queen Anne’s Lace” olarak tanimlanan
“yabani formlar1” ile kolayca melezlenebildigi de bilinmektedir (Simon 1993). Yiuksek
oranda yabanci tozlanan havug gibi bitki tiirlerinde, hibrit tohumlarm iiretilmesinde
zorluklar yasanmaktadir. Ozellikle havug gibi erselik (Hermafrodit) gicek yapisina sahip
yabanci tozlanan bitkilerde, kontrolli melezleme yapabilmek igin emaskulasyon
yapilmalidir (Sarcan 2018). Klasik 1slah yontemleriyle genetik olarak tamamen
saflagtirilmig hatlarin elde edilmesi 6 yillik bir slreci kapsamakta ve ancak % 98
oraninda homozigot hatlar elde edilmektedir (Stein ve Nothnagel, 1995; Germana
2006; Ferrie ve Mollers 2010). Biyoteknoloji yontemlerinden biri olan haploidizasyon
ile tamamen homozigot bitkiler Gretilebilmektedir.

Somatik hucrelerindeki kromozom sayisi, Ureme hiicrelerindeki kromozom
sayisma esit olan bitkilere haploid bitkiler adi verilmektedir (Sehirali ve Ozgen 2013).
Double haploid bitkiler ise, spontan yada kimyasal madde uygulamari ile kromozom
sayist iki katina ¢ikmuis haploid bitkilerdir (Germana 2011). Haploid bitkiler; gen
haritalamalar1, genetik analizler, transformasyon, mutasyon, somatik hibridizasyon,
biyokimyasal ve fizyolojik analizler, tohum iiretimi olmak iizere gesitli calismalarda
kullanilmaktadir (Maraschin SF vd. 2005).

Haploid yolla bitki tretimi 3 yontemle yapilmaktadir.
1) Disi Gametten Haploid Uyartimu.

2) Erkek Gametten Haploid Uyartimi (Androgenesis).
3) Eksik veya Yetersiz Polenle Tozlama.

Androgenesis, mikrospor ve anter kiiltiirii yontemlerinden olusmaktadir. Sebze
islahinda anter kiiltiirii yaygin kullanilan yontemler arasindadir. Havug haploid bitki
eldesinde yapilan c¢alismalarda androgenesis ile ¢ogaltim tekniginde basari orani
oldukca fazladir. Anter kiltiriinde androgenesisin etkinligi; genotip, dondr bitkinin
yetistirilme kosullari, anterlerin gelisme donemi, besi ortamin bilesimi ve yapisi,
anterlere yapilan 6n uygulamalar, inkiibasyon kosullarma baghdir (Keller ve Armstrong
1977; Bajaj 1990; Andersen vd. 1990; Osolnik vd. 1993; Gdrecka 1998). Dewi vd.
(2004); Chiancone vd. (2006); Hema ve Murthy, (2008) yaptiklar1 calismalarda besi
ortaminin bilesimi ve yapisinin anter kiiltiirtindeki embriyogenesisi etkileyen en dnemli
faktorlerden birisi oldugu tespit edilmistir. Indiiksiyon ortamu bilesiklerinden biri olan
poliaminler embriyogenesisin etkisini gelistirmeye yardimei olan faktorledir.
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Poliaminler biitlin yasayan organizmalarda vardir. Bitkilerde ise hiicre duvari,
Kloroplast, mitokondri, vakuoller, cekirdek ve cekirdekgikte yer alirlar (Niklas vd.
1998). Poliaminler bircok bitki fonksiyonlarini igerir (Sinska 1986); bunlar;

Bitkilerin biylime ve gelisiminde,
Cicek tomurcuklarinin farklilasmasinda,
Tomurcuklarin agmasinda,
Organogenesiste,

Meyve olusumunda

Polen canliliginda etkilidir.

Poliaminler bircok fizyolojik ve metabolik siirecte de yer alirlar. Ornegin;
sitoplazmik zarin bozulmasmi Onler, asir1 etilen yogunlugunu Onleyerek yaslanma
strecini geciktirir (Tiburcio vd. 1993), mineral eksikligi durumunda anyonlar ve
katyonlar arasindaki dengeyi saglar (Watson ve Malmberg 1996), cekirdek kromatini,
hiicre iskeleti, lipoprotein zarlar1 (zerine stabilize edici bir etkiye sahip olmasmin
yaninda sitolozik proteinlerin ¢apraz baglarina katilarak hiicre iskeletini dengede tutar.
Poliaminler olmasaydi hiicre replikasyon yapamaz ve hiicre iskeletindeki mikrotibuller
ve aktin filament demetleri yok olurdu (Jabtonska-Trypu¢ ve Czerpak 2007).

Haploid/katlanmis haploid (DH) teknolojisi tam bir homozigotiyi ¢cok kisa
stirede elde etme olanagi sunmaktadir (Kiszczak vd. 2017). DH hatlar 1slah programlari
icin degerlidir. Diploid hatlar kullanilmasiyla genetik ve 1slah ¢alismalarinda sonuca
daha hizli ulasilmaktadir. Havug anter kiiltlirii ¢aligmalarinda basar1 frekansi; genotip,
protokoliin belirlenmesi, uygun mikrospor asamasi ve uygun besi ortami ve igerigine
gore degismektedir.

Androgenesis uygulamasinda uygun haploid bitkiler elde etmek icin uygun
baslangi¢ materyali birinci polen mitozu asamasinda olan olgunlasmamis polenlere
sahip tek ¢ekirdekli mikrosporlar1 bulunduran anterlerdir (Andersan vd.1990; Tyukavin
vd. 1999). Uygun asamadaki anterleri bulunduran cicek tomurcuklarina ylzeysel
sterilizasyon islemi uygulandiktan sonra steril kosullarda tomurcuklar icerisinden
cikarilan anterler indiiksiyon ortamimna alinirlar. Anterler igerisindeki olgunlagsmamis
mikrosporlar hiicre boliinmeleri ile geliserek kallus, embriyo veya bitkicik formunda
anter disma cikarlar.

Diploid (2n = 2x = 18) bir tiir olan havug bitkilerinin totipotensi 6zelliginin
gostermesi (bir bitkisel hiicrenin tim bir bitkiyi rejenere edebilmesi) agisindan 6nemli
bir turdur (Steward 1958; Vogel 2005). Havucun DNA hacmi 0.98 pg/1C igeriginde ve
her bir kromozomu 473 Mbp biyiikligindedir (Arumuganathan ve Earle 1991).
Havugta homozigotiyi yakalamanm zorlugu ve 2 yillik bir yetistirme dongusine sahip
olmasindan dolay1 1slah1 zordur. Bundan dolayr haploid g¢alismalar1 biylk avantaj
saglamaktadir. Ayrica DH havug hatlar1 agronomik 6zellikleri kontrol eden genlerin
haritalanmasi, genom sckanslarinin  tespit edilmesi, gen ifadesini kontrol
mekanizmalarinin ortaya ¢ikarilmasinda ve hatta degisiklige ugratilmasi ¢calismalar1 icin
essiz materyallerdir (Iorizzo vd. 2016).



GIRIS L. KOYUTURK

Bu tez ¢aliymasinda bes farkli havug genotipinde androgenesis yontemler ve iki
farkli rejenerasyon ortami kullanilarak haploid bitki eldesini arttirmak amaclanmistir.
Elde edilen embriyolarin saglikli gelismesini saglamak i¢in bu ortamlardan birine,
embriyogenesis Uzerine olumlu etkisi oldugu bilinen poliaminlerden putresin ilave
edilerek etkisi arastirilmigtir. Daha once yapilmis olan caligmalar incelendigi zaman
plitresin ilavesi havucta sadece anter kiiltiirii calismalarinda kullanilmis olup, mikrospor
kiiltiirti caligmalarinda kullanilmamistir. Bu ¢aligma ile rejenerasyon ortamina piitresin
ilavesi, hem mikrospor kiiltiirii ¢alismalarinda hem de anter kiiltiirii galismalarinda ilk
defa kullanmilmistir. Biyoteknolojik yontemlerin basinda gelen doku Kaltirinin
uygulamalarindan biri olan anter kiiltiirii yontemi ile elde edilen haploid ve DH havug
bitkilerinin elde edilmesini saglamak yeni ¢esitlerin gelistirilmesinde 1slah siirecinin
kisalmasma katki saglayacaktir. Bu tez calismasi anter kiiltlirli konusunda gelecekte
yapilacak ¢alismalara kaynak olusturacaktir.
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2. KAYNAK TARAMASI

Bitki 1slahi, mevcut bir bitkisel materyalden daha {istiin 6zelliklere sahip g¢esitler
gelistirmek igin yapilan kalitsal degisimlerdir. Yeni ¢esitlerin gelistirilmesi klasik 1slah
metodlar1 ile zaman alic1 olmasi biyoteknolojik yontemlerin gelistirilmesini saglamistir.
Biyoteknoloji; bitkilerin doku ve organlarinin kullanilarak yeni bitkilerin elde
edilmesini saglayan bir teknolojidir. Biyoteknolojik yontemlerden biri olan doku
kiltird calismalar: ile haploid bitkiler elde edilerek islah ¢aligmalarinin hizlanmasi
saglanmigtir.

Diinya nifusunun artigina paralel olarak bitkisel Grunlerin Gretimi daha cok
artmustir. Bitkisel Uretimin temelini tohum olusturmaktadir. F1 hibrit teknolojisi ile
ideal tohumlarin elde edilmesi daha hizli bir sekilde gergeklestirilmistir.

Krystyna Gorecka vd. (2005), Havu¢ anter kilturinde gesit, dondr bitki ve
kiiltiir yonteminin etkisinin androgenesis iizerine etkilerini tespit etmek i¢in yaptiklar1
calismada yiiksek karoten icerigine sahip CxC 9900 F1, Lucky B F1, HCM, Beta III ve
Perfekcja ¢esitlerini  kullanmislardir. Calismada; iki anter Kkaltiri  yontemi
karsilastrilmistir. 1) Iki hafta karanlik inkiibasyon kosullarinda tutulan anterler
sonrasinda ayni bilesenlere sahip temiz ortama transfer edilip devamli olarak 1si18a
maruz birakilmistir. 2) Anterler embriyo olusturana kadar karanlhk inkibasyon
kosullarinda tutulmustur. Fakat anterleri temiz bir ortama aktarma islemi bu asamada
yapilmamistir. Her iki yontemde de inkiibasyon sicakligi 27 °C olarak ayarlanmustir.
En yiliksek androgenesis yanit1 100 anter basina 5.6 embriyo olusturarak ve % 13 ile en
yiiksek anter cevabi veren gesitin HCM oldugu saptanmistir. Diger cesitlerin HCM
cesitinden olduke¢a farkli oldugu seyrek bir sekilde embriyo olusturdugu, Lucky B F1
cesitinde embriyogenesisin meydana gelmedigi gozlemlenmistir. Anter kiiltiitii yoluyla
androgenesis surecinde genotipin énemli bir rol oynadig: tespit edilmistir.

