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Havug, igerdigi zengin vitaminler, mineraller ve yiiksek antioksidan kapasitesi nedeniyle insan saglig1 agisindan énemli
sebze tiirlerinden biridir. Diinya’da havug iiretimi yaygin olarak hibrit ¢esitler kullanilarak yapilmaktadir. Hibrit ¢esitlerin
iretiminde kullanilan saf hatlarin gelistirilmesinde, havug yabanci tozlanan bir tiir oldugundan kendilemeyle %100 saf
hatlarin elde edilmesi miimkiin degildir. Glinlimiizde doku kiiltiirii yontemlerinden biri olan anter kiiltiiri teknigiyle kisa
stire icerisinde homozigot hatlarin eldesi miimkiin olmaktadir. Calismada, Hatay siyahi ve Turuncu havug genotipleri
kullanilmistir. Modifiye B5 besin ortamina her bir petri kabinda 50 anter olacak sekilde her genotipten toplamda 2500
anter ekilmistir. Besin ortam1 pH’s1 5.8’¢ ayarlanmigtir. Ekilen anterler gelisim gozleninceye kadar 27°C’de karanlik
ortamda bekletilmislerdir. Turuncu havug¢ genotipinden herhangi bir gelisme gozlenmemistir. Hatay siyahi havug
genotipinde ise 16 anterde kallus olusturarak bitkicik olusumu gézlemlenmistir. Sonrasinda kallustan gelisim gosteren
bitkicikler rejenerasyon ortamina aktarilmistir. Ploidy analizleri sonucunda 6 bitkicigin haploid yapida oldugu tespit
edilmistir. Yapilan bu ¢aligmada Hatay siyah1 havug genotipinde haploid uyartiminin turuncu havug genotipine gére daha
yiiksek oldugu gdzlemlenmistir. Ulkemiz sebzecilik 1slah1 agisindan bu teknigin farkli havug genotiplerinde gelistirilmesi
ve protokollerin optimize edilmesi 1slah ¢aligmalari igin biiyiik 6nem arz etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Anter kiiltiirii, Daucus carota L., haploit, B5 besin ortami1
Haploid Induction in Plants Developed from Anther Culture in Carrot Genotypes
ABSTRACT

Carrot is one of the important vegetable species for human health due to its rich vitamins, minerals and high antioxidant
capacity. Carrot production in the world is widely carried out using hybrid varieties. The development of pure lines used
in the production of hybrid varieties, it is not possible to obtain 100% pure lines by inbreeding, because carrots are a cross
pollinated species. Nowadays, it is possible to obtain homozygous lines in a short time by anther culture technique, which
is one of the tissue culture methods. In this study, Hatay black and orange carrot genotypes were used. A total of 2500
anthers from each genotype were planted in a modified B5 nutrient medium with 50 anthers in each petri dish. The pH of
the medium was adjusted to 5.8. The planted anthers were kept in the dark at 27°C until development was observed.
Callus development was not observed in any anthers obtained from orange carrot genotype. On the other hand, callus
formation was observed in 16 anthers planted from Hatay black carrot genotype. Afterwards, the plantlets developed from
the callus were transferred to regeneration medium. Ploidy analysis revealed that 6 plantlets were haploid. In this study,
it was observed that haploid induction was higher in the Hatay black carrot genotype than in the orange carrot genotype.
In terms of vegetable breeding in our country, the development of this technique in different carrot genotypes and the
optimization of the protocols are of great importance for breeding studies.
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GIRIS

