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OZET

HIYAR (Cucumis sativus L.) GENOTIiPLERININ ONEMLI
HASTALIKLARA DAYANIKLILIK DURUMLARININ MOLEKULER
YONTEMLERLE BELIiRLENMESI VE DOUBLE HAPLOID TEKNiGIiNiN
OPTIMIZASYONU

Mamoudou ZONON
Yiiksek Lisans Tezi, Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dal
Damsman: Dog. Dr. Hatice IKTEN
Temmuz 2021; 56 sayfa

Hibrit tohum iiretiminde kullanilan saf ebeveyn hatlarinin elde edilmesi ¢ok zaman alict
(6-8 y1l), zahmetli ve masraflidir. Hiyar 1slah ¢alismalarinin etkili bir sekilde hizlandirilmasi igin
biyoteknolojik teknikleri yeni ¢6ziimler sunmaktadir. Bu tekniklerden biri olan doku kiiltiirii
(double haploid) yontemiyle kisa siirede (1-2 yil) 100% homozigot ebeveyn hatlar elde
edilebilmektedir. Double haploid bitki elde etmesinde kullanilan yontemler parthenogenesis
(1sinlanmis polen ile tozlanma ve embriyo kurtarmasi), androgenesis (Anter veya mikrospor
kiiltiirii), ve gynogenesis (ovul veya yumurtalik kiiltiirii)’diir. Yapilan ¢alismalara gore hiyardaki
haploit bitki elde etme yontemlerinden gynogenesis daha etkili fakat genotipe baglidir. Dolaysiyla
her genotip i¢in protokol optimizasyonu gerekmektedir. Bu ¢alismada kullandigimiz 28 tane
genotipte (14 F1 ve 14 saf hat) ovul kiiltirii yoluyla haploid bitki elde etme protokoliiniin
optimizasyonu ve bu genotiplerin ZYMV, CMV, PRSV hastaliklarina dayaniklilik durumlarini
molekiiler markirlarla belirlenmesi amaglanmistir. Oviil kiltiirii ¢alismalarinda ti¢ protokol
kullanilmistir (P1, P2 ve P2K3).

P1 protokoliinde en yiiksek embriyo olusum oramit %71 (22 nolu genotip), en diisikk
embriyo olusum oran1 %3 (15 nolu genotip) ve ortalama embriyo olusum oramt %20’dir.
Rejenerasyon (siirgiin olusumu) bakimindan en yiiksek oran 18 nolu genotiple %140 (ortalama
1.4 siirgiin/eksplant), en diisiik oran ise 25 nolu genotiple %0,5 bulunmustur. Ortalama siirgiin
olusum orant %6 bulunmustur. P1 protokoliinde rejenerasyon olmasma ragmen bitki elde
edilememigtir.P2 ortami ile yaptigimiz ¢alismada en yiiksek embriyo olusum orani (%75) 3 nolu
genotipte bulunmustur. En diisiik embriyo olusum orani1 (%5,8) ise 6 nolu genotipte bulunmustur.
Ortalama embriyo olusum orani %20’dir. Siirgiin olusumu bakimindan en yiiksek oran %4,6
olarak 18 nolu genotipte, en diisiik oran ise %0,5 olup 7 nolu genotipte elde edilmistir.
Ortalama rejenerasyon oran1 %6’dir. P2 ortaminda rejenerasyon elde edilmesine ragmen
bitki gelisimi ger¢eklesmemistir. Rejenerantlarin  gelismesi i¢in  optimizasyon
gerekmektedir. P2K3 ortami P2 ortamimi modifiye ederek elde edilmistir. P2K3
protokoliinde en yiiksek embriyo olusum orani %104 (yani 1.04 embriyo/eksplant) olup
4 nolu genotiple elde edilirken en diisiik embriyo olusum orani % 2,5 olup 2 nolu
genotipte bulunmustur. P2K3 protokolii ile yaptigimiz c¢alismada ortalama embriyo
olusum oran1 %?20’dir. Siirglin rejenerasyonu i¢in en yiikksek oran %470 (4.7
slirgiin/explant) ile 14 nolu genotipte bulunmustur. En diisiik rejenerasyon orani %1
olarak 12 nolu genotipte elde edilmistir. Bu rejenerantlardan bitki elde edilebilmistir. 7
nolu genotipten 3 tane diploid, 11 nolu genotipten 4 tane (hepsi haploid) ve 14 nolu



genotipten 11 tane (hepsi diploid) ve 12 nolu genotipten 1 tane (diploid) bitki olmak {izere
toplam 19 bitki elde edilmistir. Kisacas1 P2K3 protokoliiyle 4 haploid ve 15 diploid olmak
iizere toplam 19 tane bitki elde edilmistir. P2K3 protokoliiniin hiyarda double haploid bitki
gelistirme programlarinda basaril bir sekilde uygulamabilecegi goriilmiistiir.

Yapilan molekiiler testleme calismalarinda ise kabak sari mozaik viriisii hastaligi
(ZYMV) igin CAPS-T86C, hiyar mozaik viriisii hastaligi (CMV) i¢in SSR9-56 ve SSR11-1
papaya halkali leke viriisii (PRSV) i¢in SSR11-177) markirlar1 kullanarak 28 genotipte
optimizasyon yapilarak dayanikli ve hassas genotipler belirlenmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Cucumis sativus L., Double Haploid, Marker Assisted Selection,
Homozigot

JURI: Dog. Dr. Hatice IKTEN
Prof. Dr. Nedim Mutlu

Dog¢. Dr. Hasan PINAR



ABSTRACT

DETERMINATION OF RESISTANCE TO IMPORTANT DISEASES OF SOME
CUCUMBER (Cucumis sativus L.) GENOTYPES BY MOLECULAR METHODS
AND OPTIMIZATION OF DOUBLE HAPLOID TECHNIQUE

Mamoudou ZONON
MSc Thesis in Agricultural Biotechnology
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Hatice IKTEN
July 2021; 56 pages

The development of pure lines used in hybrid seed production is tedious, costly
and time consuming (6-8 years). Tissue culture (doubled haploid technique) seems to be
an alternative to speed up the process. Using doubled haploid technique 100%
homozygous parental lines can be obtained in a time relatively sort (1-2 years). Among
the techniques used in doubled haploid plants production, there are parthenogenesis
(pollination with irradiated pollen followed by embryo rescue), androgenesis (anther or
microspore culture) and gynogenesis (ovul or ovary culture). Among these techniques,
gynogenesis seems to be more efficient but depends on genotypes. Therefore, protocol
optimization is required for genotypes.In this study, the purpose was to optimize protocols
for doubled haploid plants production in 28 genotype by ovule culture and determine the
resistance status of these genotypes to Zucchini Yellow Mosaic Virus (ZYMV),
Cucumber Mosaic Virus (CMV) and Papaya Ring Spot Virus (PRSV) using molecular
markers previously developed. For doubled haploid optimization, three main protocols
(P1, P2 and P2K3) were used.

According to P1 protocol, the highest embryo induction rate was 71% with
genotype 22, the lowest rate was 3% with genotype 15. The average embryo induction
rate was 20%. The highest regeneration (shoot induction) rate was 140% (Average of 1.4
shoot/eksplant) with genotype 18. The lowest rate was 0.5% with genotype 25. The
average shoot induction rate was 6%. Despite regeneration, regenerants could not develop
in planlets.In the P2 medium, the highest embryo induction rate (75%) was found in
genotype 3. The lowest embryo rate which is 5.8% was found in genotype 6. The average
embryo induction rate was 20%. In terms of rejenerasyon the highest rate was 4.6%
obtained in genotype 18. The lowest regeneration rate was 0.5% with genotype 7. The
average regeneration rate was 6%. Although regeneration was observed in some
genotypes, plantlets could not be obtained. Optimization may be required for the
development of regenerants.P2K3 medium is a protocol developed by modifying P2
protocol. In P2K3 medium the highest embryo induction rate was 104% (an average of
1.04 embryo/explant) obtained with genotype 4. The lowest embryo induction rate was
2.5% (genotype 2) and the average embryo induction rate was 20%. For regeneration
rates, the highest one obtained in genotype 14 was 470% (an average of 4.7
shoot/explant). The lowest regeneration rate was 1% (genotype 12). In P2K3 medium,
some of regenerants developed to give plantlets. Including 3 diploid plants from genotype
7, 4 haploid plants from genotype 11 and 11diploid plants from genotype 14, 19 plants
were obtained in total. In short, including 4 haploid and 15 diploid plants, 19 plants were



obtained totally. In doubled haploid optimization study, 19 plants are obtained in total
with modified P2K3 protocol. Among these plants, 4 are haploid and 15 are diploid. This
developed new protocol is promising for cucumber doubled haploid lines development
programs.

In the molecular analysis studies the molecular markers developed previously for
Zucchini Yellow Mosaic Virus (ZYMV), Cucumber Mosaic Virus (CMV), Papaya Ring
Spot Virus (PRSV) resistance were optimized and the resistance status of 28 cucumber
genotypes to ZYMV, CMV, PRSV were determined. As markers, CAPS-T86C was used
for ZYMV resistance screening and SSR11-177 was used for PRSV resistance screening.
For CMV disease screening, two flanking markers were used (SSR9-56 and SSR11-1).

KEYWORDS: Cucumis sativus L., Double Haploid, Marker Assisted Selection, Homozygote
COMMITTEE: Assoc. Prof. Dr. Hatice IKTEN
Prof. Dr. Nedim MUTLU

Assoc. Prof. Dr. Hasan PINAR



ONSOZ

Tez ¢alismamin basindan sonuna kadar destegini her zaman hissettiren, beni
cesaretlendiren, sabirla bana yol gdsteren, yonlendiren ve gelismeme katkida bulunmak
adina bana her anlamda (maddi ve manevi) verdigi destek ve degerli bilgilerden dolay1
kiymetli saygideger danismanim Dog. Dr. Hatice IKTEN’e siikranlarimi saygi ve
sevgiyle sunuyorum.

Tez c¢alismamin laboratuvar asamalarinda engin deneyim ve bilgilerinden
yararlandigim degerli hocam Dog Dr. Cengiz IKTEN e tesekkiir ederim. Tez ¢aligmamda
fikirlerini ve desteklerini esirgemeyen kiymetli hocam Dog. Dr. Hasan Pinar’a, sagladigi
altyap1 destegi icin Proto Tohum LTD. STI’ye, degerli tecriibelerini ve yardimlarimni
esirgemeyen Proto Tohum doku kiiltiirii laboratuvar sorumlusu Nur Selin CABUK ve
asistan Gamze Acar’a tesekkiirlerimi sunuyorum.

Tez projesinin tasarlanmasi ve gerek doku kiiltiiri kisminin finansmani ve gerekse
de laboratuvar c¢aligmalari i¢in gece giindiiz sirketin kapisinit bana agik birakan Proto
Tohum sorumlusu Sn. Aytekin KAYNAK’a sevgi ve saygiyla siikranlarimi sunuyorum.
Biitiin bu siirecte maddi ve manevi olarak desteklerini veren hocam Prof. Dr. Nedim
MUTLUya cok tesekkiir ederim.