Krystyna Gorecka vd. (2009), Rejenerasyon surecinin etkinligi Uzerine
rejenerasyon ortammin etkisini belirlemek igin yaptiklar1 ¢alismada Feria F1°,
‘Monanta’ and ‘Splendid F1’ (Rijk Zwan; De Lier—Holland), ‘Nerac F1°, ‘Kazan F1’
and Narbonne F1’ (Bejo Zaden B.V., Warmenhuizen—Holland) and ‘HCM’ (P.W.
Simon, USDA, ARS, Department of Horticulture, University of Wisconsin, Madison)
olmak Uzere yedi havug ¢esidi kullanmislardir. Bes farkli rejenerasyon ortanm test
edilmistir: 1) B5-1 (Gamborg vd.1968): 20 g dm™ sukroz ve 20 mg dm Kinetin 2) B5-2
: 20 g dm™ sukroz ve hormon yok 3) MS-1 (Murashige ve Skoog 1962): 20 g dm™
sukroz ve 0.5 g dm? aktif komir 4)MS-2: 20 g dm™® 1mg dm= BA, 0.001mg dm
NAA 5) MS-3: g dm™ sukroz ve biiyiime diizenleyiciler yok.Calismada ii¢ farkli deney
yuriitiilmiistir. 1. Feria F1 ¢esidinin androgenetik embriyolarmin rejenerasyon
ortaminda embriyo gelisimleri kiltire alindiktan 6,8 ve 12 hafta sonra gozlemleri
yapilmigtir. 2. BUtln gesitler bes farkli rejenerasyon ortaminda 12 hafta sonra
gozlemleri yapilmistir.3. B5-2, MS-1, MS-2 ve MS-3 ortamlarinda ‘Feria F1’,
‘Narbonne F1° ve ‘HCM’, ¢esitlerinin olusturdugu embriyolar gézlemlenmistir. Birinci
deneyden alman sonuglar Feria F1 ¢esidinin B5-1 ortaminda alt1 afta sonra 61diigii, BS-2
ortaminda sekiz hafta sonra ikincil embriyolarin %39’unun bitkicige doniismeye
basladigi, MS-1, MS-3 ortaminda bu sure¢ geciktigi, B5-2, MS-1, MS-2, MS-3
ortammda 12 hafta sonra tam bitkilerin olustugu tespit edilmistir. ikinci deneyde 7
havu¢ ¢esidinin kiltlire alinmasindan 12 hafta sonra yapilan g0zlemlerde B5-2, MS-
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1,MS-3 ortamlarmin avantajli oldugu, Feria F1 Narbonne F1 cesitlerinin embriyolarinin
%40’dan fazlast HCM ve Monatta ¢esitlerinin %20’si tam bitkiye doniistigi
saptanmustir. Uglincii deneyde en fazla olusan tam bitki sayisim B5-2 ortammda
oldugu gozlemlenmistir. Yapilan ¢alismada rejenere olan bitkilerin %40°dan fazlasinin
dis kosullara uyum sagladig bildirilmistir.

Krystyna Gérecka vd. (2010), Calismada Feria F1 gesitinin mikrosporlar1 0.1
mg/ L 2,4-D, 0.1 mg/ L NAA, 500 mg/ L L-glutamin,100 mg/ L L-serin ve 100 mg/ L
sukroz igceren B5 sivi ortamima (Gamborg vd.1968) alinmistir ve mikrosporlarin gelisim
asamalar1 gozlemlenmistir. Gézlem sonucunda ¢ift ¢ekirdekli ve ¢ok iicreli yapilarin
olusumlar1 dikkat ¢ekmistir. Rejenere olan bitkilerde mikrosporogenesisin tetrad
asamasi baskin durumda oldugu tespit edilmistir. Kiltlire alindiktan sonra 24 afta
boyunca embriyolar olusmaya devam etmistir. Toplam 90 bitkiden 42 tanesi
rejenerasyon sonucu adapte olmustur (%46) ve mikrospor kilttrinden elde edilen butiin
androgenetik bitkilerin diploid oldugu flow-sitometri testinde belirtilmistir.

Krystyna Gorecka vd. (2014), Kazan F1 ve Narbonne F1 cesitlerinin anter
kultiiriindeki androgenesisin etkinligi lzerine putresin ve spermidin poliaminlerinin
etkilerini ve androgenetik embriyolardan bitki rejenerasyon surecinin tzerine putresinin
etkisini incelemek i¢in yaptiklari ¢alismada sonug olarak her iki poliamin ayri ayr1 veya
kombinasyonlu bir sekilde inkiibasyon ortaminda kullanilmasi durumda Kazan F1
cesitinde elde edilen embriyolarin sayismi arttirdigi, en ¢ok artigin ise putresinin
bulundugu ortamda gézlemlendigi fakat Narbonne F1 ¢esitinde poliamin uygulamasinin
androgenetik embriyolarda artis gostermedigi saptanmuistir. Elde edilen  bitln
embriyolar B5 rejenerasyon ortamina almarak gelisimleri devam ettirilmistir. Bu
calismada rejenerasyon ortamina 160 mg/L piitresin ilavesi ¢ok sayida koklenmis rozet
olusturarak olumlu sonuclar verdigi fakat pltresin yogunlugunun arttirilmasi
durumunda elde edilen bitki sayisinda azalma oldugu gozlemlenmistir. Pdtresinin
bulundugu indiksiyon ortaminda elde edilen embriyolarin 0.5 mg/L pdtresin sahip
rejenerasyon ortamimna transferi elde edilen bitki sayisini1 arttrmada etkili oldugu
belirlenmistir. Androgenetik bitkilerin biiylik ¢cogunlugu cift kromozom setine sahip
oldugu ve spontan diploidizasyon meydana geldigi saptanmustir. Indiiksiyon ortammin
elde edilen bitkilerin ploidisi tGzerine hi¢bir etkisi olmadig1 bulunmustur.

Waldemar Kiszczak vd. (2015), donér bitkilere disik sicaklik (4°C)
uygulamasimin optimal siiresini belirlemeyi ve bu faktoriin androgenesis lizerine etkisini
incelemeyi hedeflemislerdir. Anter kiiltiirli icin havu¢ materyalleri 9, 12 ve 21 giinliik
distik sicaklik uygulamas: yapildiktan uygun mikrospor asamasindaki ¢cicek
tomurcuklar1 toplanmistir. Sterilizasyon islemi yapilan ¢icek tomurcuklarindan kesilen
anterler B5 (Keller ve Armstrong) ortamina almmustir. Petriler 27°C sicaklikta karanlik
kosullarda embriyo olusumu gozlenene kadar tutulmustur. Embriyo olusumundan sonra
devamli 15132 maruz birakilmistir. Rejenerasyon ortami igin B5 (hormonsuz, 20 g.L*
sukroz) ortami kullanirak yesil embriyolarm aktarmmi yapilmistir. Caligma sonucunda
soguk uygulamasi yapilmayan dondr bitkilerden embriyonun 87 giin sonra olustugu, 9
giin uygulanan diislik sicaklik uygulamasinda embriyolarin 91- 106 gln sonra, 21 gin
uygulanan diisiik sicaklikta embriyolarin 72-97 giin sonra ortaya ¢ikmasina ragmen 12
giin diisiik sicaklik uygulamasinin embriyo olusumunda daha etkili oldugu 100 anter
basmna 24.3 embriyo ile ortaya koyulmustur. Dondr bitkiye uygulanan diisiik sicaklik
androgenesis yonteminde embriyo gelisimini etkiledigi saptanmuistur.
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Waldemar Kiszczak vd. (2017) yaptiklar1 ¢alismada katlanmis haploid (DH)
havu¢ hatlarmi1 elde etmek icin anter Kkualturi ve mikrospor kiltirli metotlarmi
kargilastirmak i¢in her iki yontemde de Kazan F1, Feria F1, ve Narbonne Flgesitleri
kullanilmak i¢in belirlenmistir. Androgenesiste indiiksiyon agamasi, embriyolardan bitki
rejenerasyonu, androgenetik bitkilerin aklimatizasyonu ve karakterizasyonunun
karsilastirilmast yapilmigtir. Her iki yontemde de bitki {iretiminin her agamasinda etkili
olan en 6nemli faktoriin ¢esit oldugu belirtilmistir. Sonu¢ olarak anter kilturiinde Feria
F1, mikrospor kultirinde Kazan F1 en c¢ok embriyo olusturan ¢esitler oldugu
saptanmustir. Anter Kiltirinden elde edilen bitkilerin aklimatizasyon basarisinin
mikrospor kultirinden elde edilen bitkilerden daha iyi oldugu gézlemlenmistir.

Havug tdriinde haploid bitkilerin Gretimi androgenesis veya partenogenesis
uyartimi ile saglanabilir (Andersen vd. 1990; Matsubara vd. 1995; Adamus ve Michalik
2003; Li vd. 2013; Kietkowska vd. 2014). Indiiksiyon ortamma yerlestirilen anterler
heniiz olgunlagsmamis ve igerisinde birinci polen mitozu asamasina gelmis tek cekirdekli
mikrosporlara sahiptir. Havucun ¢icekleri ve anterleri ¢ok kiiclik yapilarda oldugu i¢in
anter kiiltiiri yonteminin yapilmasmin teknik olarak zor oldugu ve androgenetik yanitin
yliksek olmadigi 6ne siirlilmesinden dolay: literatiirde ¢ok sayida calisma mikrospor
ktltlird tizerine yapilmistir.

W. Kiszczak vd. (2017) tarafindan ii¢ havug genotipinde yapilan calismada anter
ve mikrospor kultar yontemlerinin androgenetik cevaplari oranlarinin benzer oldugu
tespit edilmistir. Havug ciceklerinin disicik tepeleri in situ ortaminda maydanoz
(Petroselinum crispum) poleniyle tozlanarak haploid embriyo gelisimi tesvik edilmistir
ve 20-22 gln sonra oviller besi ortamina ekilerek embriyolarin gelisimi
gbzlemlenmistir. Bu yontemle elde edilen haploid ve diploid bitkilerin molekiler
analizleri sonucunda yaklasik %70 oraninda gametik kokenli oldugu saptanmistir
(Kielkowska vd, 2014).