Havug, (Daucus carota L.) Apiaceae familyasinin
diploid (2n=2x=18) genomlu iki yillik otsu tiirii
olarak yenilebilir bir koke sahiptir [13]. Havucun
kokii iyi bir karotenoid, vitamin, mineral ve
antioksidan kaynagidir [4]. B-karotenden A vitamine
doniisiim, diger karotenoidlerle kiyaslandiginda daha
hizlidir ve havuglar insan beslenmesinde toplam A
vitamini ihtiyacinin %14 ile %]17’sine katkida
bulunmaktadir. Havucun sagliga ve beslenmeye olan
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faydalar1 gbz oOniine alindiginda, ticarilesmesi ve
farkli {irlinler halinde sanayilesmesi, 6zellikle ucuz
bir A vitamini kaynagi olarak insanlarin besin
ihtiyaglarin1 karsilamada olduk¢a oOnemlidir [7].
Zengin besin bilesenlerine sahip havucun tiiketimi,
iiretim miktar1 ve alan1 giin gectikge artmaktadir [10].
Havugta hibrit ¢esitlerin bin dokuz yiiz yetmislerden
itibaren kullanimi yayginlasmistir. Geleneksel 1slah
yontemleri kullanilarak hibrit ¢esitleri elde etmek icin
ebeveyn hatlar1 gelistirme siireci zaman alic1 ve
pahalidir. Havug c¢igekleri kontrol edilemeyecek
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kadar kii¢iik oldugundan, havugta melezleme yoluyla
yeni ¢esitlerin  gelistirilmesi  zordur.  Ayrica
geleneksel 1slah yontemleriyle %100 saf hatlarin
eldesi miimkiin olmamaktadir. Yiizde yiiz saf hatlarin
elde edilmesi yeni F:i cesitlerinin gelistirilmesi i¢in
kilit noktadir [1, 8]. Hibrit cesitler iistiin 6zelliklere
sahip iki saf hattin melezlenmesiyle olusan bir F:
irlintidiirler. Ancak F: ¢esitleri bir sonraki nesilde
(F2) genetik acilimlar gosterdiklerinden dolay1 {istiin
ozelliklerini koruyamazlar. Bu sebeple iireticiler her
yil hibrit (F1) tohumluk satin almak zorundadir [3].
Yabanct hibrit tohumlugun fiyatlar1 yerli hibrit
tohumluklara gore daha yiiksektir. Bu da iireticilerin
iretim maliyetlerini daha da artirmaktadir. Bu
nedenle havucta yerli hibrit ¢esitlerin gelistirilmesi
iilkemiz i¢in biiylik 6neme sahiptir. Bitki 1slahinda
biyoteknolojik yontemlerin gelismesiyle birlikte in
vitro kosullar altinda saf hatlarin elde edilebilmesi
miimkiin hale gelmistir. Bu baglamda bitki doku
kiiltiirii tekniklerinden biri olan anter kiiltlirli teknigi
kullanilarak saf hatlarin eldesi kisa siire igerisinde
gergeklestirilebilmektedir. Geleneksel 1slah siireci
diisiiniildiigiinde zaman, is giicii ve maliyet agisindan
bitki doku kiiltiiri  tekniklerinin  kullanilmasi
1slahgiya Onemli avantajlar saglamaktadir. Anter
kiiltiiri teknigi, kullanilan besin ortami bilesenleri,
anterlerin alindig1 donem, sicaklik, gibi bircok faktor
tarafindan etkilenmektedir. Bu nedenle olusturulacak
protokollerin optimize edilmesi anter kiiltiiriindeki
basariy1 etkileyeceginden biiylik 6nem tagimaktadir.
Bu calismada, Hatay siyahi ve turuncu havug
genotiplerinde anter kiiltiirii teknigi kullanilarak
haploid bitki uyartimi incelenmistir. Ayrica
rejenerasyon doneminde alinan bitki drneklerinden 6

adet Dbitkicigin haploid yapida oldugu tespit
edilmistir.
MATERYAL VE METOT
Materyal

Anter kiiltiirii i¢in turuncu ve Hatay siyahi tipi
havug genotiplerinin ¢igekleri bitkisel materyal
olarak kullanilmistir (Sekil 1).

A e
Sekil 1. Havug genotiplerinin ¢icek goriiniimi A)
Turuncu ve B) Hatay siyahi tipi havug
genotiplerinin ¢i¢ek goriiniimleri
100

Metot
1. Uygun asamaya gelen cicek tomurcuklarinin
belirlenmesi: Cigek tomurcuklarinin igerisinde

bulunan anterlerin mikrospor gelisim asamasi
asetokarmin boyama teknigi ile belirlenmistir.
Asetokarmin ¢ozeltisi; 55 mL ddH2O, 45 mL asetik
asit ve 0,5 gram asetokarmin kullanilarak
hazirlanmistir. Ug ila bes adet anter lam iizerine
yerlestirildikten sonra iizerine 1-2 damla asetokarmin
damlatilarak iyice ezilen anterlerin iizerine lamel
kapatilmis 151k mikroskobu altinda immersiyon yagi
kullanilarak 100X objektif ile incelenmistir.