Tez calismamin sera calismalari asamasinda yardimlarini esirgemeyen Proto
Tohum 1slah asistanlar1 Asiya YILDIRIM ve Ummiihan BARCIN’a tesekkiirlerimi
sunarim.

Lisansiistii egitimimin baslangicindan itibaren bana yol gosteren ve yardimini
esirgemeyen degerli Seval SENCOPUR, Bahar SANCAR, Busra YIRMIBES ve
Rabiatou ZONGO’ya tesekkiirlerimi sunuyorum.

Tez calismalarim boyunca yanimda olduklarini her zaman hissettiren, 1slah
hakkinda samimiyetle pratik bilgi, destek ve tecriibelerini benimle paylasan Proto 1slah
sorumlu ve arkadaslarrm Huriye OZDEMIR YELLIGEDIK ve Ece AKKUL’e
tesekkiirlerimi sunarim.

Destek ve yardimlarindan dolayr Antalya Tarim Uretim Damgmanlik ve
Pazarlama A.S. Islah Birimi sorumlusu Sinan Zengin ve laboratuvar sorumlusu Giilsiin
Elif Vural’a tesekkiir ederim.

Yiiksek Lisans egitimim boyunca bana burs saglayan Yurt Dis1 Tiirkler ve Akraba
Topluluklar1 Bagkanligi’na saygiyla tesekkiir ederim.

Okul hayatim boyunca bana her tiirlii destek saglayan kiymetli babam Rasmané
ZONON ve annem Lizeta SALOUKA ’ya minnettarim.
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1. GIRIS

Hiyar bitkisi (Cucumis sativus L.) 2n=2X=14 kromozoma sahip olup
Cucurbitaceae (kabakgil) familyasina ait diploid bir sebze tiiriidir (Wang vd. 2020).
Kabakgiller 118 cins ve 825 tiirden olusmaktadir (Wang vd. 2007). Kabakgiller
(Cucurbitaceae) familyasina ait olan hiyar bitkisinin (Cucumis sativus L.) anavatani
Hindistan’da olup 3000 yil dnce kiiltiire alindig1 tahmin edilmektedir (Aydemir, 2009).
Kiiltiire alindiktan (De Candolle 1967) sonra Afrika ve Asya kitalarinin subtropik ve
tropik bolgelerinden diinyaya yayilmistir (Leppik 1966; Bates ve Robinson 1995).

Tiirkiye’nin hiyar genetik kaynaklar1 ve varyasyonu bakimindan zengindir (Caglar vd.
2020).

Hiyar bitkisi iliman iklim kosullarinda yetistirilmektedir. Soguk iklimlerde sadece
ortii altinda yetistirilebilir. Sicak gecen yaz aylarinda acik arazide yetistiriciligi yapilan
bitkinin optimum gelisme sicakligi giindiiz 30°C gece ise 18-21°C’dir. Bitki gelisimi i¢in
minimum sicaklik 15°C’dir. Tinli-kumlu, kumlu-tinl1, verimli, drenaj1 iyi ve pH’s1 6.0-
7.0 olan topraklar1 sevmektedir. Optimum kosullarda hiyar tohumun ¢imlenme siiresi ii¢
giin siirmektedir. Ekimden 40-45 giin sonra ¢i¢ceklenmeye baglamaktadir. Hiyarda erkek
cigekler disi ¢igeklerinden daha erken agar ve gigeklenmeden 1-2 hafta sonra meyve
toplanmaya baslanabilmektedir (Grubben ve Denton 2004; Wang vd. 2007).

Hiyar, insan beslemesinde ¢cok 6nemli bir yeri vardir. Diinyanin en cok tiiketilen
sebzelerden biri olarak (taze, tursuluk, sanayi ve hastalik tedavisi) degerlendirilmektedir
(Aydemir 2009; Sorntip vd. 2017). Olgunlasmis taze hiyar meyveleri sprue hastaligini
tyilestirebilecegini sOylenmektedir. Hint-Cin {lkelerinde dizanteri hastaliginin
tedavisinde pisirilmis gen¢ meyveleri kullanilmaktadir (Grubben ve Denton 2004). Hiyar
meyveleri besin maddeleri yoniinden zengin olup mineral (lif, kalsiyum, demir,
potasyum), antioksidan (B-karoten ve a-karoten) ve vitamin (A, K ve C) igermektedir
(Khan vd. 2015). Haploit genom boyutu kisa (367 Mbp/C) oldugundan genetik
calismalarinda model organizma olarak kullanilmaktadir (Nam vd. 2005).

Huyar bitkisi Diinya ¢apinda biiyiik bir ekonomik énemine sahiptir. 2019 yilinda
toplam diinya hiyar iiretimi 2,23 milyon ha (hektar) alanda 87,8 milyon tona ulagmaistir.
Tiirkiye 1,8 milyon ton ile Cin ve Iran’dan sonra 3’cii siraya girmistir (FAOSTAT 2020).
Tiirkiye’nin hiyar iiretimi giderek artmakta ve 2019 yilinda 1,9 milyon tona ulagmistir
(Tarmmsal istatistik, 2020). Tiirkiye 2019 yilinda hiyar ihracatindan elde edilen 36,8
milyon dolar gelir ile diinyanin 8’ci hiyar ihracatgisi olmustur (Anonim2, 2020).

Gerek insan beslemesi gerekse ekonomik anlamda 6nemli olan hiyara talep
giderek artmaktadir. Tiirkiye basta olmak {izere diinya hiyar talebini hizlica
karsilayabilmek icin kisa siirede daha verimli ve hastaliklara dayanikli yeni ¢esitler
gelistirmek sarttir. Hiyarin da diinya capinda ¢ok biiyliik ekonomik degerine sahip
olmasindan dolay1 gerek kamu kurumlart gerekse de 6zel tohum sirketleri hibrit tohum
iiretimi i¢in yogun 1slah ¢aligmalarina baglamigtir. Standart tohuma gore hibrit tohumlari
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basta 1slahgi, iiretici ve tohum firmalarina biiyiik avantaj saglamaktadir. Hibrit tohum
tiretimiyle 1slah¢1 heterosis (melez azmanlig1)’ten yararlanabilirken istedigi 6zellikleri
(hastalik dayanimi, verim, erkencilik, raf 6mrii vb.) de bir araya toplayabilmektedir.
Hibrit tohumlarin adaptasyon giicliniin yiiksek olmasi hem 1slah¢1 hem ¢iftgi igin biiyiik
bir avantaj saglamaktadir. Son olarak 1slahg1 haklar1 korunmaktadir. Hibrit tohumlar
iireticiye biiylik bir yarar saglamakta: yiiksek verim ve kalite, hastalik ve zararlilara
dayaniklilik, erkencilik, ¢evreye yiiksek adaptasyon. Tohum firmalar1 hibridin
ebeveynlerini saklayabilme hakkina sahiptir. Hibrit tohumlar pahali oldugu i¢in de
kazang saglamakta ve ¢ift¢iye daha garanti tirtin vermektedir (Yanmaz 2006). Wehner
(1999)’e gore 1999 yilinda hibrit veriminden (heterosis) dolayr Amerika’da tarim
arazileri biiylitmeden %18 daha fazla insan besleyebilmistir (Wehner, 1999).

Hibrit tohum iretiminde saf hatlar gerekmektedir. Saf hatlar genellikle kendileme
yoluyla elde edilir ve %100 homozigotluga ulasilamaz. Bu yontemle saf hatlar elde
etmek zahmetli, zaman alict ve pahalidir (Khan vd. 2017). Ornegin geleneksel
yontemiyle hiyar saf hatlar1 elde etmek 6-8 sene gibi uzun siire gerekmektedir (Gémes
Juhasz vd. 2002). Ote yandan odunsu bitkiler kendine uyusmazlik (self-incompatibility)
problemi yasanmaktadir (Germana™ 2006). Yerli hibrit ¢esitlerin 1slahinda hizlh
tekniklerin kullanilmast elzemdir (Caglar vd. 2020). Dolaysiyla gilinlimiizde
biyoteknolojik yaklasimlarina giren ve 1slah siiresini kisaltan doubled haploid teknigi
Onemsenmistir.

Doubled haploid bitkiler, haploid bir bitkinin kromozom setini katlanarak elde
edilmektedir (Kasha ve Maluszynski 2003). Haploid bitki ise, gametik kromozom (n)
sayisina sahip olan bitkilerdir. Dolayisiyla diploid bitki tiirlerde haploidlerin bir set
kromozoma (n) sahip olduklari i¢in monoploid de denilebilmektedir. Doubled-Haploid
teknigi ile 2 yil (eksplant eldesi: 6 ay; in vitro kiiltiirii: 6 ay; doubled haploid tohum
iiretimi: 9-12 ay) igerisinde F1 tohum tiretiminde kullanabilecek doubled haploid (100%
homozigot) hatlar elde edilebilmektedir (Wremerth Weich ve Levall 2003). Hiyar gibi
spontane (kendiliginden) doubled haploid olusum orani yiiksek olan tiirlerde bu siire 1
yila indirilebilmektedir. Diinyada birgok tiirdeki kiiltiir ¢esitleri doubled haploid
yontemiyle elde edilmistir. Oniki tiirden gelen 200°den fazla cesit doubled haploid
yontemiyle gelistirilmistir. Bu tiirlerden kolza (Brassica napus L.), arpa (Hordeum
vulgare L.), biber (Capsicum annuum L.), geltik (Oryza sativa L.), tiitiin (Nicotiana
tabacum L.), ve bugday (Triticum aestivum L.) sayilabilmektedir (Thomas vd. 2003).
Giiniimiizde Avrupada kullanilan kiiltiir arpa (H. Vulgare) cesitlerinin %50’sinin
doubled haploid teknigi ile elde edildigi ileri stiriilmiistiir.

Doubled haploid hatlarin birgok avantaji vardir. Tam homozigot olduklarindan
dolay1 fenotipik olarak kantitatif ve kalitatif 6zellikler i¢in seleksiyon yapmak kolaydir.
Bunun yaninda hiyardaki bazi fungal (downy mildew, powdery mildew, fusarium wilts)
ve viral (CMV, WMV, ZYMYV) hastalik dayanim seleksiyonlar1 daha ¢ok haploid
seviyesinde basarilidir (Dong vd. 2016). Bu galismalar literatiirde mevcuttur (Lotfi vd.
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2003; Kuzuya vd. 2003; Sari vd. 2010b; S’miech vd. 2008; Plapung vd.2014a, 2014b)
Haploid bitkiler haritalama, gen fonksiyon kesfi ve markir haritalar1 gibi genetik
calismalarda Onem kazanmistir. Bunun yaninda mutasyon ve transformasyon
(transgenik) calismalarinda da kullanilmaktadir.