W. Kiszczak vd. (2018) androgenesis yontemi kullanarak DH havug elde etmegi
amagcladiklar1 ¢calismada, anter kiiltiirinde DH havug elde etmede etkili olan genotip,
donor bitkinin olusumu ve bitki bliylime diizenleyicilerin etkisini degerlendirmislerdir.
Feria F1, Kazan F1, Narbonne F1 olmak iizere li¢ farkli bitki materyali kullanilmistir.
Donor bitkiler Gorecka vd. (2005)’nin metoduna gore biyume odalarinda, sera
kosullarinda ve agik alanda olmak iizere ii¢ farkli metotla biiyiitiilmiistiir. Indiiksiyon
ortamu olarak B5 ortamu (0.1 mg/ L 2,4-D, 0.1 mg/ L NAA, 500 mg/ L L-glutamin,100
mg/ L L-serin, 100 mg/ L sukroz, 6.5 g/L agar) belirlenerek her petriye 48 anter
yerlestirilmistir. Petriler 27°C’ de karanlikta tutulmustur. 6 hafta sonra embriyo
olusumu gozlemlendikten sonra devamli olarak 1513a(30 pmol/m? s?) maruz
birakilmistir. Genotipin etkisi incelendiginde 100 anter basina 305.3 emriyo ile Feria F1
cesidi en ylksek embriyo sayismi olusturdugu saptanmustir. Arastirmada kontrolli
kosullarda yetistirilen donor bitkilerinden daha yiliksek oranda embriyo elde edilmistir.
6.5 g.L ! agar ve 20 g.L? sukroz iceren B5 ve MS ortamma dayali B5-1 (biyiime
duizenleyiciler ve aminoasitler yok), B5-2 (20 mg.L? Kinetin), MS-1 (0.5 g.L? aktif
karbon), MS-2 (1 mg.L* BA, 0.001 mg.L* NAA) dort farkli rejenerasyon ortami
kullanilmistir. En iyi embriyo gelisimi B5-1 ortaminda oldugunu gézlemlemislerdir.
Calisma sonunda rejenere olan bitkilerin %60°dan fazlas1 aklimatizasyonda basarili
olmustur. Ploidi analizi sonucunda bitkilerin %92’sinin diploid oldugu tespit edilmistir.
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Redha ve Suleman (2011), bugdayda disaridan uygulanan poliaminlerin anter
kiiltiiri iizerine yaptiklar1 ¢alismada DH, ICR1, ICR4, ICR17, ICR33, ICR39 dondr
bitkileri se¢ilerek tohumlar1 ¢imlendirme kagitlarinda ¢imlendirme islemi yapilmustir.
Gelisen bitkilerden asetokarmin kullanilarak gelisim asamalar1 belirlenen orta-ge¢ tek
cekirdekli asamaya sahip mikrosporlar1 bulunduran materyaller se¢ilmistir. Anter
kultlrl c¢aligmalart igin sivi indiksiyon ortami (AM), embriyo ortami (EM),
rejenerasyon ortami (PM) kullanilmis olup EM ve PM ortamma 3g/L phytagel
eklenmistir. Anterler indiiksiyon ortamina aktarilmigtir ve 28°C’de, 7 hafta boyunca
karanlik kosullarda tutulmustur. Inkiibasyon sonrasi embriyonik yapilar sayilmistir ve
PM ortamina aktarimi yapilarak 27°C’de, 16 saat fotoperiyotta gelismeleri saglanmis ve
4 hafta sonra rejenere olan bitkilerin sayimi yapilmistir. Toplam 50 bitki genotipi
androgenetik performans ve rejenerasyon kapasitesi bakimindan incelenmistir. DH
genotipi igin her bir poliamin (piitresin, spermidin ve spermin) birbirinden bagimsiz
olarak 1mM veya 0.5+0.5 mM olarak her (¢ poliaminin kombinasyonu seklinde 6n
islem yapilmustir. On islemlerin siiresi 1, 3 ve 6 saat olarak belirlenmistir. ICR1, ICR4,
ICR17, ICR33, ICR39 genotipleri i¢in her bir poliamin (putresin, spermidin ve spermin)
birbirinden bagimsiz olarak 1mM veya 0.5 mM olarak her {i¢ poliaminin kombinasyonu
seklinde on islemler 1 ve 3 saat olarak belirlenmistir. Embriyonik yapilara uygulan
poliamin uygulamalar1 ise su sekildedir; ICR4 ve ICR39 genotiplerine 1mM npiitresin,
spermidin ve spermin birbirinden bagimsiz olarak ve 0,5 mM olarak her ii¢ poliaminin
kombinasyonu seklinde uygulamalar1 yapilmistir. Calisma sonunda genotipler arasinda
embriyonik yapilarin olusumu ve rejenere olmus bitkiler arasinda farkliliklar oldugu
gbzlemlenmistir. 6 genotipten elde edilen embriyonik yapilarin % 9-20’sinin rejenere
oldugu saptanmistir. DH genotipine sahip anterlerine yapilan 6n uygulamalar
incelendiginde, biitlin uygulamalardan yaklasik 3-4 hafta igerisinde androgenetik yanitin
almdigr tespit edilmistir. 1 saat 1 mM spermin uygulamasinin embriyonik yapilarin
olusumunda etkili oldugu ve 1 mM spermidin ve spermin uygulamasinin yesil bitki
olusumunu hizlandirdig1 tespit edilmistir. Pdtresin, spermidin  ve  spermin
poliaminlerinin etkilerinin genotipe ve uygulama siirelerine bagli olarak embriyonik
yapilarin ve yesil bitki olusumuna etki ettigi ¢alisma ile ortaya koyulmustur.

Hema ve Murthy (2008) yaptiklar1 ¢alismada Guizotia abyssinica (L. f.) Cass.
(niger) bitkisinin in vitro androgenesisin gelisimi i¢in poliamin ve aminoasitleri
kullanmiglardir. Anter Kkilturiinde embriyogenesis ve bitki rejenerasyonu uzerine
aminoasitlerden arjinin, asparajin, sistein, glutamin, glisin ve prolin, poliaminlerden
pitresin ve spermidini kullanarak etkileri incelenmistir. Indiiksiyon ortamma
aminoasitlerin tek veya kombinasyonlu bir sekilde eklenmesinin embriyo olusumunu
arttirdigi, B5 ortamma eklenen poliaminlerin ise embriyogenesis oranini arttirdigi
saptanmustir.

B. Chiancone vd. (2006), in vitro anter kultirinde poliaminlerin etkisi Citrus
clementina bitkisi iizerinde arastirilmistir. Poliaminler serbest, ¢Oziiniir ve ¢0ziinmez
konjuge durumdaki seviyelerine dikkat edilerek arastirma yiiriitiilmistiir. Calismada
plitresin, spermidin ve piitresin+spermidin indiiksiyon ortamma eklenmistir. Kiiltiire
alinmadan Once anterlerde tespit edilen serbest poliaminler arasinda en ¢ok bulunan
spermidindir. Elde edilen bulgularda ptresin ve spermidinin birbirinden bagimsiz veya
kombinasyon seklinde uygulanmasi poliaminlerin alimmi ve birikimini biiylik dlctide
etkiledigi gortilmiistiir. Ortama 2 mM spermidin ilavesinin Citrus clementina ‘deki
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gametik embriyogenesisi uyardigi fakat putresinin embriyo olusumunu etkilemedigi
goriilmiistiir. Rejenere olan bitkilerin ¢ogu triploid, bir kismimnin ise haploid oldugu
tespit edilmis olup haploid bitkilere rastlanilmamistr.
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3. MATERYAL VE METOT

Calismada kullanilmis olan bitkisel materyaller Akdeniz Universitesi Ziraat
Fakiiltesi’nde yetistirilmis olup, doku kiiltiirii alismalar1 da Akdeniz Universitesi Ziraat
Fakiltesi Bahge Bitkileri Bolimu doku kultlrd laboratuvarinda 2022 yilinda
yapilmustir.

3.1. Materyal
3.1.1. Bitkisel Materyal

Arastirmada bitkisel materyal olarak; Turuncu havug tipine ait TTS-1, TTS-2,
TTS-3, TTS-4, mor havug tipine ait TTS-5 olmak Uzere bes farkli havug genotipi
kullanilmastir.

3.2. Metot
3.2.1. Donor bitkilerin yetistirilme kosullar:

Bes farkli havug genotipine ait tohumlar Temmuz ay1 sonunda igleri torf ve perlit
(2:1) ile doldurulmus viyollere ekilmislerdir. Cimlenmeyi takiben bir ay sonra fideler
kiigiik saksilara alinmislardir. Fidelerin sulama islemleri bir giin ara ile yapilmistir. Bir
ay sonra kok gelisiminin rahat olmasi i¢in bitkiler biiylik saksilara aktarilmistir. Bir ay
sonra 4°C’de vernalizasyona alinmis olan bitkiler altmis glin sonunda da tam kontrollii
seralara transfer edilmislerdir.

3.2.2. Laboratuvar ekipmanlar ve islemleri

Arastirmada besi ortamlarinmn hazirlanmasinda cam beherler, manyetik
karistiric, meziirler ve pH metre kullanilmistir. Besi ortamlarint muhafaza edebilmek
amaci ile sterilizasyonu yapilmis 6 cm c¢apmnda steril petri kaplar1 kullanilmistir.
Arastirmada laboratuvar ortaminda kullanilmis olan pensler, petriler, bistlriler, kurutma
kagidi, beher ve mikro pipet uclar1 gibi gerekli olan malzemelerin sterilizasyonunun
saglanmasi i¢in 20 dakika boyunca 121°C sicaklikta ve basmcm 1.2 kg/ cm? oldugu
otoklav  cihazinda  gergeklestirilmistir. ~ Otoklav ~ cihazinda  sterilizasyonu
gerceklestirilemeyen stre¢ film, asetat kalem, tomurcuklarin yer aldigi falcon tiipleri,
havlu pecete gibi c¢alismada kabinde kullanilmas1 gereken malzemelerin ylzey
sterilizasyonu %70 alkol ile saglanmistr.

Kiiltiire alma islemleri steril kabinler igerisinde yapilmistir. Kiiltiire alma islemi
gerceklesmeden Once steril kabinin i¢i %70 alkol ile silinip ardindan 20 dakika boyunca
da UV ik ile sterilizasyonu gerceklestirilmistir. Steril kabin igerisinde kullanilacak
diger ekipmanlar icinde UV 1s1k islemi gerceklestirilmistir.

Mikrospor gelisim asamalarinin belirlenmesinde 151k mikroskobu kullanilmaistir.
Uygun mikrospor asamasindaki anterlerin umbellerin igindeki tomurcuklardan
¢ikarilmasi islemlerinde ise stereo mikroskop kullanilmigtir. Ayni1 zamanda anter
kiltlrl isleminde tomurcuklarin igerisinde yer alan anterler sivri uglu 13 cm
uzunlugunda olan pens ve 11 numarali bistiiri ucu yardimiyla izole edilerek Kkiiltiire
alinmistir. Bu islemler boyunca kullanilan bisturi ve penslerin her kullanimimdan sonra
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sterilizasyonu igin 1sis1 yiksek olan cam boncuk sterilizasyonu aletinde bekletilerek
sterilizasyonu saglanmstir.

3.2.3. Cigek tomurcuklarinin toplanmasi

Sabah erken saatlerde seradan bes dondr genotipten ayri ayri olacak sekilde
umbeller toplanmistir. Genotiplerde karisikligi 6nlemek icin drnek tasima posetleri
kullanilmigtir. Umbellerdeki yesil uzantilar makas yardimu ile kesilmistir. Havug donor
genotipleri uygun gelisme asamasint belirlemek igin bir 151k mikroskobu altinda
incelemeye almmuslardir.

3.2.4. Donor havug genotiplerinden ahinan tomurcuklarin yuzey sterilizasyonu

Donor havug bitkilerinden alinan umbellerde bulunan agmis ¢igekler uzaklastirilip
geriye kalan uygun tomurcuklar makas yardimi ile Kkesilerek falcon tuplerine
doldurulmustur. Tomurcuklar %70’lik alkol igerisinde 15 dakika tutulduktan sonra steril
kabin icerisinde tgcer kez steril distile su ile durulanmustir (Sekil 3.1).

COVVCCNY T
KRIOOOOOOONKK
OO R KOO 00K X

J AN (1)
(A 000060900 )
AARKKNN R KK
1) llll-llln”'l'u‘
KR ROO0O000N0N ) f
Il‘l"ll |‘|'l'l.¢'1'|n 44||'| K
{ nlt|‘4|'|"‘l|'| 'y NS

1) ()
AN 0NN 0D EEEN) OUR) OOKK
NN XK N KRN 'y ‘
R RO XX ‘4‘|'||~ W, AV . " <

R ultl"lvl""l"'l ( {
|l). 'llt'll ‘ll‘C:l‘lt "I,u 1"" v' ¢'|'|'1 {
\ R ‘4'.’.""’:""4‘!‘!'!I OO0
J RN ( ) 0 ( Jot
XXX KKK KXY
AR ‘.‘.‘.'.'..‘,""l_‘“"","',l’l,'.“(’l,l' X
OOUOOOOOONNKKY OO0
OO O
OO KOG KOO0
OO OOOOOOOOOOK OO
OO OO GOONO0000C L
COYO D000 N0 s ,
RN KKK £ :
QOO OO OOOOO000
B ) S A “"

Sekil 3.1. Havu¢ cicek tomurcuklarinin ylzey sterilizasyonu
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3.25. Uygun androgenesis asamasma sahip anterlerin bulundugu c¢icek
tomurcuklarinin secilmesi

Haploid embriyo elde edilmesindeki en 6nemli faktorlerden biri kiiltiire alinan
anterlerin gelisme asamasidir. Havugta androgenesis igin heniz olgunlasmamis ve
icerisinde birinci polen mitozu asamasma gelmis tek cekirdekli mikrospor asamasina
sahip anterler en uygun calisma materyalidir. Bu asama yaklasik olarak 0.7-1.3 mm
aras1 uzunlukta bulunan agmamis ¢igek tomurcuklarinda gézlemlenir. Calismamizda da
mikrosporlarin tek ¢ekirdekli asamada oldugu anterleri igeren tomurcuklar toplanmaistir.
Yizey sterilizasyondan isleminden sonra steril olan tomurcuklardan anterler, steril
kabin i¢inde stereo mikroskop altinda ayrilmistir (Sekil 3.2). Anterler bekletilmeden
icinde Gamborg BS5 ortamui bulunan petrilere sivri uglu pens yardimiyla aktarilmistir.
Anterler uyartim ortami iceren petri kaplarmma her petride 5 tomurcuk olacak sekilde
25’erli olarak yerlestirilmistir. Petri kaplar1 stre¢ film ile kapatilarak kontaminasyon
onlenmeye ¢alisilmistir. Kiiltiirler siirekli olarak 27°C’de karanlik kosullarda sekiz hafta
stre ile inkUbatdrde bekletilmistir.