2. Calismada kullamilan bitki besin ortami:
Caligmada 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 ' sakaroz ve 6,5 g.L!
agar kullanilmigtir [2]. Ortamin pH’s1 5,8 olarak
ayarlanmistir. Rejenerasyon ortami ise Gamborg B5
besin ortaminda %20 sakaroz ve 6,5 g.L™' agar
kullanilarak hazirlanmigstir. Ortamin pH’s1 6,0 olarak
ayarlanmustir.

3. Cicek tomurcuklarimin sterilizasyonu: Tarlada
cicek saplarindan kesilen havug cicekleri su ile
doldurulmus siselere alinmis ve buzdolabinda
+4°C’de 4 giin boyunca bekletildikten sonra besin
ortamina ekilmiglerdir. Sterilizasyon i¢in havug
cigekleri ¢esme suyu ile yikandiktan sonra
Tween20’de 5 dakika bekletilmistir. Daha sonrasinda
ii¢ defa ddH-O (distile su) ile yikanmig ve %70’lik
etanolde 45 saniye bekletildikten sonra distile su ile
tekrar ti¢ defa yikanmistir. %20°lik ¢camasir suyunda
5 dakika bekletildikten sonra distile su ile 3 defa
yikanmustir.

4.  Anterlerin  besin  ortamina  ekilmesi:
Sterilizasyon isleminden sonra anterler mikroskop
altinda ¢igek tomurcuklarindan flament kismi
alinmadan sadece anter kismi ayrilmis ve besin
ortamina ekilmistir. Bu asamada 0,5-0,9 mm
boyutundaki ¢igek tomurcuklarindan ¢ikarilan
anterler kullanilmistir. Calismada her genotipten
2500 adet anter kullanilmigtir. Her bir petri kabina 50
adet anter ekilmistir. Kontaminasyonun engellenmesi
icin petri kaplar1 parafilm ile kapatilmis ve 27°C’de
karanlik ortamda anterler gelisim gdsterinceye kadar
bekletilmistir.

5. Gelisim gosteren anterlerin rejenerasyon
ortamina aktarilmasi: Kallus gelisimi gOsteren
anterler rejenerasyon ortamina (%2 sakaroz igeren
Gamborg BS5 besin ortami, pH 6,0) aktarilarak 25°C
ve 16 saat 151k/8 saat karanlik olan iklim kabininde
blyttilmiistiir. Anterlerden gelisen bitkicikler 750
mL’lik cam kavanozlardaki rejenerasyon ortamina
dikilmislerdir.

6. Bitkilerin vermikiilit ortaminda
koklendirilmesi: Rejenerasyon ortaminda gelisen
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bitkilerin daha iyi koklenmesi amaciyla yar1 yariya
sivi B5 besin ortami igeren vermikiilit (750 mL’lik
cam kovanozun 1/3 vermikilit ile doldurularak)
otoklavlandiktan sonra bitkiler distile suyla
temizlenerek bu ortama dikilmistir. Vermikaiilit
ortami Dbitkilerin daha iyi koklenerek dig ortama
aligmasini saglamak amaciyla kullanilmigtir.

7. Bitkilerin dis ortama alistirtimasi: Vermikiilit
ortaminda iyice koklenen ve gelisen bitkilerin
kapaklar1 asamali bir sekilde agilarak dis ortama
aligtirllmasi saglanmistir. Sonrasinda bitkiler torf ve
perlit (1:1) iceren saksilara ve gelisen bitkiler
cigeklendirme amaciyla araziye dikilmislerdir.

8. Haploit bitkilerin belirlenmesi: Caligsmada anter
kiiltiiriinden gelisen 10 havug bitkisi ve diploit yapida
oldugu bilinen 5 kontrol havug bitkisinde Futterer ve
digerlerinin [6] gelistirdigi yoOnteme gore DNA
izolasyonu yapilmis ve daha sonra Cavagnora ve
digerleri [5] tarafindan gelistirilen 8 SSR primer
kombinasyonu kullanilarak PCR  reaksiyonlar
yapilmistir. Daha sonra aday haploid/katlanmis
bitkiler flow sitometri ile analiz edilmistir.