Haploid bitkiler tarih boyunca gesitli yontemlerle elde edilmeye calisilmistir. Bu
yontemler iki ana gruba ayirmaktadir: in vivo ve in vitro metotlar. In vivo yéntemlerden
spontane haploid olusumu (dogal olarak haploid bitki olusumu), hibridizasyon
(intraspesifik- farkli ploidi seviyesine sahip olan tiir i¢ci melezlemesi ve interspesifik-
tiirler aras1 melezleme), kromozom eliminasyonu (tiirler arasi melezlemesinden sonra
bir tane ebeveynin kromozomu eliminasyonuyla gerceklesir) ve partenogenesis
(1s1nlanmis polen veya kimyasal uygulanmis polenlerle gynogenesis uyartimi yaparak
haploid bitki elde edilmesi) karsimiza ¢ikmaktadir. In vitro yéntemleri ise iki metoda
dayanmaktadir: Yapay besin ortamlarda erkek gamet (anter, polen veya mikrospor) veya
disi gamet (kesilmis yumurtalik veya oviil) kiiltiri (Mishra ve Goswami 2014;
Shariatpanahi ve Ahmadi 2016). Haploid bitki kavrami 1920°1i yillara dayanmaktadir.
1921 yilinda boru ¢igeginin (Datura stramonium) mutasyonu sonucunda haploid (n
kromozom seti tasiyan bitki) Uretimlerinin Dorothy Bergner tarafindan
gbzlemlenmesiyle baslamistir (Blakeslee vd. 1922). Izleyen yillarda Nicotiana tabacum
(Clausen ve Mann 1924), Triticum compactum (Gaines ve Aase 1926) gibi bitkilerde de
haploidi kesifleri olmustur. Bir¢ok bitki tiirlerinde in situ uyartim yontemlerini
kullanarak haploid bitki calismalar1 baslamistir (Emiroglu 1979; Hosemans ve
Bassoutrot 1983; Lespinasse vd. 1983; Pierik 1989; Yang ve Zhou 1990). Hiyardaki
Double haploid ¢aligmalari hala giindemde olup farkli genotipler i¢in farkli protokoller
uygulanmaktadir. (Abdollahi ve ark. 2015; Dong ve ark., 2016; Sorntip ve ark., 2017;
Tugge ve ark., 2017; Ebrahimzadeh ve ark., 2018; Amirian ve ark., 2019; Deng ve ark.,
2020). Yapilan bu caligmalara gore 1sinlanmis polen ile uyartim ve embriyo kurtarma
tekniginin ¢ok zahmetli, emek isteyen ve zaman alici bir yontem oldugunu ortaya
cikmistir (Caglar ve ark. 2020). Androgenesis (Anter kiiltiirii) ise ¢cogu zaman basarisiz
veya basar1 orani ¢ok diisiikk olup (Bhat ve Murthy 2007) en etkin metot gynogenesis
(oviil/yumurtalik kiiltiiri) oldugunu tespit edilmistir (Wang ve ark. 2015; Tantasawat ve
ark. 2015; Deng ve ark. 2020).

Hiyarda cesitli double haploid ¢alismalar1 yapilsa bile mevcut protokollerle elde
edilen materyaller 1slah programlarinda uygulanacak yeterlikte degildir (Gatazka ve
Niemirowicz-Szczytt, 2013). Bunun sebebinin double haploid bitki elde etme
asamalarindan olan rejenerasyon asamasinin genotipe bagl olmasi ve hala iyilestirmesi
gerektigi ortaya ¢ikmistir. Yapilan son ¢aligmalarda genotip X 1s1 6n uygulamasi X TDZ
(Thidiazuron) interaksyonu rejenerasyon etkinligini artirdigi belirtilmistir (Deng ve
ark.2020). Polyamin (spermidine, putrescine, spermine) ve cycocel gibi katki maddelerin
kullanim1 pozitif etki yapabilecegini soylenmistir (sicaklik uygulamasi Stresinden
gelebilecek zararlanmalarini 6nler) (Tiburcio ve ark. 2014). Bu ¢alismada Deng vd. (2020)
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yaptig1 ¢alismanin sonucunda elde ettikleri %79,3 rejenerasyon basarisinda kullanilan
protokoliinii modifiye edip farkli genotiplerde optimize ederek haploid ve/veya double
haploid bitki elde edilmeye galisilmistir.

Kabakgillerin liretimini sinirlandiran bir¢ok hastalik ve zararli mevcuttur. Zitter
ve arkadaslarma (1996) gore 200°den fazla hastalik kabakgillerin {iretimini
sinirlanmaktadir. Bu hastaliklarin farkli nedeni vardir: fungus, bakteri, viriis ve
miikoplazma benzeri organizmalar. Bu hastaliklarin kaynagi ise toprak, tohum, riizgéar ve
bocekler (vektor) olabilmektedir (Anjorin ve Mohammed 2009). Bu patogenler bitkilerde
nekroz, fide ve bitkide gelisme bozukluklar1 gibi hasarlara neden olmakta ve bitkinin
verim ve kalitesine biiyilk bir zarar vermektedir. Genel olarak bu hastaliklarin
miicadelesinde kiiltiirel, biyolojik ve kimyasal metotlar kullanilabilmektedir. Fungal
hastaliklar i¢in fungisit, bakteriyel hastaliklar i¢in bakterisit ve viriis vektorleri (bocekler)
icin insektisit kullanilabilmektedir (Khanzada vd. 2001). Kabakgillrde ZYMYV (Zucchini
Yellow Mosaic Virus: kabak sar1 mozaik viriisii), WMV (Watermelon Mosaic Virus:
karpuz mosaik viriisii), CMV (Cucumber Mosaic Virus: Hiyar mozaik viriis), PRSV
(Papaya Ring Spot Virus: Papaya Leke viriisii) ve PM (Powdery Mildew: mildiy6) en
yaygin goriilen hastaliklardir. (Amano vd. 2013; Tian vd. 2015; Tian vd. 2016; Shi vd.
2018; Liu vd. 2017).

Kabak sar1 mozaik viriisii (ZYMV: Zucchini Yellow Mosaic Virus), kabakgillere
biiyiik bir zarar veren patogenlerden biridir. Onemli konukcular1 kabak, kavun, hiyar ve
karpuzdur. Kabak bitkisinin viriisten daha ¢ok etkilendigi bilinmektedir. Potiviriis
familyasina ait olan viriis, afitlerle bitkilere bulagsmakta, tohumla tasinmamaktadir.
Hastaligin ilk belirtileri: bitkilerde damar agilmasi ve sararmadir. ileri zamanlarda biitiin
bitkide mozaik, damarlarda bantlasma, yapraklarda deformasyon ve bodurluk
goriilmektedir. Bulasik bitkilerin meyvelerinde sarimsi yesil renk degisimi, meyve etinde
sertlesme ve catlama goriilmektedir. Bu ylizden %40 civarinda verim kaybi1 olmaktadir.
Bu viriis Tiirkiye’de daha ¢ok Ege, Akdeniz ve Orta Anadolu’da yaygin goriilmektedir.
Miicadelesi i¢in afitlerle miicadele etmek gerekmektedir. Dolayisiyla tarla ici ve etrafi
yabanci otlardan uzaklastirllmalidir. Hastalikli bitkiler sokiiliip uzaklastirilmalidir
(Aydemir 2008). Viriis hastaliklar1 ile miicadelede kimyasal, biyolojik ve diger bitki
koruma metotlar1 ¢ok etkili olmadig1 i¢in virlise dayanikli gesitler gelistirmek zorunlu
hale gelmektedir. Bu baglamda ZYMV’ye dayaniklilik geni (resesif ve tek bir alel: zym)
karakterize edilmistir (Providenti 1987; Abul-Hayja ve Al-Shahwan 1991; Kabelka vd.
1997; park vd. 2004; Amano vd. 2013). Dayaniklilik genlerini hassas elit gesitlerine
aktarmak zaman alici, zor ve pahalidir. Bu asamada markir yardimli seleksiyon 1slah
calismalarinda kolaylik saglamaktadir. Bu konuda en son Amano ve arkadaslar1 (2013)
zym lokusuna bagli CAPS markirl (CAPS-T86C) gelistirmistir.

Hiyar mozaik viriisii (CMV: Cucumber Mosaic Virus), bir cucumovirustur. 3 tane
ikt vardir: TA, IB ve II (Roossinck 2001). Viriis en az 75 yaprak biti vektoriiyle non-
persistent olarak tasinmaktadir. En yaygin olan vektorleri Myzus persicae ve Aphis
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gossypii 'dir. Basta 1spanak, mercimek, nohut, fasulye, bakla ve boriilce olmak iizere 19
bitki tiiriinde tohumla tasinabilmektedir. Bitkilerin kok, govde, yaprak ve meyveleri
bulagsmaktadir. Tek g¢enekli ve ¢ift ¢enekli bitkileri (tahil, sebze, ornamental, odunsu
bitkiler vb.) dahil olmak tiizere 100 familya kapsayan 1200’den fazla bitki tiiri
bulagsmaktadir. Hastalik 6zellikle diinyanin 1liman ve tropikal bolgelerde rastlanmaktadir.
Hastalik belirtileri tiirlere gore degismektedir. Cucurbitaceae, Solanaceae, Leguminosae,
Brassicaceae ve Gramineae famiyalarda mozaik belirtileri gortliir. Genel olarak kloroz,
nekroz, bodurluk ve yaprak sekil bozuklugu onemli belirtileridir (Aydemir 2008;
Palukaitis vd. 1992). Zarar verdigi énemli bitki tiirleri hiyar, kavun, karpuz, kabak,
domates, biber, boriilce, muz ve misird1. Hastaligin kontrolii daha ¢ok kiiltiirel onlemlerle
(yaprak bitleriyle miicadele, hastalikli bitkilerin sokiilmesi, yabancit ot uzaklastirmasi,
hastali bitkilerden tohum almama) yapilmaktadir. En etkin olan yontem sertifikali ve
dayanikli ¢esitler kullanmaktir (TC. Tarim ve Koyisleri Bakanligi 2011).

Papaya halkali leke viriisii (PRSV), iki ana 1rka ayrilmaktadir: papaya ve kabakgil
bitkilerine zarar veren (PRSV-P) ve sadece kabakgilleri zarar veren (PRSV-W). Viriis
diinyada papaya ve kabakgil tiretimi yapan bolgelerde bulunmaktadir. PRSV viriisii
potyvirus cinsine aittir. PRSV bir RNA viriisii olup yaprak bitleriyle tasinmaktadir.
Sistematik olarak papaya ve kabakgilleri bulasmaktadir. Belirti olarak papaya ve
kabakgillerde benzerlik olup kloroz, tag yapraklarinda beneklenme, burusma ve sekil
bozuklugu goriilmektedit (Gonsaives vd. 2010). Yaprak bozulmasi ve kabarmasi da
gozlemlemektedir (Mansilla vd. 2013). Meyvelerde halkali benekler, renksizlesme,
deformasyon goriilmekte ve meyve boyunu kiigiiltmektedir (Cook 1972; Lecoq ve
Desbiez 2012). Kiiltiirel 6nlemlerin yaninda PRSV kontrolii i¢in Havai’de transgenik
bitkiler etkili bir sekilde kullanildig1 bildirilmistir. PRSV hastaliginin ekonomik zararini
onlemek i¢in dayanikli g¢esitler yeni bir alternatif olarak goriinmektedir. Klasik
yontemlerle PRSV-dayanikli hat gelistirmek zor oldugunu aktarilmistir (Gonvalves vd.
2006; Manshardt ve Wenslaff 1989).