14



MATERYAL VE METOT L. KOYUTURK

Sekil 3.2. Uygun asamadaki ci¢cek tomurcuklarinin segilmesi; a); b) 0.7-1.3 mm
uzunluktaki agmamis cicek tomurcugu; c); d) mikroskop altinda tek cekirdekli
mikrospor asamasindaki anterlerin ¢igek tomurcugundan ¢ikarilmasi
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3.2.6. Androgenesis uyartim ortaminin olusturulmasi
3.2.6.1 Izole edilmis mikrospor kiiltiirii yontemi

Mikrospor kulturd igin Lichter (1982) tarafindan gelistirilen 0.2 mg/1 2,4-D (2,4-
diklorofenoksiasetik asit), 0.2 mg/l kinetin (6-furfurylaminopurine) ve %13 sukroz
iceren sivi ¥2 NLN-13 ortanmu kullanilmistir (pH: 6.2-6.4). Bes don6r genotipten alinmis
30 adet steril cicek tomurcuklart 6 ml % NLN-13 besi ortam: bulunan havanlar
icerisinde ezilmistir. Ezilen ¢i¢ek tomurcuklar1 40 pm’lik filtreden gegirilerek 50 ml’lik
santrifiij tliplerine aktarilmistir ve tizerine 20 ml daha sivi ortam eklenerek 120 rcf’de 5
dakika santrifiij yapilmistir. Bu yontem iki kez tekrarlanmistir. Inkiibasyon ortaminin
mikrospor yogunlugu 2 x 10° ml olarak ayarlanarak petrilere aktarilmis olup son olarak
100 pl aktif kdmir petrilere dagitilarak inkiibasyona hazirlanmistir. Kiiltiirler 2 giin 5-
6°C’de karanlik kosullarda inkiibe edildikten sonra 25°C altinda karanlik kosullarda
tutulmustur.

3.2.6.2 Anter kultara yontemi

Calismada androgenesis uyartim ortamu icin Keller ve Armstrong (1977)
tarafindan modifiye edilmis BS (Gamborg vd. 1968) ortami kullanilmustir (Cizelge 3.1).
Besi ortami 20 dakika boyunca 121°C sicaklikta ve basincin 1.2 kg/ cm? oldugu
otoklavda sterilize edilmistir. Ortamlarin steril kabinde 60 °C’ye kadar sogutulduktan
sonra 65x15 mm petri kaplarma doldurularak steril kabinde sogutulmasi beklenmistir.
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Cizelge 3.1. Keller ve Armstrong (1977) tarafindan modifiye edilmis B5 (Gamborg vd.

1968) besi ortam1 bilesenleri

Icerik

Indiiksiyon ortamm (Gamborg B5

(mg/1t))
Makro elementler
CaCl, 113.23
KNO3 2500.00
NaH2PO4 121.56
(NH4)2S0q4 130.44
Mikro elementler
CoCl; x 6H20 0.025
CuS0O4 X 5H20 0.025
FeNaEDTA 36.70
H3BOs 3.00
KI 0.75
MnSO4 X H,0 10.00
Na;SO4sMo004 X 2H,0 0.25
ZnS0O4 X 7TH20 2.00
Vitaminler
Miyo-inositol 100.00
Nikotinik asit 1.00
Piridoksin-HCL 1.00
Tiamin-HCL 10.00
Aminoasitler
L-serin 100
L-glutamin 500
Bitki buylme dizenleyiciler
NAA (a-naftalenasetik asit) 0.1
2,4-D (2,4-diklorofenoksiasetik 01
asit) '
Karbonhidrat kaynag:
Sukroz 130 000
Ortam katilastirici
Agar 8 000
pH 5.8
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3.2.7. Rejenerasyon ortami

Olusturulan kiiltiirlerden her bir dondr bitki anteri sekiz hafta boyunca 27°C’de
karanlik inklbasyona tabii tutulmustur. Haftalik beklemeyi tamamlayan Kdltrler
rejenerasyon ortamina alinarak 25°C sicaklik, ortalama 3000 lux 151k siddetine sahip
iklim odalarinda embriyo olusuncaya kadar bekletilmistir. Embriyo gelisiminin etkinligi
Uzerine poliaminlerde patresinin etkisinin etkisi gdzlemlenerek kontrol grubu ile
karsilastirilmas1 yapilmistir. Rejenerasyon ortamlari asagidaki sekilde hazirlanmistir.

1. HAR 1: Bs kontrol ortami
2. HAR 2: Bs + 160 mg/I putresin

3.2.8. Embriyo ortanm

Kilturlerde embriyo gelisimi g0zlendikten sonra, embriyolar rejenerasyon
ortamindan almip hormon igermeyen cam tiip i¢erisinde bulunan MS (Murashige ve
Skoog 1962) ortamina aktarilmistir (Sekil 3.3). Cam tiipler 16 saat 151k/ 8 saat karanlik
olan 1sik periyodu, 25°C sicaklik, ortalama 3000 lux isik siddetine sahip iklim
odalarmda bitki gelisimi gézlenene kadar bekletilmistir.

Sekil 3.3. Embriyolarin MS ortamina aktarim asamasi; a) Rejenerasyon ortaminda
gelisim gosteren embriyolar; b) MS ortamu igeren cam tlipe aktarilmig embriyo

18



MATERYAL VE METOT L. KOYUTURK

3.2.9. Androgenik havug bitkilerinin aklimatizasyonu

Kok ve govde gelisimini tamamlayan ve stoma saymmlari sayilarak ploidi
seviyeleri belirlenen androgenik havuglar cam tuplerden pens yardimiyla besi
ortamindan uzaklastirilip mini seralara aktarimi gergeklestirilmistir. Ploidi seviyesini
belirlemek i¢in yaprak biyikligii belirli bir seviyeye gelen bitkiciklerden Flow
sitometri analizi i¢in 6rnekler alinmistir.

3.2.10. Haploid Bitkilerde homozigotlugun SSR markdrleri ile belirlenmesi
3.2.10.1. DNA izolasyonu

Geligsen her dondr ve DH bitkilerinden toplam 30 adet havug bitkisinden DNA
izolasyonu i¢in yaprak Ornekleri alimmis ve Doyle ve Doyle (1987) tarafindan
gelistirilmis ve modifiye edilmis CTAB DNA izolasyonu ile orneklerin DNA
izolasyonu yapilmustir.

1. Yaprak 6rneklerinden 1 g alinarak sivi azot ile toz haline getirilmis ve 2 ml’lik
mikro santriflj tiiplerine aktarimi yapilmustir.

2. Ogiitiilen 6rneklerin {izerine 700 ul CTAB soliisyonu (CTAB igerisine % 2 v/w
B- Merkaptoetanol ilavesi yapilmistir.) eklenmistir.

3. Homojen durumdaki o6rnekler 65 °C’de 30 dakika inkiibasyonu yapilmistir ve
inkiibasyon sirasinda 10 dakika ara ile santrifuj tiipleri karistirtlmistir.

4. Inkiibasyondan alman &rneklerin oda sicakligma gelmesi beklenmistir ve daha
sonra lizerlerine 700 pl klorofom izomil alkol (24:1) eklenerek 13.000 santrifiij
hizda 10 dakika santrifiij edilmistir.

5. Santrifiij sonrasinda orneklerin en tist fazi alimarak 2 ml’lik yeni mikro santrifiij
tuplerine aktarilmistir.

6. En ist faz1 alman 6rneklerin lizerine 2 pul RNase eklenerek 37°C’de 10 dakika
bekletilmistir.

7. Orneklerin DNA varhigmi kontrol etmek igin 1/10 hacminde 5 M’hik NaCl’den
42 ul ve 6/10 hacminde 420 pl soguk isopropanol eklenmistir ve -20°C’de 12
saat bekletilmistir.

8. 12 saat sonra 6rnekler 13.000 santriflij hizda 20 dakika santrifiij edilmistir.

9. Santriflij sonrasi Orneklerin sipernatant kismi dokilmistiir ve peletler
kuruduktan sonra 1000 pl %70’1lik etanol eklenerek 5 dakika santrifij
yapilmustir.

10. Sonrasinda stipernatant dokulerek tipler kurumaya birakilmistir.
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11. Orneklere 50 pl TE (1 M Tris-HCI pH 8.0, 0.5 M EDTA) eklenerek DNA’larin
¢cozinmesi saglanmistir ve -20°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.10.2. Cahsmada kullamlan SSR markorleri

Calismada havug¢ donor bitkilerinden alinan anter 6rneklerinden elde edilen DH
bitkilerin homozigotluk durumunu kontrol etmek i¢in SSR markorleri ile ¢alisilmistir.
Havugta yapilan molekiiler calismalarla ilgili literatiir taramasi sonucunda yaklasik 420
adet mark0r belirlenmistir. Segilen 420 adet markor igerisinden havucun her bir
kromozomu Uzerine dagilacak sekilde 48 adet markor segilmistir (Cizelge 3.2).
Markorlerin  timu Genomik DNA kutiphanesinden (GSSR), Bakteriyel Yapay
Kromozomu (BAC) dizin veri tabanindan, Expressed Sequence Tag (EST) ‘den ve
genom spesifik izoenzim (Chalcone synthase ve Isopentenyl diphosphate isomerase)
markorlerinden olacak sekilde belirlenmistir. Ayrica se¢im yapilirken markdrlerin
polimorfizm oranlar1 ve PCR basarilar1 da dikkate alimmustir.