BULGULAR

Uygun Mikrospor Asamasinin Belirlenmesi

Cigek tomurcuklarindaki morfolojik evre ve
mikrospor gelisim evresi arasindaki iliskinin tespit
edilerek ekimi yapilacak tomurcuklarin boyutlarinin
secilebilmesi icin asetokarmin ile mikrosporlarin
boyanmasi yaygin olarak kullanilan bir yontemdir.
Bu amagla her iki genotipten uygun morfolojik
donemde oldugu diisiiniilen tomurcuklardaki
mikrosporlar 1s1k mikroskobu altinda 100X objektif
kullanilarak incelenmistir. Bu incelemeler sonucunda
tek  c¢ekirdekli mikrosporlarin  0,5-0,9 mm
biiytkligiindeki tomurcuklarda oldugu gézlenmistir.

Anter Kiiltiirii Bulgulart

Calismada, turuncu ve Hatay siyahi tipi havug
genotiplerinden her bir petri kabina 50 anter ekilerek
toplamda her genotip i¢in 2500 anter ekimi
yapilmustir. Turuncu havug genotipinde anter gelisimi
gozlemlenmezken Hatay siyah1 havug genotipinde 16
anter kallus olusturarak gelisim gostermistir. Hatay
siyah1 havu¢ genotipinden anterlerde gelisim BS5
besin ortamina konulduktan 10-12 hafta sonra
gozlenmistir. Bu gelisim tim anterlerde kallus
olusturarak gerceklesmistir (Sekil 2).

Her bir kallustan Kotiledon yapragi olusturan
bitkicikler segilerek BS5 besin ortami ve %2’lik
sakaroz bulunan 350 mL’lik cam kavanozlara
dikilmigtir (Sekil 3).

Rejenerasyon ortaminda biiyliyen bitkiciklerin
daha iyi koklenmesi i¢in 1:2 oraninda B5 besin ortami

ve vermikiilit iceren 750 mL’lik cam kavanozlara
aktarilmistir.  Vermikiilit ortam1  kdklenmeyi
hizlandirarak bitkiciklerin dis ortama alismalarini
kolaylastirmigtir (Sekil 4). Vermikiilit ortaminda kok
gelisimi saglandiktan sonra bitkileri dig ortama
alistirma agamasina gecilmistir.

_ S—

Sekil 2. Anter kiiltiiri ile androgenik havug
bitkiciklerinin olusumu A) Besin ortaminda
gelisim gosteren bir anter B) Anterden kallus
ve bitki gelisimi

R

, X £ B

Sekil 3. Gelisim gosteren bitkiciklerin rejenerasyon
ortamina aktarilmasi A) Kallustan kotiledon
yapragi olusturan bitkicikler B) Rejenerasyon
ortamina aktarilmis bitkicik

4. Vermikiilit ortaminda koéklenmis havug
bitkicigi
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Haploid Bitkilerin Belirlenmesi

Rejenere  olan  bitkilerde  haploit/dihaploit
bitkilerin belirlemesi ilk asamada SSR molekiiler
markorlerle gerceklestirilmistir. Test edilen sekiz
SSR markoériinden yedi tanesi anterlerden gelisen
bitkilerde monomorfik bir bant profili vermistir. Bu
sonug, test edilen yedi SSR markdriiniin donér Hatay
siyah1 havug genotopinde polimorfik olmadigini
gostermektedir. Sekiz SSR markoriinden bir tanesi
ise anterlerden gelisen bitkilerde polimorfik bir bant
profili vermistir. Bu SSR markériinde bazi rejenere
olan bitkiler heterozigot bant profili verirken bazi
bitkiler homozigot dominant veya homozigot resesif
bant bant profili gostermistir. Homozigot olarak
belirlenen bitkilerin ploidi seviyesi flow sitometri ile
analiz edilmis ve bu bitkilerin genelde diploit,
bazilarin ise triploit genoma sahip olduklar
gorilmistir. Bu sonu¢ havugta anter kiiltiiri
asamalarinda spontane kromozom katlanmasi oranin

yilksek oldugu ve SSR markorle belirlenen
homozigot bitkilerin dihaploit genoma sahip
oldugunu gostermektedir.

TARTISMA

Anter kiiltiirii yoluyla bitkilerin elde edilmesi
gevre, genotip, bitkinin yetistirilme kosullari, uygun
¢ekirdek boliinme zamani, kullanilan besin ortami ve
bilesenleri gibi bir¢ok faktor tarafindan etkilendigi
icin her bitki hatta her genotip i¢in optimize edilerek
uygun protokollerin olusturulmasi gereklidir.