Bu hastaliklara dayanikli gesitler gelistirmek daha etkili (viriis hastaliklara etkili
pestisitler bile yoktur) ve ¢evre dostu oldugu i¢in gen kaynaklar1 arastirip molekiiler
markir gelistirme caligsmalarina yogunlastirilmistir (Liu vd. 2017; Amano vd. 2013; Shi
vd. 2018;Tian vd. 2015, 2016). Bu ¢alismada ele aldigimiz CMV, PRSV ve ZYMV
hastaliklarma dayaniklilik genlerini (cmv6.1, prsv?224, zymvA192-18) tagryan aksesyonlar
bulunmustur (Shi vd. 2018; Tian vd. 2015, 2016; Amano vd. 2013; Liu vd. 2017).

Bitki 1slahinda genetik markirlar biiyiik bir 6neme sahiptir. Molekiiler markir
genomda herhangi bir gen bolgesi ya da gen bolgesi ile iligkili DNA pargasidir. Genetik
markirlar genellikle 2 ana gruba ayrilmaktadir: klasik markirlar (morfolojik, sitolojik ve
biyokimyasal markirlar) ve molekiiler/DNA markirlar (RFLP: Restriction Fragment
Length Polymorphism-Sinirli Parga Uzunluk Polimorfizmi, AFLP: Amplified Fragment
Length Polymorphism/Cogaltilmis Par¢ca Uzunluk polimorfizmi, SSR: Simple Sequence
Repeats/Basit Tekrarli Diziler veya mikrosatelitler, SNP: Single Nucleotide
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polymorphism/Tek niikleotit Polimorfizmi vb.) (Kebriyaee vd. 2012; Collard vd. 2005;
Jiang vd. 2013). Molekiiler markirlarin kesfiyle markir yardimli seleksiyon metodu islah
caligmalaria dahil olmustur ve bazi yararli genlerin (hastalik dayanim, verim vs.) kiiltiir
cesitlerine aktarilmasi asamasinda yapilacak seleksiyon siirecine katki saglamaktadir.
Hiyarda hastaliklara dayaniklilik ve diger 6nemli 6zellikleri kontrol eden genlere baglh
(iliskili) markirlar gelistirilmistir. Hastalik dayanimini kontrol eden genlere bagh
markirlar (pm-s geni/pmSSR27, dm5.2 geni/CsDM4-055, cmv6.1 geni/SSR9-56, prsv
geni/SSR11-177, wmv geni/SSRWMV60-23, zymv geni/CAPS-T86C) ve erkencilik
genine bagli markir (erken ¢igeklenme geni qefl.1/) gelistirilmistir (Liu vd. 2017; wang
vd. 2019; Amano vd. 2013; Tian vd. 2015, 2016; Shi vd. 2018; Fukino vd. 2013). Bu
calismada, kullandigimiz gesitlerin CMV PRSV ve ZYMYV hastaliklarina dayaniklilik
durumunu test etmek icin gelistirilmis olan CAPS-T86C (ZYMV), SSR11-177 ve
SSR11-1 (PRSV), SSR9-56 (CMV) markirlarindan yararlanilmistir.

SSR (Simple Sequence Repeat: Basit tekrarli sekanlari) markirlar1 genomda
tekrarli bolgeleri hedef alinarak gelistirilmis, ko-dominant Ozelliktedir. Haritalama,
genetik gesitlilik, gibi alanlarda yaygin olarak kullanilan, otomasyona uygun markirlardir.

CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequences) markir sistemi 3 temel
asamaya dayalidir: spesifik primerlerle PCR kurulumu, PCR iiriinlerinin restriksiyon
enzimleri ile kesimi ve kesim iirtinlerinin agaroz jelde goriintiilenmesi. Dolayisiyla CAPS
markir sistemi PCR ve klasik RFLP metotlarin birlestirilmesidir. CAPS markir1 ko-
dominant olup homozigot ve heterozigot bireyleri ayiredebilmektedir. CAPS markirlarin
baska avantaji basit (DNA dizilimi gerektirmemektedir) ve ucuz ekipman kullanimidir
(Kilian ve ark. 2005; Akbari ve ark. 2006).
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Hiyarda Yapilan Onceki Double Haploid Calismalar:
2.1.a. Doubled Haploid Cahsmalarimin Genel Tarihi

Tarihsel olarak, haploid bitki kavrami 1920°1i yillara dayanmaktadir. 1921 yilinda
boru c¢iceginde (Datura stramonium) mutasyon sonucunda haploid bitki iiretiminin
Dorothy Bergner tarafindan goézlemlenmesiyle basladigini Blakeslee ve ark. (1922)
tarafindan rapor edilmistir. Izleyen yillarda tiitiin (Nicotiana tabacum), bugday (Triticum
compactum) ve baska tiirlerde de haploidi gozlemleri olmustur (Clausen vd. 1924; Gain
vd. 1926; Kimber ve Riley 1963; Riley 1974). Bu kesiflerden sonra arastirmacilar haploid
ve doubled haploidlerin 1slah ve genetik ¢aligmalarindaki dnemini fark ederek teknigini
iyilestirecek yeni metotlar arastirmaya baglamistir. 1953 yilinda ilk olarak Chase haploid
teknigini bir 1slah programina almistir. Partenogenesis yontemiyle misirda haploid bitki
elde ettikten sonra kromozomlarini katlayarak doubled haploid bitki elde etmistir. Birgok
bitki tlirlerinde in situ uyartim yontemlerini kullanarak haploid bitki caligsmalari
baslamistir (Kimber vd. 1963). Doubled haploidlerin laboratuvarda ortamindaki in vitro
calismalar1 1964 yilinda baslanmistir. Guha ve Maheshwari(1964,1966) Datura
stramonium L. bitkisinin anterinden in vitro olarak embriyo elde etmislerdir. 1969 yilinda
da Nitsch ve Nitsch (1969) tiitiin bitkisinde in vitro anter kiiltiiriiyle haploid bitki elde
etmislerdir (Andersen 2005). Bunu takiben Kasha ve ark. (1970) tiirleraras1 melezlemesi
ve kromozom eliminasyon (kurtulma) yontemiyle arpa anterlerinden haploid bitki elde
etmislerdir. Anter kiiltiiriyle 250°den fazla bitki tiiriinde rejenerasyon yakalanmigtir. Bu
nedenle arastirmalar uzun bir siire anter kiiltiiriine yonelmistir (Mishra ve Goswami
2014). Disi gametle in vitro haploid bitki elde edilmesi ilk olarak San Noeum(1976)
tarafindan arpada gerceklestirilmistir. Basarili caligmalar da bugday (Triticum aestivum)
ve tilitiinde (Nicotiana tabacum) devam etmistir (Zhu ve Wu 1979). Bundan sonra
ekonomik olarak 6nemli olan bazi bitki tiirlerde (Zea mays, Psoralea corylifolia,
Cucurbita pepo L., Guizotia abyssinica, Cocos nucifera, Morus alba vb.) oviil kiiltiiriiyle
(gynogenesis) haploid bitkiler elde edilmistir (Tang vd. 2006; Chand ve Sahrawat 2007;
Shalaby 2007, Bhat ve Murthy 2007).

Doubled haploid ¢alismalarmin son durumunu O6zetleyecek olursak, 1970°li
yillardan beri 1slah amagli olarak gametic embriyogenesis yontemiyle haploid bitkiler
elde edilmistir (Magoon ve Khanna 1963; Kahsa 1974; Zhang vd. 1990; Palmer vd. 2005;
Wedzony vd. 2009; Germana, 1997, 2006, 2007, 2009, 2011a, 2011b; Xu vd. 2007,
Touraev vd. 2009; Srivastava ve Chaturvedi 2008; Maluszynski vd. 2003a, 2003b;
Andersen 2005; Dunwell2010). 250’den fazla (100 cins ve 40 familyaya ait) tiirde
androgenesis yontemiyle haploid bitki elde edilmesine ragmen odunsu bitkilerdeki basari
siirli kalmistir (Kumar ve Rachna 2014). Haploid bitki elde etmek igin hibridizasyon
yontemi rutin olarak bugday ve tahillarin 1slah programlarinda kullanilmaktadir. Bu
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yontem in vitro embriyo kurtarma gerektirir ve sonra da kolhisin (colchicine) uygulayarak
doubled haploid bitkiler elde edilir (Maluszynski vd. 2003a).

2.1.b. Hiyarda Yapilan Cahsmalar

Hiyar bitkisi Cucurbitaceae (kabakgil) familyasina ait olan bir sebze tiiriidiir.
Diinya’daki ilk kabakgil Double Haploid g¢alismalar1 1950’1 yillara dayanmaktadir
(Hayase 1954; Swam Inathan ve Singh 1958; Dumas de Valux 1979). 1954 yilinda
Hayase bal kabaginin (Cucurbita moschata Duch. ex Poir) polenlerini kullanarak kis
kabagi (Cucurbita maxima Duch. ex Lam.) ile melezlemesi sonucunda haploid bitki elde
etmistir. 1979 yilinda Dumas de Valux ayni metodu kullanarak (Cucumis ficifolius
A.Rich.’ten polen alindi) kavunda ( C. melo) haploid bitki elde etmistir. 1958 yilinda
Aalders normal hiyar tohumundan haploid embriyo izole ederken ayni yilda
Swaminathan ve Singh X-ray 1sinlariyla uygulanmis karpuz tohumlarindan elde edilen
diploid bitkiden haploid siirgiin gézlemlemislerdir. Genel olarak Double Haploid bitkiler
gamet kiiltiirii ile elde edilmektedir (Dirks vd. 2009). Baska bir ifade ile androgenesis
(Anter veya mikrospor kiiltiirli), gynogenesis (oviil kiiltiirli) veya i1sinlanmis polen ile
tozlagsma ve embriyo kurtarma teknikleriyle elde edilmektedir (Abdollahi vd. 2015; Asadi
vd. 2018; Kumar vd. 2003; Song vd. 2007; Diao vd. 2009; Faris vd. 1999). Literatiirde
hiyar bitkisi dahil olmak iizere bir¢ok tiirde (bugday, arpa) double haploid bitki elde
etmede basarili ¢alismalar mevcuttur (Shariatpanahi ve Ahmadi 2016; Metwally vd.
1998; Gémes Juhasz vd. 2002; Diao vd. 2009; Li vd. 2013; Plapung vd. 2014; Wang vd.
2015; Tantasawat vd. 2015).