Cizelge 3.2. Calismada kullanilan SSR markar listesi (Yildiz 2009; Jhang vd. 2010;
Cavagnaro vd. 2011; Alessandro vd. 2013; Yildiz vd. 2013; Budahn vd. 2014;
Bukroposna 2014; Parsons vd. 2015)

. . Baglanma PCR
N'\:I?l;lf:;l Mgrdlior Primer Dizisi Sicakh@1 | bolimorfizm ](3)?:::
(°C) Oram (%) (%)
F: CCACCTTGGACAAAGCAAAC
1 GSSR14 | R: GCCCAGTTCTTCTTAATTGCAG 55 57 86
F: GATTACTTGACCTGGGTTGAGG
2 GSSR46 | R: GTATGTGAAGCGGAGATTGTTG 58 36 100
F: CGCTCGAGTTTCGTAGAGT
3 GSSR138 | R: CCTCCCCAACTCAATCCAAT 56 71 100
F: CTGATTGTTTTATTCATAAAAAAGCCTAG
4 BSSR3 | R: TACACAACTTGACCATCAAAGACAA 51 36 86
F: TCTGCGACTCCTCCTCATCT
5 ESSR28 | R: CAGGAAAATGCAAGTGCTCA 55 — —
F: CAGCACTACTCGAAGATTGGC
6 GSSR42 | R: ACCTAGTTCTGTCCAAAGTGCG 58 29 100
F: ACTGCAAAACAGAAACCCAGA
7 GSSR65 | R: TAGGTCATGGCGATTGATGTAG 57 21 100
F: CTTATATGTGATGGCGTCGAAA
8 GSSR154 | R: GACTGCACCGCTCCTAACTC 56 43 100
F: GGTGTTCTCAGTATCCTCATAATAAA
9 BSSR22 | R: AAAGAAAAGGCAAGATTCATG 51 50 71
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Cizelge 3.2’ nin devami

. . Baglanma PCR
Markor | Markor Primer Dizisi Sicakhig ) ) Basan
Numarasi Adi °C) PS!Q:::F(&ZJT)TI Ogam
(%)
F: CACGGCGTGTACAAATGAAG
10 ESSR112 | R: AGCAACCCTTGAACATTTCG 55 — —
F: GGTCTCTTCCACACTCATGGAT
11 GSSR17 | R: CCAGCATTCACTATGTCCACTC 60 64 100
F: GGATTCTAACTGGCCTCAAACA
12 GSSR31 | R: TGTATATTTCCGCAACAAAGGC 54 71 100
F: ATTCACCTTCAGTGCCTCCTAA
13 GSSRI1 | R: GAATTGTGTGTGGTGCCTTCTA 55 71 100
F: ATGTTGTCCACAAAAGGTGAGT
14 BSSR13 [ R: CGTTCGTACGAGAATATGAAAAC 54 29 100
F: GCATCAGTCGACGAGAACAA
15 ESSR87 | R: CATCCAGCAACAACAGGCTA 56 — —
F: TCTCCTCTTGATTCTTCTTCGC
16 GSSR6 | R: CCAATAAGCGTAAGCGTTTCTC 55 93 100
F: CGACTTGGCTTGTCTCTTCA
17 GSSR39 | R: CTCCAATTTGAGATACATTTGGG 55 43 86
F: AGAAGGCATCGTGTGTTCATAA
18 GSSR92 | R: CAACGGTGATTAAGTGGGTTCT 55 33 100
F: AGCGTCGTTTTCGCGAGT
19 GSSR96 | R: CGCGGTTAAAGCAAAGCTAAT 55 50 100
F: GGAGAGAAAAAGCCAGCAGAGAA
20 BSSR76 | R: ATATCA GGG TGG ACT TGC TTC AAC 56 43 100
F: AATTCACGAAGCCACGATTC
21 ESSR41 | R: ATCGTCCCACAGATCCAATC 56 — —
F: CCGAGTTGGATTCGGAGAG
22 GSSR19 | R: GTAAATTGAGGATTGCGAGTTG 58 57 100
F: TGCATCTCTTTCCTTGGGAG
23 GSSR54 | R: TGCCTTCTTCTGGTCAAGTG 54 29 86
F: TCGACATGAAATCAACCTCAG
24 GSSR122 | R: TGTTCGATCGAGAGAGAGAG 55 29 100
F: CAATCTTGCCACTAAAAGAGCA
25 GSSR4 | R: CAGATACAATAGACAGGAAACATCG 55 71 100
F: GAGGAAGGGTAGATCCAGTCA
26 GSSR111 | R: ATGGGATGTCTTTCCCCTCTAT 55 50 100
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Cizelge 3.2’ nin devami

Markér
Numarasi

Markor
Adi

Primer Dizisi

Baglanma
Sicakh@
°C)

Polimorfizm
Oram (%)

PCR
Basan
Oram
(%)

27

ESSR36

F: CTCAGGCGGTTCAGAGTAGG

R: TTGAGGAGGCTAGCCAAGAA

57

28

GSSR12

F: TGTATTGTGTGTATGCAATTTTGG

R: CAAATCACACAATGCATGAGAGA

54

29

100

29

GSSR85

F: TGACTCGGTGGATGAATTAAGA

R: CACTGCTTTGCCATTGTTTT

58

93

100

30

GSSR119

F: GCTAAAACCCTCAAATCTCTGC

R: ACCACCACAAATATCCATCTCC

55

43

100

31

BSSR54

F: CGTCACCAGAACATTCGAGAGAT

R: TACCAGAGATCAGATGGAATGTAGGT

56

14

100

32

ESSR103

F: CCTCCTCTTTCGGTTGCATA

R: CGCTACTTTGGGAAGCAGAA

56

33

GSSR35

F: AATTCACAATCACCGACTCTCC

R: ACGTCAAAGCTCCTGTTCATTT

55

50

100

34

GSSR44

F: AACTTCACCCCAGCTCACC

R: CAAAGCAAGTAAAGAGACAGCG

58

58

100

35

GSSR107

F: TTCTGGTCTTTTGACATGAAGG

R: CGGATTTGAGGTGAGTTGAATA

54

79

100

36

BSSR140

F: AAGATGGATTTTCCCACCTCTATAAT

R: AAGAAGTATATCTCCGGCCATGTT

53

29

86

37

ESSR30

F: TCCCGGCTAAATGAACTGTC

R: TGGTAGCGATGATGTGTGTG

56
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Cizelge 3.2’ nin devami
Marko Marko Baglanma BPCR
Nu::l;rzzl irdlor Primer Dizisi Slc?kllgl Polimorfizm O?;I:ll
) Oram (%) (%)
F: ATGCAAACGACAATATCCACAG
38 GSSR16 | R: GCCCAGCCACTTCCTAGAT 57 71 100
F: TTCTCTCTTGAGCGCGATAATAC
39 GSSR88 [ R: CGCCTTGTTGAATAGAAAGTGA 58 29 100
F: GCAAGTGTTTCGTGACATGC
40 GSSR139 | R: AACATGAGTTAATCGAAGGGGA 56 57 100
F: GCACAGAAATGTTATGTATCCTGTTT
41 BSSR89 | R: AGGAGGAAAGGAGAATTCGAATG 53 57 100
F: TCACTTCAAGAACCCAAGGC
42 ESSR67 | R: AAAGGGCCAAGTCCAAATTC 55 — —
F: GCGTCTCCGTAGTTGTATGTGT
43 GSSR125 | R: AATCGCTTCGGGAAAAGTC 55 14 100
F: AATTAGGATTGGAATCACTGCGAGT
44 BSSR52 | R: ATAGGCAAATGTCATGGATAACTGAA 55 36 100
F: AGCCACTCACCTTCTACCAGAG
45 SSR5 | R: TGTACTTGCCGTCCCAGAAG 50 0.72 —
F: CAAGTTCCAGTTTTCGAATGTC
46 SSR7 | R: GGGAAATCTACAAAACTACCTACCT 55 0.89 —
F: CTC AAG GAG AAG TTT AGG CGG ATG
47 cPs2 R: ATG AGG CCATGT ACT CGC AGA AAC 55 — —
F: CTG TAC AGG GAG TCC GAG CTT ATC
48 ipi3 R: CCA ATC CAA GAC ATT TAC CAT AGG TC 55 — —
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3.2.10.3. PCR reaksiyon asamasi

Her 6rnek icin toplam PCR hacmi 24 ul olacak sekilde hazirlanmistir (Cizelge
3.3) ve PCR reaksiyonlar1 dongiisi Cizelge 3.4’ de verilmistir.

Cizelge 3.3. PCR reaksiyon urunleri

PCR Urinleri Miktar (ul)
Dream Taq Green Mastar Mix 10 pl
ddH20 10ul
Forward primer 1ul
Reverse primer 1ul
DNA (5 ng) 2ul
Toplam hacim 24ul

Cizelge 3.4. PCR reaksiyon dongusu

Asama Sicaklik (°C) Zaman DoOngu sayisi
Denaturasyon 95 3 dk 1
Denaturasyon 95 30 sn
Baglanma 55 30 sn 35
Uzama 72 1dk
Son Uzama 72 7 dk 1

3.2.10.4. PCR urunlerinin poliakrilamid jel elektroforezinde gortinttlenmesi

PCR reaksiyonlarinin kontrolini saglamak igin %5’lik poliakrilamid jel
kullanilmustir. Jeli hazirlamada 46.5 ml steril su, 6 ml 10xTBE (Tris Borik asit EDTA),
7.5 ml %40°lik akrilamit, 0.105 APS (Amonyumpersiilfat), 60 ul TEMED (Tetrametil-
Etilendiamin) kullanilmistir. Cam bloga dokiilen jel bekletilerek sogumasi saglandiktan
sonra PCR {iriinlerinin jele yiiklemesi yapilarak 30 dk kosulduktan sonra % 0.1°lik
EtBr’de boyanmis ve UV de goriintiilenmistir.

3.2.11. Androgenik havug bitkilerinin ploidi seviyelerinin degerlendirilmesi

Androgenik bitkilerin ploidi degerlendirilmesi ¢ekirdek DNA miktar1
belirlenerek degerlendirilir. 3-4 yaprakli seviyeye gelen androgenik havug bitkilerine
flow sitometri testi ile ploidi analizi yapilmistir. Analizler i¢in Sysmex CyFlow Space flow
sitometri cihazi ve CyStain UV Precise P analiz kiti kullamlmistir. Bu analizler TARLAB
BIYOTEKNOLOIJI AR&GE Limited sirketinden destek alinarak yapilmustir.
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4. BULGULAR
4.1 Androgenesis yanit1 Uzerine mikrospor ve anter kilttirt karsilastiriimasi

Androgenesis, embriyogenesis indiiksiyonu ve embriyo gelisimini tesvik etmek
ve gelisim asamalarini takip etmek icin mikemmel bir sistem saglar. Androgenik
haploid bitki iiretimi i¢in anter ve mikrospor kiiltiir metotlar1 bitki 1slah programlarinin
onemli bir pargasi haline gelmistir (Singh vd. 2020).

Bu calismada ilk asamada androgenesis yaniti {izerine etkili iki yontem olan
mikrospor ve anter kiiltiiri metotlar1 karsilastirilmistir. Anter kiiltiirii icin Keller ve
Armstrong (1977) tarafindan modifiye edilmis B5 (Gamborg vd. 1968) ortami
kullanmilmistir ve pH 5.8’e¢ ayarlanmistir. Mikrospor kiiltiirii i¢in i¢cin Lichter (1982)
tarafindan gelistirilen 0.2 mg/1 2,4-D (2,4-diklorofenoksiasetik asit), 0.2 mg/l kinetin (6-
furfurylaminopurine ) ve %13 sukroz igeren sivi 2 NLN-13 ortami kullanilmistir (pH:
6.2-6.4).

Denemeler kurulmadan 6nce anter ve mikrospor yontemlerinin basarili olmasi
icin uygun asama olarak kabul edilen heniiz olgunlasmamis ve igerisinde birinci polen
mitozu asamasima gelmis tek ¢ekirdekli mikrospor asamasina sahip anterler en uygun
calisma materyali olarak se¢ilmistir. Bu asama havugta yaklasik olarak 0.7-1.3 mm aras1
uzunlukta bulunan agmamis ¢icek tomurcuklarinda gozlemlendigi ve belirtilen gelisme
asamasindaki anterler ile ¢alismanin basarili oldugunu gosteren bir¢ok arastirma bulmak
mumkandar.

Uygun asama olan tek cekirdekli mikrospor asamasindaki anterlere sahip
tomurcuklar1 secebilmek icin her genotipte tomurcuk uzunlugu dikkate alinarak
denemeler kurulmustur.

Denemeden elde edilen bulgulara dayanarak yapilan degerlendirmelerde,
mikrospor kiltirinde hicbir genotipin gelisim gostermedigi saptanmustir. Yapilan
degerlendirmeler sonucunda, havug bitkisinde androgenesisin uyarilmasi asamasinda
uygulanan kiltir metotlarinin etkisi agik bir sekilde gérilmektedir.