Asetokarmin boyama ile hem polen canliligi hem
de mikrosporlarin uygun asamaya gelip gelmedigi
belirlenerek ayni boyuta sahip anterlerin ekilmesi
basariy1 onemli 6lgiide etkilemektedir. Asetokarmin
boyama yontemiyle parafin yontemi kadar net
goriintliler alinamamasina ragmen Karakulluk¢unun
[9] patlicanda, Sayilir ve Ozzambak [12]’1n biberde
yaptig1 calismalarda belirttikleri gibi yeterli sonuglar
verebilmektedir. Calismamizda havug bitkisinde tek
cekirdekli mikrospor asamasi asetokarmin boyama
yontemiyle belirlenmistir.

Andersen vd. [2] yaptig1 c¢alismada, havug
gesitlerinde uygun tomurcuk boyutunun 0,7-0,9 mm
boyutunda oldugu asamada alinan anterlerdeki
polenlerin  tek  ¢ekirdekli asamada  oldugu
belirlenmistir. Dolayisiyla bu ¢alismada 0,5-0,9 mm
capindaki ¢i¢ek tomurcuklari kullanilmaya calisilmig
ve asetokarmin boyama ile yaptigimiz kontrollerde
polenlerin tek c¢ekirdekli asamada olduklar
gOrilmiistir.

Anter kiiltiiriinde uygun asamaya gelmis olan ve
mitoz boliinmeden 1-2 giin 6nceki zamanda toplanan
umbellerin buzdolabinda 4-7 giin bekletilmesi
anterlerde biriken nigasta iiretimini azalttigi icin
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haploit yapiya sahip bitkiciklerin olusumunu
arttirdig1 bildirilmektedir [11]. Bu calismada hasat
edilen umbeller dort giin siire ile buzdolabinda
4°C’de bekletilmis ancak bitkilerin yetistikleri gevre
kosullarinin daha etkili olmasindan dolay1 ikinci yil
yapilan anter kiiltiiriinde bu uygulamanin bir etkisinin
olmadig1 goriilmiistiir.

Rejenerasyon siirecinde besin ortamina bitki
biiylime diizenleyicisi ve aminoasit ilave edilmemis,
bitkinin sadece gamborg B5 besin ortaminda rejenere
olmasi saglanmistir. Doku kiiltiiriinde kullanilan bitki
biiylime diizenleyicisi ve aminoasitlerin rejenerasyon
siirecinde ilave edilmemesinin havu¢ anter
gelisiminde negatif bir etkiye sahip oldugu
gbzlenmemistir. Bu da maliyeti azalttig1 i¢in 6nemli
bir unsurdur.

SONUC

Ulkemiz bitkisel ¢esitlilik bakimindan genis bir
yelpazeye sahiptir. Klasik 1slah yontemleriyle c¢esit
gelistirme yaygin olarak kullanilmaktadir. Havugta
kendileme yolu ile %100 saf hatlarm elde edilmesi
miimkiin olmamakla birlikte, kendileme depresyonu
gibi nedenlerle bu siire¢ sekteye ugramaktadir. Ancak
biyoteknolojik yontemlerin gelismesi ve bitkilerin
totipotensi ~ Ozelligine  sahip  olmalart  bitki
biyoteknoloji metotlarinin uygulanabilirligi arttirmis
ve bu yontemler gelismis iilkelerde yaygin olarak
kullanilmaya baslanmistir.  Gelismis iilkelerde,
bitkisel {iretime katkisindan dolayr doku kiiltiirii
caligmalarina yapilan yatirm her gecen giin
artmaktadir. Yiiksek verimli ve istenilen 6zelliklere
sahip bitkilerin gelistirilmesinin artan niifus ve azalan
toprak alani diisliniildiiglinde son derece Onemli
oldugu goriilmektedir. Ayrica, doku kiiltiirii
tekniklerinden biri olan anter kiiltiiriniin havug
bitkisine uygulanmasiyla saf hatlarin gelistirilmesi
ekonomik ve ticari agidan iilkemizin gelismesine
katki saglayacaktir. Bu nedenle yapilan bu ¢aligma
anter kiiltlirii tekniginin uygulanabilirligine katki
saglayacaktir.
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