Double haploid ¢alismalarinda i1ginlanmis polen metodunun kullanimi ilk olarak
basarilt bir sekilde Petunia’da uygulanmistir. 1985 yilinda Raquin 300-1000Gy dozu (y
rays: gama 1ginlar1) uyguladiktan sonra embriyo kurtarmasi yaparak haploid bitkiler elde
etmistir. Kabakgillerde ayn1 metod Sauton ve Dumas de Valux (1987) tarafindan kavunda
denemistir. Hiyarda ise ilk olarak 1989 yilinda Sauton 1sinlanmis polen (in vitro embriyo
kurtarmasi da yaparak) metoduyla haploid bitki elde ettigini Faris vd. rapor etmistir (Faris
vd. 1999). izleyen yillarda farkli dozlarla hiyarda denemeler yapilmistir: Przyborowski
ve Niemirowicz-Szczytt (1994) 300Gy, Caglar ve Abak (1996) 300, 450 ve 600Gy.
300Gy’den az olan dozlar daha basarili olabicegini Caglar ve Abak (1996) dngdrmiistiir.
Faris ve arkadaglar1 (1999) daha diisiik dozlar (100Gy, 200Gy ve 300Gy) uygulayarak
100Gy dozu daha etkili bulmustur (438 embriyodan 55 tane bitki elde edilmistir: %7,7
rejenerasyon olmustur). Caglar ve arkadaslart (1999) hayirda benzer bir g¢alisma
yapmustir. In vivo olarak 1sinlanmis polenlerle uyartim yaparak farkli gelisme safthalarda
haploid embriyolar elde etmislerdir. Ardindan embriyolar1t E20A besi ortaminda kiiltiire
almistir. iki y1l ve farkli aylarda kurduklar1 denemelerin sonucunda meyve basinda elde
edilen bitki sayis1 diisiik olsa da 4 genotipten 190 adet haploid bitki etmislerdir. Yapilan
incelemelerde embriyolarin bitkiye dolisiim oranlari mayis, haziran ve eyliil aylarinda
daha yiiksek (1. Y1l = %36-50; 2.y1l= %49-82) bulunmustur (Caglar ve Abak 1999).
Hiyarda bu yontemle yapilan farkli caligmalar farkli sonu¢ vermistir. Sauton (1989)
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ortalama olarak 0.9 embriyo/meyve elde etmistir. Benzer ¢alismalarla Przyborowski ve
Niemirowicz-Szczytt (1994) 4 embriyo/meyve elde ederken Caglar ve Abak (1996) 16
embriyo/meyve elde edildigini Gatazka ve Niemirowicz-Szczytt (2014) rapor etmistir.
Isin kaynag1 olarak Cobalt (*°Co) kullanilmaktadir. Fakat baska bir calismada Antos ve
ark. (2001) 300Gy dozda X-rays 1sinlart uygulayarak hiyarda haploid bitkiler elde
etmistir. Isinlanmis polen metodundan baska hiyar double haploid ¢alismalarinda anter
kiltlirii kullanilmaktadir.

Kabakgil familyasinda ilk anter kiiltiirii calismalari ¢ok basarili olmamustir.
Sadece kallus ve az sayida haploid bitkiyle sonu¢lanmistir (Lazarte and Sasser 1982,
Dryanovska and Ilieva 1983, Xue et al. 1983, Shail and Robinson 1987). Anter
kiiltiirtinden elde edilen haploid bitkiler 1980’li yillara dayanmaktadir. Kumar (1984) ve
Shail ve Robinson (1987) arastirmacilarin yaptiklar1 ¢alismalarda C. maxima, C.
moschata bitkilerinin anterlerinden haploid bitki elde etmislerdir. Kumar (1984) kabakta
(Luffa aegyptiaca) anter kiltirli yapmis ve sonugta haploid ve diploid embriyolar elde
etmistir. Tang vd. (2012) aci kavunda (Momordica charantia L.) anter kiiltiirii yaptiklarinda
sadece kallus olusumunu gozlemlemislerdir. Soguk 6n uygulamas: anter kiiltlirtinde
olumlu olmustur. Metwally vd. (1998) kabak (C. Pepo) anterleri (mikrosporlar tek
cekirdekliyken) 4 giin boyunca +4°C uygulamasini yapmislar. Ardindan anterleri 55 mg
d/m® 2,4-D ve 150 g d/m? siikroz iceren MS ortamma aktarmislardir. Sonugta 1,9
bitki/anter rejenerasyon olmustur. Mohamed ve Refaei (2004) benzer bir ¢alisma yapmis
ve daha iyi sonug almislardir (2,6 bitki/anter). Hiyarda ise Lazarte ve Sasser (1982) anter
kiltiiriinde kallus, embriyo ve organogenesis elde etmislerdir. Fakat haploid bitki elde
edilememistir. Ashok Kumar vd. (2003) besi ortaminin igerigi ve soguk 6n uygulama
sliresine baktiklarinda 2 giin daha iyi sonug¢ vermistir (embriyogenik kallus olusumu
%354,4 olmustur). Xie vd. (2005) ¢alismalarinda benzer sonuglar elde etmislerdir. Ashok
Kumar ve Murthy (2004) besi ortamina farkli sekerler (siikroz, maltoz, glukoz ve
friiktoz), aminoasit (gliitamin, glisin, arjinin, asparajin ve sistein) ve poliaminleri
(putresin ve spermidine) eklediklerinde iyi sonuglar almislardir. Calismalarinda B5 besi
ortammna 0,44mg/ L 2,4-D, 0,22mg/ L BA, 85g/ L siikroz ve 29mg/ L spermidin
eklediklerinde 1,6 embriyo/anter ve 1,35 bitkicik/anter elde etmislerdir (Ashok Kumar et
al. 2004). 2007 yilinda Song ve arkadaslari soguk On uygulamasi, in vitro kiiltiir
zamanindaki fiziksel sarlari, indiiksiyon ortaminin igerigi ve genotipin anter kiiltiiriindeki
rejenerasyona  etkilerini  incelemislerdir. Bu ¢alismanin  sonucunda  yiiksek
embriyogenesis (3 embriyo/anter) ve rejenerasyon (0,9 bitki/anter) yakalanmistir.
Embriyonik kallus indiiksiyonunda MS+1g/ L BA+0,5g/L 2,4-D+1g/ L kinetin+30g/ L
siikroz kullanmiglardir. Anter Kkiiltiirlinde haploid ve double haploid bitkiler
mikrosporlardan elde edildigi gibi somatic hiicrelerden de diploid bitki eldildigine daire
arastirmalar mevcuttur (Ashok Kumar vd. 2003; Ashok Kumar ve Murthy 2004; Song
vd. 2007). Anter kiiltiiriinde elde edilen diploid bitkilerin double haploid olma durumuna
bakmak gerekmektedir. Bunun i¢in SSR markirlar1 kullanilabilmektedir. Fakat sadece
mikrospor kiiltiiriiyle bu analizden kaginilabilmektedir (Gatagzka ve Niemirowicz-Szczytt
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2013). Mikrospor kiiltiirii ile ilgili yapilan ¢calismalar kisitli olup ¢ok olumlu sonuglar elde
edilememistir. Yapilan biitiin bu ¢aligsmalarindan elde edilen sonuglar yetersiz oldugunu
kaydedilmigtir. Oviil kiiltiirii daha etkili goértinmektedir.

Partenogenesise (1sinlanmis polen ve embriyo kurtarma) gore gynogenesis
(oviil/lovaryum kiiltiiri) metoduyla yapilan ¢alismalar azdir. Gynogenesis metoduyla
sakiz kabagi, hiyar ve kavunda haploid bitkiler elde edilmistir (Dumas de Vaulx ve
Chambonnet 1986; Gémes Juhasz vd. 1997; Metwally vd. 1998; Ficcadenti vd. 1999;
Gémes Juhdsz vd. 2002; Shalaby 2007; Suprunova ve Shmykova 2008; Dia vd. 2009;
Deng vd. 2020). Dirks (1996), Metwally vd. (1998), Shalaby (2007) ve Dia (2009) hiyar
ve yaz kabaginda da double haploid bitkiler elde edebilmislerdir. 1985 yilinda ilk olarak
Dumas de Valux ve Chambonnet oviil kiiltiiriiyle kabakta (Cucurbita pepo L.) haploid
bitkiler elde edebilmislerdir.

Gémes Juhasz vd. (2002) hiyar oviil kiiltlirii yapmistir. Oviiller TDZ igeren
indiiksiyon ortamina alip 2-5 giin degisen siirelerle karanlikta birakilmigtir. Sicaklik 6n
uygulamasi ise 24°C, 28°C veya 35°C uygulanmustir. indiiksiyondan sonra oviiller NAA
ve BAP igeren rejenerasyon ortamina alimmustir. Sonuglar sicaklik 6n uygulamasinin
(35°C) olumlu etki yaptigmni gostermistir. En yiliksek gynogenesis oran1 %18,4 iken
rejenerasyon orani %7,1 olmustur. Flow sitometrik analizler rejenere olan bitkilerin
%87,7 haploid oldugunu gdstermistir.

Diao vd. (2009) hiyar oviil kiiltiirii caligmalar1 da yapmisglardir. Caligmada sisaklik
(35°C) 6n uygulama siiresi, TDZ konsantrasyonu ve giimiis nitratin etkilerine bakmistir.
3 giin sicaklik 6n uygulamasi 2 veya 4 giline gore daha yiiksek embriyo olusumu
tetiklemistir. Indiiksiyon ortamma 0,04 mg/L TDZ eklenmesi embriyo olusumunda
pozitif bir etki (en yiiksek embriyo olusum orani %72,7) yapmistir. Glimiis nitrat ise
embriyo olusum oranina etki yapmasa da embriyo olusum siiresini kisaltmigtir.
Genotipler arasinda bir fark bulunmamistir. Elde edilen toplam 40 bitkiden 2 tanesi
haploid (2n = x = 7), 5 tanesi tetraploid (2n = 4x = 28) ve geri kalan (33 bitki) diploid
olmustur. SSR makerleriyle yapilan analizlerden sonra 33 tane diploid bitkiden 17 tanesi
(%51,5) double haploid bulunmustur. Ayni1 metodla %9 rejenerasyon bulabilmislerdir.

Metwally vd. (1998) kabakta (cv. Eskandarani) oviil kiiltiirii yontemiyle %11
rejenerasyon orani elde edebilmistir. Calismada elde edilen 20 tane bitkiden 15 tanesi
diploid (double haploid) ve 5 tanesi haploid oldugunu tespit edilmistir (151k
mikroskobuyla bakilmistir). Antesizten 1 giin 6nce toplanan disi ¢igekleri 0, 2, 4 ve 8 giin
siireyle 4 °C’de birakilmustir. Indiiksiyon ortami olarak MS+30 g/L siikroz+8 g/L agar ve
farkli konsentrasyonlarda 2,4-D (0.1, 1.0, 5 ve 10 mg/L) kullanilmigtir. Oviilleri 25 £ 1
°C 16 saat fotoperiyot 4 hafta boyunca inkiibasyona birakilmistir. Ardindan oviilleri 4
hafta hormon free MS ortamina alinmistir. Elde edilen bitkilerin ¢ogu sicaklik
uygulamasiz oviillerinden gelmistir.

10
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Deng ve arkadaslar1 (2000) hiyarda oviil kiiltiirii ile double haploid bitki eldesi
icin optimizasyon yapmis ve yiiksek oranda rejenerasyon elde edebilmislerdir (%79).
Calismada indiiksiyondan rejenerasyona kadar tek bir ortam kullanilmistir (indiiksiyon
ve rejenerasyon ortami ayni). Calismada sicaklik 6n uygulamasi, TDZ uygulamasi ve
genotiplerin arasindaki faktoriyel interaksiyon incelenmistir. Simdiye kadar hiyar oviil
kiiltiiriinde elde edilen en yliksek rejenerasyon oranidir. Fakat ayni arastirmacilar (Deng
vd. 2020) oviil kiiltiirtinde (gynogenesis) hala mevcut sorunlar (diisiik embriyo ve
Ozellikle bitki rejenerasyonu) oldugunu vurgulamislardir. Bunun sebebinin double
haploid bitki elde etme asamalarindan olan rejenerasyon asamasinin genotipe bagh
olmasidir (30 tane genotipten gelen embriyodan 18 : %60 rejenerasyon basarili olmus)
Aklimasyon basaris1 %70 olup kolhisin (colchicine) uygulamasiyla haploid bitkilerin
katlanma orani1 %75 olmustur.