4.2 Androgenesis yamiti Uzerine anter kalturd besi ortamlarimn etkisi

Her bir donor bitkiden alinan anterler Gamborg B5 (Gamborg vd. 1968) ortaminda
inklibasyon siresini tamamladiktan sonra, her dondr esit sayilarda rejenerasyon
ortamma alinarak embriyo gelisimi ve dlzgun formda bitkicik olusumlari
gbzlenlenmistir (Cizelge 4.1 ve 4.2). Rejenerasyon ortami i¢in bir kontrol grubu (HAR
1: Bs) ve piitresinin androgenesisin etkinligi iizerine etkisini aragtrmak i¢in piitresin
icerigine sahip (HAR 2: Bs + 160 mg/l pitresin) ortamlar1 tercih edilmistir. Bu
calismada, kallus olusumu gozlemlenmeden besi ortamindaki anterlerden embriyolarin
olusumu ile direkt androgenesis olusumu saglanmistir.

Anterlerdeki morfolojik degisiklikler rejenerasyon ortamina alindiktan 4 hafta sonra
embriyo gelistirmeye egilim gdsterenlerde icten disa dogru hacimsel bir artig seklinde
gbzlemlenmistir (Sekil 4.1).
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*d . " b F'+

Sekil 4.1. Embriyonik gelisme gosteren anterler; a) TTS-1 b) TTS-2 dondrlerinin
embriyo gelisimi gérantimleri

Anter kilturindeki sonuglar incelendiginde, her iki rejenerasyon ortaminda da
biitlin genotiplerde embriyo olusumu gozlemlenmistir. Donorlerin olusturdugu embriyo
sayilari, kontrol grubu olan HAR-1 ortaminda TTS-1 donériinden 118, TTS-2
dondriinden 66, TTS-3 dondriinden 75, TTS-4 dondrinden 48 ve TTS-5 dondriinden
41adet iken, 160 mg/l putresin iceren HAR-2 ortaminda TTS-1 dondrinden 457, TTS-2
donoérunden 432, TTS-3 dondriinden 145, TTS-4 donérinden 145, TTS-5 dondrinden
150 adet embriyo olusmustur.

Tomurcuk basma embriyo degerlendirilmesinde, HAR-1 ortaminda tomurcuk
basma TTS-1 dondériinde 0.30, TTS-2 donériinde 0.18, TTS-3 donoérinde 0.20, TTS-4
donérinde 0.12, TTS-5 donérinde 0.13 embriyo, HAR-2 ortaminda TTS-1 donériinde
1.17, TTS-2 dondrinde 1.21, TTS-3 dondriinde 0.56, TTS-4 dondriinde 0.37, TTS-5
donorinde 0.48 embriyo eldesine ulasilmistir.

HAR-1 ortaminda elde edilen bitki sayis1 TTS-1°de 77, TTS-2’de 10, TTS-3’de
13, TTS-4’de 6 ve TTS-5’de 7 adet, HAR-2 ortaminda TTS-1’de 341, TTS-2’de 193,
TTS-3’de 175, TTS-4’de 23 ve TTS-5"de 97 adet bitki gelisimi gozlemlenmistir.

HAR-1 ortaminda TTS-1’de 0.20, TTS-2’de 0.03, TTS-3’de 0.04, TTS-4 ve
TTS-5"de 0.02 bitki, HAR-2 ortaminda TTS-1’de 0.87, TTS-2’de 0.54, TTS-3’de 0.47,
TTS-4’de 0.06 ve TTS-5’de 0.31 bitki eldesi tomurcuk basima diisen bitki degerleridir.

Bu sonuglara dayali olarak veriler incelendiginde her iki ortam arasinda
farkliliklarin oldugu acik bir sekilde gozlemlenmistir. indiiksiyon ortanindan almnan
bitin dondrlerinin anterleri Bs ve Bs + 160 mg/l pitresin bulunan rejenerasyon
ortaminda embriyo gelisimini saglayarak diizgiin tam bitkiler olusturmustur. Bs kontrol
grubu ve Bs + 160 mg/l pitresin iceriklerine sahip rejenerasyon ortamlari
karsilastirildiginda piitresin bulunmayan rejenerasyon ortaminda embriyo sayis1 ve elde
edilen bitki miktar1 diisiik olmasina ragmen piitresin bulunan rejenerasyon ortaminda bu
degerler oldukga yiksektir. Sonuclardan agik bir sekilde gortlmektedir ki anter
kiltirinde rejenerasyon ortamia bir poliamin olan putresinin ilavesi androgenesis
yanit1 Uzerine olumlu bir etkiye sahip olarak androgenesisi tesvik ettigi saptanmistir.
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Cizelge 4.1. Havug donor genotiplerinin HAR-1 ortaminda androgenesis yanitlari

HAR-1 Rejenerasyol Orta mi

Genotip Tomurcuk | Embriyo Embriyo/Tomurcuk Bitki Bitki/Tomurcuk
sayisi Sayisi Sayisi

TTS-1 390 118 0.3 77 0.2

TTS-2 358 66 0.18 10 0.03

TTS-3 370 75 0.20 13 0.04

TTS-4 390 48 0.12 6 0.02

TTS-5 310 41 0.13 7 0.02

Cizelge 4.2. Havug donor genotiplerinin HAR-2 ortaminda androgenesis yanitlari

HAR-2 Rejenerasyon Ortami

Genotip Torngueuk | EQgmyo Embriyo/Tomurcuk Bitki Bitki/Tomurcuk
Sayisi Sayisi Sayisi

TTS-1 390 457 1.17 341 0.87

TTS-2 358 432 1.21 193 0.54

TTS-3 370 207 0.56 175 0.47

TTS-4 390 145 0.37 23 0.06

TTS-5 310 150 0.48 97 0.31
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4.3 Androgenesis yaniti Uzerine genotipin etkisi

Androgenesis (zerine anter ve mikrospor ortamlarinda genotipin etkisi
incelendiginde mikrospor ortaminda higbir genotip yanit vermemistir. Degerlendirmeler
Cizelge 4.3 ve 4.4’de verilmistir. Genotipin embriyo sayisina etkisi yuzde olarak
incelendiginde en yiliksek embriyo yanitt HAR-2 ortaminda %24.13 ile TTS-2 ¢esidinin
dondr bitkilerinden elde edilmistir. TTS-1 ve TTS-2’de HAR-2 ortamindaki embriyo
yanitlart arasinda istatiksel olarak 6dnemli bir farklilik bulunmamaktadir. Rejenerasyon
ortaminda elde edilen en az embriyo yanit1 TTS-4 genotipine aittir.

Yiizde bitki yanitinin en fazla oldugu genotip HAR-2 ortaminda %17.49 orana sahip
TTS-1 genotipinden daha sonraki en iyi bitki yanit1 %10.78 ile TTS-2 genotipinden elde
edilirken, TTS-4 %1.18 bitki yanit1 ile bu degerler arasindaki en diisiik yanita sahiptir.

Calismada her iki ortamda genotip bazinda embriyo ve bitki yanit1 yiizdeleri
oldukca farklidir. HAR-2 ortaminda en yiksek embriyo yanit1 TTS-2 genotipinden
alimirken, HAR-1 ortaminda en yiiksek embriyo yaniti1 TTS-1 genotipinden alinmistir.
Bitki yanitinda ise her iki ortamda da en yiiksek deger TTS-1 genotipine aittir. TTS-4
genotipinin hem embriyo yaniti hem de bitki yanit1 incelendiginde diger genotipler
arasinda en az yanita sahip genotiptir. Calismada androgenesisin etkinligi TTS-1 ve
TTS-2 gesitlerinde benzer seviyelerde oldugu saptanmustir.

Deneme sonucunda en yiiksek embriyo ve bitki yanitlar1t HAR-2 ortamindan elde
edilmistir. HAR-2 ortaminda bulunana putresinin embriyo gelistirmeye ve bitki
olusturmada pozitif bir etkiye sahip olarak tesvik ettigi gdzlemlenmistir.
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Cizelge 4.3. Havug dondr genotiplerinin rejenerasyon ortaminda yiizde androgenesis
embriyo yanit1
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4.4 Androgenik havug bitkilerinin SSR markorleri ile homozigotluk tespiti

Calismada dondr olarak kullanilan 5 genotipe ait bitkiden her genotip i¢in 1 tane
olacak sekilde ve bu dondrlerden elde edilen DH bitkilerinden de her genotipi temsil
edecek sekilde 5’er bitki se¢ilmis ve yaprak drnegi alinmstir (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. DH havug genotiplerine ait ornek listesi

DH Havug Ornek Listesi
Ornek Ornek | Ornek Ornek
Numarasi | Ornek | Bilgisi | Numarasi Ornek Bilgisi
1 TTS-1 16 TTS-3-4
2 TTS-2 17 TTS-3-9
3 TTS-3 Donor 18 TTS-3-1
4 TTS-4 19 TTS-3-3
5 TTS-5 20 TTS-4-34
6 TTS-1-10 21 TTS-4-30
7 TTS-1-15 22 TTS-4-37
8 TTS-1-12 23 TTS-4-35 DH
9 TTS-1-36 24 TTS-4-17
10 TTS-1-19 DH 25 TTS-4-19**
11 TTS-2-36 26 TTS-5-79
12 TTS-2-65 27 TTS-5-58
13 TTS-2-47 28 TTS-5-76
14 TTS-2-62 29 TTS-5-82
15 TTS-2-64 30 TTS-5-96

** Ornegin Uzerinde gigek tozu bulundugu gozlenmistir.

Oncelikle 48 adet markdrun dondr DNA’lar1 ile PCR’1 yapilarak, polimorfik olanlar
tespit edilmeye g¢alisilmistir. PCR sonucunda her bir donoér i¢in polimorfizm durumu
tespit edilmistir ve her bir donor i¢in polimorfik bulunan markorler sar1 ile boyanmistir

(Cizelge 4.6).
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Cizelge 4.6. Havug dondr genotiplerinin PCR sonuglar1

Markor [ Markor Dondr
Numarasi| Adi TTS-1 | TTS-2 | TTS-3 | TTS-4 | TTS-5
1 GSSR14 |M M — M M
2 GSSR46 |M M M M pP?
3 GSSR138 | M P — M P
4 BSSR3 |M M — M M
5 ESSR28 |M P? M M M
6 GSSR42 (P? P? P? P M
7 GSSR65 |M P? P? P M
8 GSSR154 | M M P P M
9 BSSR22 |M M —_ — —
10 ESSR112 |M ? ? ? M
11 GSSR17 |M P P M —
12 GSSR31 (P? P? — — p?
13 GSSR91 (P? P M M M
14 BSSR13 |= M M — M
15 ESSR87 (P P? P? —_— P?
16 GSSR6 | == — —_— — _—
17 GSSR39 (M P M M
18 GSSR92 | = — —_— — —_—
19 GSSR9% (M M P? M P?
20 BSSR76 |M M M M M
21 ESSR41 |M M M M M
22 GSSR19 (M P P M P
23 GSSR54 | == — — — —
24 GSSR122 | P? P M M M

P: Polimorfik, M: Monomorfik
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Cizelge 4.6’nin devami

Markdr | Markor Dondr

Numarasi Adi TTS-1 TTS-2 | TTS-3 | TTS-4 | TTS-5
25 GSSR4 P? P? M M P?
26 GSSR111 |P P P P P
27 ESSR36 |M M M M P?
28 GSSR12 |P M M M M
29 GSSR85 |M M M M M
30 GSSR119 |P? P M M P
31 BSSR54 |M M M — M
32 ESSR103 |P? P P? P P
33 GSSR35 |M M M M M
34 GSSR44 | == P P P? P
35 GSSR107 |M M M M P
36 BSSR140 |M M M M M
37 ESSR30 |M P? P P? M
38 GSSR16 |M M P M P
39 GSSR88 |P? P? P? P? P?
40 GSSR139 | == — P? M M
41 BSSR89 |P M P P? P
42 ESSR67 |M M M M M
43 GSSR125 |M P M M —
44 BSSR52 |M M M M M
45 SSR5 — — — — —_—
46 SSR7 — — — — —_—
47 chs2 P? P? P? P? P?
48 ipi3 P? P — P? P?

P: Polimorfik, M: Monomorfik
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TTS-1 donoru igin secilen 4 adet polimorfizm gdsteren markor ile donor ve DH
bitkilerin PCR’1 yapilmistir. Bunlardan 2 tanesi istenilen duruma benzer sonuglar
vermistir (Sekil 4.2). GSSR 111 ve BSSR 89 igin elde edilen jel gorintuleri
incelendiginde TTS-1’den elde edilen 5 adet DH bitkisinin tamaminm homozigot
oldugu sonucuna ulasilmistir.

Sekil 4.2. TTS-1 dondérinden elde edilen DH bitkilerde polimorfik bant profili; a)
GSSR111 markéri; b) BSSR89 markorii

TTS-2 donéri igin incelenen 12 adet polimorfizm gdsteren markor ile dondr ve
DH bitkilerinin PCR sonucunda GSSR 91, GSSR 122 ve GSSR 138 markdrlerinde
istenilen sonuglara ulasilmistir (Sekil 4.3). GSSR 91, GSSR 122 ve GSSR 138 i¢in elde
edilen jel goriintiileri incelendiginde, TTS-2’den elde edilen DH bitkilerinden 1, 2 ve 3
numaranin homozigot oldugu, 4 ve 5 numarali bitkinin ise homozigot olmadig:
goriilmiistiir. Jel tizerinde Ornekler arasindaki homozigot ve heterozigot farkliligi ¢ok
net gorulebilmektedir.

DH1 DH 2 DH3 DH4 DH5

Sekil 4.3. TTS-2 dondériinden elde edilen DH bitkilerde polimorfik bant profili; a)
GSSR91 markdri; b) GSSR122 markori; ¢) GSSR138 markori
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TTS-3 dondri igin secilen 8 adet polimorfizm gosteren markorler ile donér ve
DH bitkilerin PCR’1 sonucunda 3 tanesi beklenen sonuglar1 vermistir (Sekil 4.4). GSSR
154, GSSR 17, GSSR 44, ESSR 30 ve GSSR 16 icin elde edilen jel goruntuleri
incelendiginde, TTS-3’den elde edilen DH bitkilerinin tamaminin homozigot oldugu
distintilmiistiir.

Donor DH1 DH 2

Sekil 4.4. TTS-3 dondrunden elde edilen DH bitkilerde polimorfik bant profili; a)
GSSR154 markérl; b) GSSR17 markori; ¢) GSSR44 markori; d) ESSR 30 markori; e)
GSSR16 markdr
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TTS-4 dondrl igin 6 adet secilen polimorfizm gdsteren markorler ile donor ve
DH bitkilerin PCR’1 sonucunda bunlardan 2 tanesi beklenilen sonucu vermistir (Sekil
4.5). GSSR 154 ve ESSR 30 icin elde edilen jel goriintiileri incelendiginde, TTS-4’ten
elde edilen 5 adet DH bitkisinin tamaminin homozigot oldugu diisliniilmiistir. DH 6
iizerinde ¢igek tozu gozlemlendigi i¢cin analizin dogrulugu agisindan 6nem tasidigi igin
sadece kontrol amacgli koyulmus, donér ile ayni profile sahip oldugu gozlemlenmistir.

Sekil 4.5. TTS-4 dondrinden elde edilen DH bitkilerde polimorfik bant profili; a)
GSSR154 markori; b) ESSR30 markari

TTS-5 donéru icin 9 adet polimorfizm gdésteren markorler ile donér ve DH
bitkilerin PCR’1 sonucunda bunlardan sadece 1 tanesi istenilen duruma benzer sonug
vermistir (Sekil 4.6). ESSR 103 i¢in elde edilen jel goriintiisii incelendiginde TTS-5
havugtan elde edilen 5 adet DH bitkisinin tamaminm homozigot oldugu diistiniilmiistiir.

Sekil 4.6. TTS-5 donérunden elde edilen DH bitkilerde ESSR103 markdri polimorfik
bant profili
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SSR markdrlerinden beklenen bant profili n kromozom sayisina sahip bitkilerde
donoriin allel sayisinin yaris1 kadar banta sahip olmasidir. Fakat spontan katlanan 2n
bitkilerin de dondr bitkinin allel sayisinin yaris1 kadar bant vermesi de olagandir. Bu
nedenle elde edilen jel goriintiilerinden yorum yapilabilse de DH bitkilerin n ve 2n
olduguna dair kesin bilgi vermek olduk¢a zordur. Yapilan bu incelemeler sonucunda
sadece homozigot ya da heterozigot bilgisi verilebilmektedir. Bu nedenle ¢alisma flow
sitometri analizi ile desteklenmistir.
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4.5 Androgenik havug bitkilerinin flow sitometri ile ploidi seviyesi tespiti

Calismada anter kulturunden elde edilen embriyolarm olusturdugu bitkilerin
ploidi seviyesi flow sitometri analizi ile tespit edilmistir. Analiz sonucu sekil 4.7 ve
4.8’deki gibi iki boyutlu bir grafikte gosterilmistir.

Ploidi analizinde grafikteki piklerin kaymas: nedeniyle olusabilecek hatalari
onlemek icin ¢ekirdek DNA miktar1 bilinen ve analiz edilen 6rnege yakin kontrol tiirii
(2n) kullanilmalidir. Caligmada kontrol tiirii olarak musir (Zea mays) kullanilmistir.
Bunun nedeni grafikte musirin verdigi pikin havug bitkisinin verdigi pike yakin
olmasina ragmen haploid ve tetraploid piklerle uyusmamasidir.

Flow sitometri analizi sonuglarina goére, TTS-1 genotipine ait bes bitki haploid
(n) yapida oldugu belirlenmis ve SSR markodr analizi sonuglarinda ise incelenen bant
profilleri homozigot bir agcilim gostermektedir (Sekil 4.2). TTS-2 genotipine ait bes,
TTS-3 genotipine ait bes, TTS-4 genotipine ait bes, TTS-5 genotipine ait bes bitkinin
flow sitometri analizi sonucunda diploid (2n) yapida oldugu belirlenmis ve SSR markor
analizi sonuglar1 ile kiyaslandiginda incelenen bant profillerinde sekil 4.3’de TTS-2
genotipine ait bitkilerin homozigot, Sekil 4.4’de TTS-3 genotipine ait bitkilerin
homozigot, Sekil 4.5°de TTS-4 genotipine ait bitkilerin homozigot, Sekil 4.6’da TTS-5
genotipine ait bitkilerin homozigot bir genetik agilim gosterdigi ve sonug olarak
spontane double haploid oldugu anlasilmistir.
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Sekil 4.7. Haploid (n) yapiya sahip bitkilerin flow sitometri analizi grafigi
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Sekil 4.8. Diploid (2n) yapiya sahip bitkilerin flow sitometri analizi grafigi
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5. TARTISMA

Androgenesis mikrosporlardan veya polenlerden haploid bitkilerin gelisimini
saglamaktadir. Diger bir deyisle, anter ve mikrospor Kiltirt teknikleri kullanilarak
androgenik haploid bitkilerin Gretimleri saglanmaktadir (Bhojwani ve Dantu 2010;
Bhojwani vd. 1996). Basarili bir androgenesis genotip, ¢evre, bitkinin yetistirilme
kosullari, anterlerin gelisme donemi, besi ortammin bilesimi ve yapisi, inkiibasyon
kosullar1 ve antere yapilan 6n uygulamalara baghdir (Keller ve Armstrong 1977; Bajaj
1990; Andersen vd. 1990; Osolnik vd. 1993; Gérecka 1998)

Kietkowska vd. (2014) havugta (Daucus carota L.) partenogenesis ve ovil
kaltard icin  gelistirilmis bir protokol sunduklar1 g¢alismada 30 havug ¢esitinin
heterozigot dondr bitkilerini ve elde edilen popiilasyonalar1 kullanilmistir. Bitkiler
maydanoz (Petroselinum crispum) poleni ile tozlanmis/ tozlanmamis veya 2,4-D (2,4-
diklorofenoksiasetik asit) uygulanmis/ uygulanmamis olacak sekilde planlanmustir.
Bitkilerin yaklasik %50’sine tozlanmadan 24 saat sonra 2,4-D (2,4-diklorofenoksiasetik
asit) uygulamasi1 yapilmis olup, kalan bitkilere bu uygulama yapilmamustir.
Partenogenesis etkinligi incelendiginde ovilden %9.55 oraninda embriyo gelistigi
goriilmiistiir. Bu tez c¢alismasinda ise anter Kkultlrd yontemi kullanilarak %24.13
oraninda embriyo elde edilmistir ve sonu¢ olarak embriyo gelisimi (zerine anter
kaltarandn, oval kiiltirtinden daha etkili oldugu agik bir sekilde goriilmektedir.

Andersan vd. (1990) ve Tyukavin vd. (1990) havugta yaptiklar1 ¢alismalarda
androgenik haploid havug elde etmek i¢cin mikrospor agsamasmin heniiz olgunlagsmamis
ve icerisinde birinci polen mitozu asamasina gelmis tek cekirdekli mikrospora sahip
anterlerin en uygun ve en etkili asama oldugu belirtilmistir. Kiszczak vd. (2017)
yaptiklar1 ¢alismada 0.7-1.8° mm arast uzunluga sahip c¢icek tomurcuklarini
kullanmislardir. Bu tez ¢alismasinda 0.7-1.3 mm aras1 uzunluktaki ¢igek tomurcuklari
kullanilmistir ve 151k mikroskobu altinda yapilan kontroller sonucunda mikrosporlarin
tek ¢ekirdekli asamada oldugu goriilmiistiir. Uygun asamadaki anterlerin angrogenesiste
basar1 oranini1 6nemli 6l¢lide arttirmaktadir.

Li vd. (2013) izole edilmis mikrospor kiiltiirlinden haploid ve double haploid
bitkilerin iiretimi i¢in gelistirmeyi amacladiklar1 protokolde 47 havug hatt1 kullanilarak
dort yil boyunca mikrospor kultiri (zerine genotipin etkisi arastirilmistir. 28 hat
embriyo ve kallus meydana getirerek direkt veya indirekt mikrospor embriyogenesis
meydana getirdigi belirtilmistir. Kiszczak vd. (2017) DH havug elde etmek i¢in Kazan
F1, Feria F1 ve Narbonne F1 olmak iizere ii¢ havug ¢esidininin androgenesis asamasi,
rejenerasyon asamasi ve androgenik bitkilerin aklimatizasyonu asamasinda anter ve
mikrospor yontemlerini karsilastirmalar1 sonucunda anter ve mikrospor Kkultird
yontemleri ile bitki Gretiminin her asamasindaki etkinligini belirleyen ana faktoriin
genotip oldugu belirtilmistir. Caligmada iki farkli androgenesis yontemi bes farkli havug
genotipi kullanilarak karsilastirilmas: yapilmistir. Anter kiiltiiriinde androgenesis yanit1
tim genotiplerde g6zlemlenirken mikrospor kultiriinde hicbir genotipte androgenesis
yanitina rastlanilmamustir. Bu ¢aligma ile kullanilan genotiplerin androgenesis yanitinda
anter kiiltiiriiniin farklilig1 agik bir sekilde goriilmiistiir.