Gémes ve ark. (1997) Cucurbita pepo’da in vitro oviil kiiltiirii galismasini yaparak
10-15 embriyo elde etmislerdir. O embriyolardan elde edilen bitkilerin %70’inin haploid,
%30’unun katlanmis double haploid ve aneuploid oldugu belirtilmistir. Ayni ¢aligmada
hiyar oviil kiiltiiriinii yapmislardir. Az sayida embriyo elde edilmistir ve rejenerantlarin
hepsi haploid olmustur. Calismada oviilleri 0,05 mg/L NAA+0,2 mg/LL BA indiiksiyon
ortaminda 2 hafta tutmak 0,02 mg/L NAA+0,04 mg/L BA indiiksiyon ortaminda 4 hafta
tutmaktan daha etkili bulunmustur. Gémés ve ark. (2002), yine oviil kiiltiirii ile her bir
oviilden %18,4 embriyo ve %7,1 bitki elde etmislerdir. Diao ve ark. (2009) hiyarda
yaptiklar1 ¢alismada %72,7 embriyo olusumu ve sonucta 40 bitki (2 haploid, 5 tetraploid
ve 33 diploid) elde edebilmislerdir.

Sorntip ve ark. (2017) hiyarda embriyo kiiltiirii yapmis ve sonug olarak %59,89
oranindan embriyo elde etmislerdir. O embriyolardan 10 bitki (3 haploid, 1 triploid ve 6
diploid) elde edilmistir. Arastirmacilar sicaklik 6n uygulamasi ve uygulamast siiresini de
embryognesini pozitif olarak etkiledigini bulmuslardir.

Diao ve ark. (2009) oviil eksplantlarina 35°C’de 3 giin tuttuktan sonra kiiltiire
almislar ve sonucgta embriyo olusumu artmistir (%45,5-%89,4). Ayni calismada 10mg/L
glimiis nitratin (AGNO3) indiiksiyon kiiltiirii ortamina eklenmesi embriyo olusum
stiresini kisalttig1 rapor edilmistir.

Tantasawat ve arkadaglarinin (2015) yaptig1 calismada (ovil kiltiri) %91,4
embriyo benzeri yap1 (ELS: Embryo Like Structure) ve %70,8 kallus olusumunu elde
etmislerdir.

In vitro oviil kiiltiiriinde farkli besin ortam1 denenmistir. Metwally vd. (1998)
Murashige ve Skoog (MS) ortamina 1-5mg/L 2,4-D ve 30mg/L siikroz ekleyerek
kullanmiglardir. Xie vd. (2006) ise N6+2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D)+
naphthalene-1-acetic acid and benzyl-adenine (BA) karisimini kullanmistir. Gémes
Juhasz vd. (2002) kendi yaptig1t CBM ortamina 0,02 mg/L TDZ ve 40g/L seker ekleyerek
indiiksiyon elde edilebilmistir. Besin ortamin disinda sicaklik (diisiik veya yliksek) 6n
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uygulamalarinin indiiksiyona etki durumunu arastirilmigtir. Metwally ve arkadaslarina
(1998) gore kabakta diisiik sicaklik 6n uygulamasi yapmadan daha olumlu etki
bulunmustur. Fakat hiyar oviil kiiltiiriinde yliksek sicaklik 6n uygulamalar1 (28°C veya
35°C)+TDZ sartlarinda embriyo ve bitki sayisint artmistir (Gémes Juhasz vd. 2002).
Hiyar oviil kiiltiiriinlin optimizasyon ¢alismalar1 Shalaby (2007), Suprunova ve
Shmykova (2008) ve Dia (2009) arastirmacilar1 yapmistir. Arastirmada genotip, sicaklik
On uygulamalar1 ve besin ortaminin igeriginin etkilerini incelemislerdir.

2020 yilinda Deng ve arkadaslar1 in vitro oviil kiiltiirii yapmigslardir. Elde edilen
sonuglara gore simdiye kadar en yliksek rejenerasyon orani (%79,3) yakalanmigtir.
Calismada sirasiyla yaptigi soguk (4 giin- 4°C) ve sicaklik (2 giin- 33°C) uygulamasi
olumlu oldugunu sdylemislerdir. Yapilan son calismalarda genotip X 1s1 6n uygulamasi
X TDZ (Thidiazuron) interaksyonu rejenerasyon etkinligini artirdigi belirtilmistir (Deng
ve ark.2020). Polyamin (spermidine, putrescine, spermine) ve cycocel gibi katki
maddelerin kullanim1 pozitif etki yapabilecegini sOylenmistir (sicaklik uygulamasi
stresinden gelebilecek zararlanmalarini 6nler) (Tiburcio ve ark. 2014). Yapilan biitiin bu
caligmalarindan elde edilen sonuglar farkli genotiplerde mevcut portokollerin yetersiz
olabildigini ve optimizasyon yapilmasi gerektigini gostermektedir.

2.1.c. Hastallk Dayamimlar1 Hakkindaki Calismalar

Hiyar bitkisinin hayat dongiisii kisa (~ 3 ay) ve kii¢iik bir genoma (~400Mbp)
sahip olmasi genetik calismalarini kolaylastirmistir (Wang vd. 2020).

Kabakgillerde CMV dayanimint kontrol eden genlerin ¢ogu resesif
oldugudiisiiniilmektedir (Risser vd. 1977). Fakat Wis. SMR 12 kiiltiir hiyar genotipindeki
CMV dayanimi tek dominant bir gen kontrol ettigini Wasuwat (1961) rapor etmistir.
Kooistra (1969)’ya gore ise 3 bagimsiz dominant gen CMV dayanimini kontrol etmektir.
Buna karst Whang, Huang ve Munshi resesif tek bir bir gen tarafindan kontrol edildigini
bulmustur (Wang 2006; Marathe vd. 2004). Huang (2007) CMV’ye dayanikli F-3 hiyar
hattindaki dayaniklilik genine bagli (8.57cM uzaklikta) dominant AFLP (204 bp
uzunlugunda) markir1 gelistirip SCAR c¢cmv-200 markirina ¢evirmistir. Wang (2010) F-3
hatinda CMV dayanimini kontrol eden 17 tane QTL (cmv1l-cmv17) geni tespit etmistir.
Birinci derecede CMV dayanimi saglayan lokus cmv17 olup ona bagl (0.5¢cM) cmv-200
anti-CMV SCAR markir gelistirmistir. Shi vd. (2018) CMV’ye dayanikli 02245 hattinin
6. kromozomunda bulunan kantitatif (QTL: Quantitative Trait Locus-kantitatif 6zellik
lokusu) cmv dayanim genine (cmv6.1) baghh SSR11-1, SSR11-177 ve SSR9-56
isaretleyicileri gelistirmistir. SSR11-1 markirlariyla 78 tane hiyar genotipiyle yapilan
validasyon analizlerinde %94 dogrululuk bulunmustur.

Kabakgilleri hastalandiran PRSV-W hastaliginin dayanim kaynaklar1 bircok
genotipte bulunmustur: Surinam-Giiney Amerika orijinli kiiltiir genotipi, TMG-1 saf
hatti, Dina-1 saf hatti (Wang vd. 1984; Provvidenti 1985; Kabelka ve Grumet 1997).
Wang vd. (1984). Tian vd. 82015)’e gore Wang vd. (1984) PRSV-W (PRSV-1) dayanim
geninin kalitimini rapor etmistir. Ayni aragtirmalara gore Park vd. (2000) PRSV-1
dayanim genine bagli AFLP markirn rapor etmistir fakat kromozom lokasyonu
bilinmemektedir. Yapilan ileri arastirmalarda PRSV’ya dayanimini saglayan prsv02245
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(02245 hattinda) geninin tek resesif bir gen olarak 6’ct kromozomda yer aldiginm
belirterek Tian vd. (2015) ona bagh iki tane isaretleyici (SSR11-177 ve SSR11-1)
gelistirmistir.

Hiyarda ZYMYV hastaligina dayanim saglayan genler Tayvan kiiltiir ¢cesidi TMG-
1 (zym™©1Y ve Almand hibrit gesidi Dina-1’de karakterize edilmistir (Kabelka vd.
1997). Calismaya gore gore genlerin ikisi de tek resesif kalitim gostermektedir. Cardoso
vd. (2010) benzer bir ¢aligsma yaparak japon hiyar tipinde tek bir resesif gen karakterize
etmistir. Hiyarda zym lokusu diinyadaki biitiin 178 ZYMYV izolatlarina kars1 dayanim
saglamaktadir (Lecoq vd. 2002). Klasik yontemlerle dayanim genlerini elit hatlarina
aktarmak zaman alici oldugu i¢in markir destekli seleksiyon daha elveriglidir (Amano vd.
2013). Bu nedenle birkag markir gelistirilmistir (Park vd. 2000, 2004). ZYMV’ye
dayamim saglayan geni (zymvA'1%%18) ise A192-18 isimli hattin 6’ci kromozomda
bulunmakta ve Amano vd. (2013) ona bagli CAPS (CAPS-T86C) isaretleyicisi
gelistirmistir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

Calismamizda 28 hiyar genotipi kullanilmistir. Bunlardan 14’t F1 hibrit olup diger
14 genotip ise saf hatlardir. Doku kiiltiiri ¢alismalar1t PROTO Profesyonel Tohum ve
Pazarlama Ltd.Sti’nin laboratuvarinda, molekiiler ¢alismalar Akdeniz Universitesi,
Ziraat Fakiiltesi, Tarimsal Biyoteknoloji Boliimiinde yiiriitiilmiistiir. Bitkisel materyal
ayni sirketten temin edilmistir. Genotipler ¢izelge 3.1°de, genotiplere ait resimler ise sekil
3.1’°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan genotiplerin isimleri ve 6zellikleri

No | Genotip Ismi | Genotip Ozelligi
F1 gesitler

1 Mozaik F1 Dikenli
2 Botanik F1

3 Termessos F1 Beita Alpha
4 PS 64 F1

5 SV 5603 F1

6 Aspendos F1

7 Halley F1

8 Kirvem

9 PRS 19-65

10 Ariassos F1 Beita Alpha
11 Citir F1

12 Kitir F1

13 BBY26 F1

14 Ayda F1

Saf hatlar (F6 ve tistii)

15 19—1 2020S
16 20—1

17 10—Bulk

18 10—1

19 10—2

20 11—1

21 11—2

22 12—1

23 14-B

24 14—1

25 14—2

26 43—1

27 50—1

28 50—2
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.
11
15

14

Sekil 3.1. Calismaya kullanilan 28 genotipin meyve resimleri
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25

Sekil 3.1°in devami
3.2. Metot
3.2.1. Bitkilerin yetistirilmesi

Tohumlarin ¢imlendirilmesi ve bitkilerin yetistirilmesi Proto Tohum Sirketi’nde
yapilmigtir. Tohumlar viyollerde bulunan torf ortamina ekip perlit (3:1) ile kapatilip
¢imlendirme odasina alinmustir (Sekil 3.2). iki giin sonra ¢imlenme baslamis ve violler
fidelige alinarak 3-4 yaprak donemine kadar fidelikte tutulmustur. Ug-ddrt yaprak
doénemine geldikten sonra bitki yetistirme serasina 50 cm araliklarla dikilmistir. Ardindan
eksplant alim donemine kadar bitkilerin normal biliylimesi i¢in gereken Kkiiltiirel,
giibreleme, ilaglama ve sulama islemleri yapilmistir (Sekil 3.3). Bitkiler ipe alinarak
budama islemi yapip tek gévdeli olarak yetistirilmistir (Sekil 3.4).
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Sekil 3.3. Fidelerin dikimi

17



MATERYAL VE METOT M. ZONON

Sekil 3.4. Bitkilerin ipe alinmasi ve tek govdeli yetistirme
3.2.2. Double haploid (oviil kiiltiirii) calismalari

Oviiller ikinci disi ¢igeklerin goriillmesinden 1 ay ve antesisten (¢igek agmadan)
6 saat 6nce (Deng vd. 2020) toplanarak kisa stirede doku kiiltiirii laboratuvarina
gotirilmiistiir (sekil 3.5).