Gorecka vd. (2005) havugta androgenesisin etkinligi (zerine g¢esitin, dondr
bitkinin ve kaltur yonteminin etkisi anter kultir yontemi kullanilarak aragtirmiglardir.
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Calismada yiiksek karoten igerigine sahip olan; CxC 9900 F1, Lucky B F1, HCM, Beta
III ve Perfekcja bes farkli havug cesiti tercih edilmistir. Iki anter kiiltiirii yontemi
karsilastirilmistir; bunlardan birincisi iki hafta boyunca karanlik kosullarda inkiibasyona
birakilan anterler daha sonra ayni icerige sahip temiz bir ortama transferi
gergeklestirilerek devamli 15132 maruz birakilmistir. ikinci yontemde ise anterlerden
embriyo olusumu gdzlemlenene kadar karanlik kosullarda inkiibasyonda tutulmustur.
Tim uygulamalar boyunca sicaklik 27°C’de sabit tutulmustur. En iyi androgenesis
yanit1 veren HCM c¢esiti iizerine yapilan karsilagtirilmada 100 anter bagina 8.1 embriyo
eldesi ile ikinci yontemin daha etkili ve ucuz bir yontem oldugu sonucuna ulagilmistir.
Bu tez calismasinda ise TTS-1, TTS-2, TTS-3, TTS-4 ve TTS-5 olmak Uzere tercih
edilen beg farkli havu¢ genotipinin anterleri benzer sekilde 27°C’de fakat sekiz hafta
boyunca karanlik kosullarda inkiibasyonda tutulmus ve daha sonra 25°C’de siirekli 1518a
maruz birakilmistir. Literatiirdeki bir ¢cok anter kiiltiirii calismasinda inkiibasyon siiresi
boyunca anterlerden embriyo gelisimi gézlemlendikten sonra rejenerasyon ortamina
aktarimi yapilirken, bu tez ¢alismasinda sekiz haftalik inkiibasyona maruz birakilan
anterlerin timii embriyo gelisimi gozlenmeksizin rejenerasyon ortamina aktarilmis ve
farkl inkiibasyon siiresinde basar1 elde edilerek, en yiiksek androgenesis yanitt HAR-2
ortamindaki TTS-2 genotipinden elde edilmis ve 100 anter basina 24.13 embriyo
olusumu tespit edilmistir.

Chiancone vd. (2006) klementinde, Hema ve Murthy (2008) nigerde, Redha ve
Suleman (2011) bugdayda ve Gorecka vd. (2014) havugta yaptigir ¢alismada anter
kiiltliriinde poliaminlerin kullanimm embriyogenesis oranii arttirdigii belirtmislerdir.
Gorecka vd. (2014) havugta yaptig1 calismada indiiksiyon ve rejenerasyon ortamlarinda
poliaminlerden piitresin ve spermidini ayr1 ayr1 ve kombinasyonlu olarak kullanmasi
sonucunda bir genotipten %242.79 ile en iyi androgenesis yanitt1 160 mg/L piitresin
iceren rejenerasyon ortamindan elde edildigi gortlmektedir. Dolayisiyla bu tez
calismasinda poliaminlerin embriyogenesis iizerine etkinligini belirlemek i¢in kontrol
grubu olan Gamborg B5 (HAR-1 ortami) ve poliaminlerden 160 mg/L pitresinin (HAR-
2 ortami1) bulundugu iki farkli rejenerasyon ortami kullanilarak genotiplerin
androgenesis yanitlar1 karsilastirilmistir. Bes dondr havug genotipinin timinden
androgenesis yanit1 elde edilmistir. HAR-2 ortaminda TTS-1 ve TTS-2 donérlerinin
embriyo yanitlar1 arasinda Onemli bir farkliik bulunmamasina ragmen en yiksek
embriyo yanit1 %24.13 ile TTS-2 dondrine aittir. En az elde edilen embriyo yaniti her
iki ortamda da TTS-4 dondriine ait oldugu tespit edilmistir. Androgenik bitki yanitinin
en fazla oldugu genotip HAR-2 ortaminda %17.49 oranmna sahip olan TTS-1
genotipidir. En diisik androgenik bitki yanit1 %1.18 olan TTS-4 genotipidir. Putresin
iceren rejenerasyon ortamindan elde edilen embriyo ve bitki sayisi oldukga yuksek
oldugu saptanmustir. Ayrica havu¢ genotiplerine sahip anterlerin her iki ortamda da
farkli oranlarda androgenesis yaniti verebilecegi unutulmamalidir. Yaymlanmig
caligmalarda farkli havug genotiplerinin androgenesis yanitlari incelendiginde; Hu vd.
(1993) tarafindan yayinlanan calismada androgenik embriyo yaniti %15 oldugu
belirtilmistir. Kiszczak vd. (2018) tarafindan yayinlanan ¢alismada bir genotipten
%305.3 oraninda androgenik embriyo elde edildigi belirtilmistir. Gorecka vd. (2005)
tarafindan yapilan ¢alismada en yuksek androgenik embriyo yanitinin %5.6 oldugu
belirtilmistir. Kiszczak ve dig. (2017) tarafindan yayinlanan ¢alismada %338 oraninda
embriyo elde etmiglerdir. Bu tez ¢calismasinda ise %121 oraninda en yiiksek androgenik
embriyo yanitina ulasilmistir. Yapilan caligmalarda kullanilan genotiplerin ve besi
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ortamlarmin farkli oldugu unutulmamalidir. Bu tez ¢alismasinda yapilan gozlemler
sonucunda herhangi bir kallus olusumuna rastlanmadan embriyo olusumu
gozlemlenerek direkt androgenesis meydana gelmistir. Elde edilen bitkiciklerin direkt
androgenesisten dolay1 haploid olabilecegi diistiniilmiistiir ve gerekli incelemeler SSR
ve flow sitometri testleri ile yapilmistir.

SSR teknigi bitkilerde bitkilerde genetik haritalama ¢alismalarinda kullanilmakta
ve her gegen giin artmaktadir. Yiiksek oranda polimorfik 6zellik gdstermesi ve PCR
sisteminde kolaylik saglamasi avantajlar1 arasmdadir (Roder vd. 1995). Kodominant
ozellik gostermesinden dolayr homozigotluk ve heterozigotluk aywrt edilebilmektedir.
Anter kilturunden elde edilen haploid bitkiler SSR markor analizi sonucunda SSR
markorin sadece tek bir allelini igermelidir. Calismada bu bilgilerden yola ¢ikarak SSR
markor degerlendirmelerinde literatiir taramas1 sonucunda 420 markor belirlenmis ve
bunlarmn arasindan 48 adet markor segilmistir. TTS-1 déndriinde GSSR 111 ve BSSR 89
markorunde homozigot oldugu, TTS-2 dondriinde GSSR 91, GSSR 122 ve GSSR 138
markorlerinde homozigotluk ve heterozigotluk Ozellikleri agik bir  sekilde
gorilmektedir. TTS-3 dondriinde GSSR 154, GSSR 17, GSSR 44, ESSR 16 ve GSSR
16 markdrlerinde, TTS-4 markdrinde GSSR 154 ve ESSR 30 markorleri, TTS-5
donorunde ESSR 103 markdrlerinin incelenmesi sonucunda dondrlerin tamaminin
homozigot oldugu disiiniilmiistiir. Keles vd. (2015) flow sitometri ile rejenere olan
biber bitkilerinin dihaploid ve diploid oldugunu belirlemisler ve homozigot ve
heterozigotlugunu kontrol etmek i¢in SSR markor analiziden yaralanmislardir. Tim
biber ¢esitlerinde spontane ikiye katlanmanin oldukga yiiksek oldugu Keles vd. (2015)
tarafindan belirtilmistir. Havucta da spontane dihaploid olusumu goézlemlendigi
kaynaklarda mevcuttur. Havug bitkisinde de spontane double haploid elde edilmesi
olduke¢a yiiksektir. Calismamizda homozigotluk ve heterozigotluk SSR markérleri ile
dogrulanmustir ve elde edilen sonuglarda GSSR 91, GSSR 122 ve GSSR 138
markorlerinde DH-4 ve DH-5 bitkileri hari¢ butiin genotiplerin homozigot oldugu
belirlenen bitkilerin flow sitomeri analizinde TTS-1 genotipi hari¢ diger genotiplerin
dihaploid genoma sahip olduklar1 gozlemlenmistir. Bu olusum spontane olarak
meydana gelmis olup herhangi bir kimyasal islem uygulanmamistir. Cavusoglu (2023)
tarafindan yapilan tez c¢alismasinda anter kiiltiiriinden gelistirilmis havug bitkilerinin
SSR ve flow sitometri analizleri sonucunda diploid ve triploid genoma sahip bitkiler
meydana geldigi ve spontane dihaploid olusumu goézlemlendigi belirtilmistir.
Cahsmamizda da elde edilen havug bitkilerinde spontane double haploid olusumu
benzer sekilde yuksektir ve ¢arpict yoni ise haploid bitkiler elde edilmesidir.
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6. SONUCLAR

Bu tez calismasinda bes fakli havu¢ genotipi mikrospor ve anter Kulttri
yontemleri kullanilarak haploid bitki olusturma potansiyellerinin karsilagtirilmasi
sonucunda anter kiiltiirlinde biitiin genotipler androgenesis yanit1 verirken mikrospor
kiiltiiriinde hi¢ bir genotipten yanit alinamamistir. Embriyo gelisiminin etkinligi izerine
poliaminlerden putresinin etkisini gozlemlemek igin iki farkli rejenerasyon ortami
olusturulmustur. 160 mg/l piitresin iceren rejenerasyon ortaminda elde edilen embriyo
sayisinin tum genotipler tzerinde olumlu bir etkiye sahip oldugu agik bir sekilde
goriilmiis olup pdtresinin androgenesisi tesvik ettigi saptanmustir. Rejenerasyon
ortamina aktarim, sekiz haftalik inkiibasyon siiresi sonrasinda yapilmis basarili oldugu
gorilmistiir. Anter kiiltiirii yonteminde kullanilan iki farkli rejenerasyon ortaminda da
anterlerin kallus olusturmadan direkt yolla bitkicikler olusturdugu gézlemlenmistir.
Androgenesis yoluyla elde edilen bitkilerden her genotipe ait secilen 5’er bitkinin
homozigot ve heterozigotluk durumu SSR markor analizleri ile belirlenerek GSSR 91,
GSSR 122 ve GSSR 138 markorleri hari¢ diger tim markor analiz sonuglarmin
polimorfik bir profil gostererek homozigot yapida oldugu tespit edilmistir. Bes fakl
havu¢ genotipinde yapilan flow sitometri analizi sonuglari, SSR markér analizi
sonuclar1 ile desteklenerek karsilastirildiginda TTS-1 genotipinden haploid (n) yapida
bitkiler elde edilirken diger genotiplerde spontane katlanmis double haploid yapida
bitkiler elde edildigi gbzlemlenmistir.

Calismanm basinda anter ve mikrospor Kkiltird karsilastirilmasi, iki farkli
rejenerasyon ortami kullanilarak bir poliamin olan piitresinin etkisininin arastirilmasi,
inkiibasyon siiresinin 6nemi ve farkli genotiplerin kullanilarak androgenesis yanitlarini
tespit etmek amaclanirken, farkli inkiibasyon siiresinde basarinin yakalanmasi, haploid
bitki elde edilmesi ve basarili bir homozigotluk tespiti yapilmasi sonucunda farklilig
ortaya koydugumuz sonuglar elde edilmistir.

Tohum iiretiminin uzun yillar almasi ve F1 hibrit ¢esitlerin iiretilmesinin zorlugu
iilkemizde bilinen klasik 1slah yontemlerinde goriilen problemlerin basinda gelmektedir.
Islah c¢alismalarina entegre edilmis biyoteknolojik yontemler islah ¢alismalarmin
hizlanmasimi saglamistir. Biyoteknolojik yontemlerin basinda gelen doku kiiltirinin
uygulamalarindan biri olan anter kiiltiirii yontemi ile elde edilen haploid ve DH havug
bitkilerinin elde edilmesini saglamak yeni gesitlerin gelistirilmesinde 1slah siirecinin
kisalmasina katki saglayacaktir. Bu tez ¢alismasi anter kiiltiirii konusunda gelecekte
yapilacak ¢aligmalara kaynak olusturacaktir.
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