Sekil 3.5. Kullanilan genotiplere ait oviil resimleri
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25 26 27 28

Sekil 3.5’in devami

Gynogenesis (oviil kiiltiirii) calismamizda Tantansawat ve ark. (2015) ve Deng ve
ark. (2020) ‘m protokolleri oldugu gibi ya da modifiye edilmis olarak kullanilmustir.
Toplanan oviiller birka¢ dakika musluk altinda tutarak yikanmistir. Daha sonra steril
kabin igerisinde sterilizasyon islemi yapilmistir. Oviiller once 1dk siireyle %70 etanol
cozeltisi igerinde tutulduktan sonra steril saf suyla durulanmistir. Ardindan 10 dk boyunca
%60’lik rifamisin antibiyotik c¢ozeltisi igerinde tutulmustur. Son olarak durulama
yapmadan %0,1’lik civa kloriir ¢ozeltisi igerisinde 20dk bekletikten sonra 3 kez durulama
yapilmistir. Sterilizasyon isleminden sonra ovaryumlar bistiiri yardimiyla 1-2mm
kalinliginda kesilmis ve indiiksiyon ortamlarina konulmustur. Calismada 60mm’lik
petriler kullanilmis ve her petriye 10 tane eksplant konulmustur. Her genotip i¢in 30 tane
petri kullanilmigtir. Biitiin islemler steril bir ortamda yapilmistir. Ortam olarak temel iki
tane ana protokol modifiye edilerek kullanilmistir. Birinci protokol (P1) Tantasawat ve
ark. (2015)’a aittir. Ikinci protokol ise (P2) Deng ve ark. (2020) gelistirmistir. P2
protokoliinii modifiye edilerek farkli ve yeni protokoller (P2K1, P2K2, P2K3, P2K4 ve
P2K5) denenmistir. Eksplantler MS besi ortaminda kiiltiire alinmig katilagtirict olarak
biitiin protokoller i¢in 7g/1 agar kullanilmistir. Besi ortaminin pH’s1 P1 i¢in 5.7, P2 ve
diger indiiksiyon protokolleri i¢in 5,9 olacak sekilde ayarlanmistir. pH ayarlamasinda
IN’lik HCI (hidroklorik asit) ve 1N’lik NaOH (Sodiyum hidroksit) ¢dzeltisi
kullanilmigtir. Besi ortamlari 1,2 atm basinghi otoklavda 121°C’de 120 dk siireyle
sterilizasyon islemi yapilmistir. Otoklavdan sonra oda sicakliginda sogumasi (50-60 °C)
bekletilen ortamlar, steril kabin igerisinde, aseptik olarak her steril plastik petriye esit
olacak sekilde dagitilmistir.
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Birinci protokol (P1) igin MS ortamina ilave olarak 309/l seker (sakkaroz) , 1mg/I
TDZ, 1mg/l BAP ve 800mg/l gliitamin eklenmistir. Inkiibasyon 25 °C kosullarda 1 ay
stireyle karanlikta bekletilmistir (Tantasawat vd. 2015). Birinci aym sonunda oviillerde
embriyo ve kallus olusumu gozlemlenmistir. Embriyo ve Kkalluslar rejenerasyon (P1D)
ortamina alip iklim odasinda 25 °C+2 sicaklik ve 16/8 saatlik fotoperiyodik kosullarda
inkiibe edilmistir (Diao vd. 2009). P1D protokoliine gére MS ortamina 30g/l seker
(sakkaroz) , 1,5g/ BA eklenmistir. Rejenerasyondan sonra bitki biiyiime diizenleyicisi
icermeyen MS ortamina aktarilmistir.

Ikinci protokolde (P2) MS ortamina ilaveten 30g/I seker (sakkoroz)sukroz, 0,06g/I
TDZ eklenmistir. Eksplantlar 4 giin boyunca +4 °C’de (buzdolabinda soguk uygulamasi)
bekletildikten sonra ortamlara ekilerek 2 giin +33 °C +1 sicaklikta (karanlik etiivde)
bekletilmistir. Sicaklik uygulamasindan sonra iklim odasinda 25 °C+2 sicaklik ve 16/8
saatlik fotoperiyodik kosullarda inkiibe edilmistir. 1 aydan sonra embriyo ve kallus
olusumu gozlemlenmistir. Ayni ortamiyla rejenerasyon c¢alismalarina devam edilmistir.

3.2.2.1. Ovaryumlarin yiizey sterilizasyonu

Toplanan disi ¢icekler dnce musluk altinda (yilizeyde bulunabilecek kirliliklerin
temizlenmesi) birka¢ dakika bekletilmistir. Ardindan steril kabin igerisinde %70’lik
etanol ¢ozeltisinde 1dk siireyle bekletilip steril saf suyla durulanmistir. Daha sonra
25mg/1 rifamisin ¢ozeltisine koyup 15dk uygulama yapildiktan sonra saf suyla durulama
yapmadan 0,1g/1 HgCl (civa kloriir) ¢ozeltisinde 20dk bekletilmistir. Son olarak 3 kez
steril saf suyla durulama islemi yapilmstir.

Sekil 3.6. Ovaryumlarin ylizey sterlizasyonu
3.2.2.2. Ovaryumlarin ortama aktarilmasi

Yiizey sterilizasyondan sonra steril bistiiri ve pens kullanarak disi c¢icek
tomurcuklar1 1-2mm kalinliginda keserek ortama konulmustur. Her genotip i¢in 30 petri
ve her petriye 10 adet eksplant konulmustur. Dolayisiyla her genotip i¢in 30 tekerriir ve
her tekerriirde 10 eksplant konulmustur. Kullanilan indiiksiyon (ilk kiiltiir) ortamlarinda
genotiplerde 2 hafta ile 1 ay arasinda embriyo ve kallus olusumlar1 gézlemlenmistir. Bir
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ay sonra embriyo ve kallus olusum oranlar1 kaydedildikten sonra rejenerasyon igin alt
kiiltiirlere alinmistir. P1°den gelen embriyo ve kalluslar P1D ( 4,3g/l MS+30g/1 sakkaroz,
1,5mg/1 BAP igermektedir) rejenerasyon ortamina aktarilmistir. P2’den gelenlerin ise bir
kism1 ayni ortama (P2 ortamina) bir kismi ise rejenerayon (4,3g/l MS+30g/l sakkaroz,
1,5mg/l BAP icermektedir) ortamina konulmustur.

(a) (b)

(c) (d) (e)

Sekil 3.7. Eksplant ekimi ve indiiksiyon asamalari; a) Eksplant kesimi ve ortama
ekilmesi; b) Yeni ekilmis eksplantlar; ¢) Embriyo olusumu; d) kallus olusumu; €)
Rejenerasyon

3.2.2.3. Ovaryum Kiiltiiriinde kullanilan protokoller

Calismada iki ana indiiksiyon protokol kullanilmistir: protokoll (P1) (Tantasawat
vd. 2015) ve protokol2 (P2) (Deng vd. 2020). P2 protokoliinde farkli modifikasyonlar
yaparak yeni indiiksiyon protokoller gelistirilmistir (P2K1, P2K2, P2K3, P2K4, P2K5).
Indiiksiyon protokolleri ¢izelge3.2.5.1°de gosterilmistir. Rejenerasyon ortami P1D’dur.
P1 indiiksiyon ortamindan gelen biitiin embriyo ve kalluslar1 P1D ortamina alinmistir.
Ayrica P2’den gelenler ise ayni ortamla rejenerasyon c¢aligmalarina devam edilmistir.
P2K3’ten gelen kalluslar1 da P1D ortamina aktarilmis ve embriyolar1 ayni ortamla devam
edilmistir. P2k1, P2K2, P2K4 ve P2K5’ten gelen kallus ve embriyolar ayn1 ortamlarla
devam edilmistir. P2K3 protokoliinden gelen rejenerantlarin koklendirme sorunu
olmadigi i¢in ayn1 ortamla devam edilmistir. Diger protokoller i¢in ise koklendirme (Pr)
protokolii kullanilmistir.
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Cizelge 3.2. Calismada kullanilan protokoller

P 1 (Tantasawat vd. P2
2015) (Deng vd. 2020) P2K3
MS 43¢l 4.3 g/l 4.3 g/l
Seker 30 g/l 309 309
TDZ 1 mgl/l 0.06mg\I -
BAP 1 mgl/l - -
Glutamin 800mg/l - -
pH 5.7 5.9 5.9
Agar 6ar gr 79r
0 30 gun _ _
+25°C Karanlik
+4°C - 4 giin -
2 giin 2 giin
0 -
+33°C+1 Karanlik Karanlik
Cizelge 3.3. Rejenerasyon protokolleri
P 1D (Dia vd. 2009) P2 P2K3
' (Deng vd. 2020)

MS 4.3 g/l 4.3 g/l 4.3 g/l
Seker 30 g/l 30g 30g
TDZ - 0.06mg\I -
BAP 1,5 mg\l - -

pH 5.8 5.9 5.9
Agar 79 79 79

o Biitiin deneme . e
+25 °C+2 hoyunea Biitiin deneme boyunca Biitiin deneme boyunca

Cizelge 3.4. Koklendirme protokoli

Pr
MS 2.15 g/l
Seker 30 g/l
IBA Img\l
pH 5.9
Agar
+25 °C+2 Biitiin deneme boyunca
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Rejenerasyon ve koklendirmeden sonra bitkileri bitki biliylime diizenleyicisi
icermeyenn ortamlara aktarilmis ve gelisimleri gézlemlenmistir.

3.2.2.4. iklim odasinin ortam sartlar

iklim odasmin 15181 35 pmol/m?%s (3200 liix civarinda) 151k yogunlugundadir.
Ortam sicakligt ise 2441 °C ayarliginda olup 16/8 (16/8 saat 1sik/karanlik)
fotoperiyodundadir.

Sekil 3.8. iklim odasinin sartlar1
3.2.2.5. Elde edilen bitkiciklerin aklimasyon islemleri

Elde edilen ve koklenmis bitkicikleri aklimasyona (dis ortama alistirma islemi)
alinmugtir. {lk olarak bitkicikleri besin ortamindan alip agar1 (zarar vermeden)
temizlenerek kokler fungusit (0,1g tartip 200ml saf suda ¢ozdiiriiliir) ¢ozeltisine daldirilir.
Daha sonra saf suya daldirip torficeren kiigiik bir viyoleye dikilmistir. Can suyu verdikten
sonra behere koyup stregle kapatilarak 3 giin boyunca iklim odasinda bekletilmis daha
sonra strecin tizerinde delikler agilmis Ve bir hafta sonra strec tamamen kaldirilmstir.
Bitkinin gelisim durumuna goére aklimasyon isleminden sonra bitkiler fidelige alinmistir.

(D (O ®

Sekil 3.9. Aklimasyon asamalar1; a) Aklimasyona alinacak bitki ve torf; b) Bitkinin
koklerini fungisite daldirilmasi; ¢) Kokleri saf suya daldirilmasi; d) Bitkiyi torf ortamina
dikilmesi; e) Bitkiyi behere alinmasi ve streg ile kapatilmasi; f) Bitkiyi iklim odasina
alinmas.
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3.2.2.6. Elde edilen bitkilerin ploidi seviyelerinin belirlenmesi

Elde edilen bitkilerin ploidi seviyelerini flow sitometri yontemi kullanilmastir.
Bitkiler saglam bir yaprak alip terleyemecek kosullarda laboratuva getirilmistir.
Yapraklar kesilerek petrilere yerlestirilmistir. Ploidi seviyesini bilinen bir kontrol

(diploid) ile birlikte analize tabii tutulmus ve elde edilen piklere gore sonuglar
yorumlanmustir.

191 —

12
(1] f&)

Sekil 3.10. Flow sitometrik analizi
3.2.2.7. Haploid bitkilerine colchicine (kolhisin) uygulamasi

Bitkilerin ploidi seviyelerini belirledikten sonra haploid bitkilerin (n kromozom)
kromozome setini katlamak (2n) i¢in kolhisin uygulanmistir. %0,5°lik (1,25g colchicine
tartip 250ml steril soguk (+4°C) saf suda ¢ozdiiriiliir) colchicine ¢6zeltisi hazirladiktan
sonra 1-2 damla Tween-20 eklenmis ve uygulanacak bitkinin apikal meristemin
etrafindaki tomurcuklar temizlenmistir. Pastor pipetle alinan colchicine ¢ozeltisi pamuga
damlatilmistir. Islatilmis pamuk uygulama yapilacak biiyiime gozlerinin etrafina
sarilmigtir. Pamugun iizerini aliiminyum folyo ile kapatilarak 150 dakika bekletilmistir.
Son olarak uygulama yapilan yerler steril saf suyla iyice durulanmistir.

Sekil 3.11. Haploid bitkilere kolhisin uygulamasi
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323. G

enotiplerin ZYMV, CMV ve PRSVV hastahklarina  dayamkhhk

durumlariin molekiiler yontemlerle analizi

3.2.3.1. Genomik DNA izolasyonu

Oviil kiltlirii ¢alismasinda kullandigimiz 28 tane genotip 3 gerg¢ek yaprak
asamasina geldiginde bitkilerinden DNA izolasyonu yapilmstir. izolasyonda Doyle ve
Doyle (1990) tarafindan gelistirilen CTAB y&ntemini kullanilmustir (gizelge 3.5). izole
edilen DNA’larin kalitesi ve miktarina bakmak tizere 10ul %]1,5°lik agaroz jele
yuklenerek degerlendirilmistir. Elde edilen DNA’lar markir analizlerinde kullanilmistir.

Cizelge 3.5. CTAB c¢ozeltisi bilesenleri

Bilesenler Buffer Son Hacim
Konsantrasyonlar:

NaCl 1.4 M 280 ml
Tris-HCL PH:8 100Mm 100 ml
EDTA PH:8 20 mM 40 ml
CTAB % 2 209
Beta- % 0.2 2ml
merkaptoethanol
Toplam 1000 ml

DNA izolasyon asamalari:

Taze yapraklari (0,1g) 1,5ml’lik ependorf tiiplerine aktarilir ve tizerine 0.5ml
ekstraksiyon ¢ozeltisi ekleyerek ezme ¢ubuklariyla ezilmistir.

Ezme isleminden sonra 65°C’de 1,5 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyondan sonra 500pul kloroform-izoamil alkol (24:1) ekleyerek tiipler
alt tist yapip 13000rpm’de 20 dakika santrifiij edilmistir. Kloroform islemi iki
defa yapilmistir.

Santrifiij islemindan sonra mikropipet yardimiyla 150l siipernatant (iistfaz)
alip 1,5ml’lik yeni steril tiiplere aktararak {izerine 2/3 hacimde izopropanol
ekleyip bir gece -20°C’de sicakliginda bekletilmistir.

Ertesi giin 20 dakika 13000rpm’de santrifiij edilmistir.

Santrifiijden sonra iist faz atilip ¢okelti ( pellet) elde edilmistir.

Cokelti iceren tiiplere 150ul yikama soliisyonu (%70’lik etanol cozeltisi)
ekleyip tekrar 13000rpm’de 5 dakika santrifiij yapilmistir.

Ust faz atilarak ¢okelti oda sicakliginda kurumaya birakilmistir.

Cokelti kuruduktan sonra 100ul steril saf su eklenmistir.

Uzerine su eklenen 6rnekler-20°C’de muhafaza edilmistir.
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(c)

Sekil 3.12. DNA izolasyon asamalari; a) Yaprak ornekleri; b) Yapraklarin ezilmesi; c,d)
Su banyosunda inkiibasyon; €) Inkiibasyon sonrasi santrifiijleme; f) Santrifiijden sonra
elde edilen iki faz; g) Siipernatanti yeni tiipe, isopropanol eklenmesi ve gece -20°C’de
bekletilmis 6rnek; h) Pelletin ¢oktiiriilmesi i¢in santrifiijleme; i) ¢oktiiriilmiis pelletin
%70’lik etanol ile yikanmas; j) Elde edilen DNA pelleti

3.2.3.2. DNA amplifikasyonu

Izole edilen DNA’larin kalitesine baktiktan sonra, PCR analizleri icin
sulandirilmistir.
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CAPS analizleri

ZYMV dayaniklilik testlemeleri icin Amano vd. (2013) tarafindan gelistirilen
CAPS-T86C markir primeri kullanilmistir. Primer ve PCR kosullar gizelge 3.8’de
verilmistir.

Cizelge 3.6. PCR reaksiyonu i¢in hazirlanan karigimin igerigi (her iki primer igin)

Kimyasal 1 6rneklik hacmi (ul)
Buffer 4,5
MgCl; 3
Dntp 3
Primer (F) 3
Primer (R) 3
Taq DNA polymerase 0,5
dH.0 7.0
Toplam 24
Her 6rnege dagitilan DNA | 6
miktar1 (pl)

PCR reaksiyonu 30 pl toplam hacim ile ger¢eklestirilmis ve her reaksiyon 6pul
DNA icermektedir. PCR karigiminin icerigi ve miktarlar1 Cizelge 3.6’da verilmistir. PCR
isleminden sonra 10l reaksiyon iiriinii %1,5°lik agaroz jele yiiklenmis ve amplifikasyon
kalitesine bakilmistir. Kaliteli PCR iiriinii elde ettikten sonra kesim islemleri yapilmistir.
CAPS-T86C markiri i¢in Mnll restriksiyon enzimi. Kesim iirlinleri %2’lik agaroz jelde
75V-1saat siireyle yliriitiilmiis ve UV altinda goriintiilenmistir.

Cizelge 3.7. Kesim i¢in hazirlanan karisimin igerigi (her iki enzim igin)

Kimyasal Bir 6rneklik hacmi (ul)
One buffer 6

BSA 0,8

Enzim 0,3

dH20 6

Toplam 13,1

Her oOrnege dagitilacak | 10

DNA miktar1 (ul)
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Cizelge 3.8. ZYMV dayaniklilik analizinde kullanilan primer, restriksiyon enzimi ve
PCR kosullar1 (Amano vd. 2013)

Hastalik Dayamiklili | Primer Primer dizilimi Kesim Ayrnistirma jeli
ismi k lokusu enzimleri
F R S 4 D
Kabak Sar1 | zymA192- | CAPS- 5’AGCAG | 5’°CCTG | 94 1d lul Mnl | %2-3
Mozaik 18 T86C GCGGTA | TTCTG | °C k | (4 saat | agaroz
Viriisii CATGAA | GATCC inkiibas | jelde
(ZYmv) GAT’3 | TCTCC |94 | 1d |30 yon)
A3 °C k dongii
55 30s
°C
72 1d
°C k
72 5d
°C k
SSR Analizleri

SSR markir analizleri i¢in hastalik tiiriine gore spesifik primerler kullanilmistir.
Ele alinan hastaliklar ve kullanilan markir primerleri gizelge 3.12°de verilmistir.

SSR analizlerinde Schuelke (2000) tarafindan optimize edilen protokolii kullanilmistir.
PCR kosullar1 ¢izelge 3.15’te verilmistir. PCR isleminden sonra polakrilamid jel
elektroforezi yapilmistir ve elde edilen bantlara gore skorlama yapilmstir.

Cizelge 3.9. PCR Karisimi1

Kimyasal 1 6rneklik hacm (ul)
Buffer 1,5
MgCl: 1
dNTP 1
Primer (F) 0,2
Primer (R) 0,2
Tag DNA polymerase 0,1
dH20 7
Toplam 11
Her 6rnege dagitilan DNA miktar | 2
(o))
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Cizelge 3.10. PCR kosullar1
Sicaklik (°C) | Siire Dongii
sayisi
PCR Baslangi¢ denatiirasyonu 94 5dk 1
Denatilirasyon 94 30s 30
Primer Baglanma | 56 45
(Annealing)
Zincir uzamasi (Extension) | 72 45

Cizelge 3.11. Ele alinan hastaliklar ve kullanilan SSR primerleri (Zhang vd. 2014; Tian

vd. 2015, 2016; Song vd. 2016)

Hastallk | Dayamkhhk Primer | Primer dizilimi Ayristirma jeli
ismi lokusu
F R
Papaya Prsv02245 SSR11- | 5’CGTGGCATAAA 5’CAAATTCA %6 poliakrilamid
Halka 177 ACCACGAAT 3’ ACAAAACCCT
Leke ACCA 3’
Viriisii
(PRSV)
Hiyar cmv6.1 SSR9- 5’CAAAACAAGGT 5’TAAAAGGC
Mozaik 56 AAGGTGTATTGGA | AGGACATGCT
Viriisii 3 CA 3
(CMV)
SSR11- | &° 5
1 ACAAAGCTTCTCC | GGAGGGAAA
GCAAATG 3 GGAAGGAGA
GA 3’

SSR PCR iiriinlerin ayristirtlmasi i¢in %6’lik poliakrilamid jel hazirlanmustir. Jel
hazirh@ igin 25 cm’lik cam plakalar kullanilmistir. Once camlar 6zenle yikanmis ve saf
su ile durulanarak kurutulmustur. Jeli matriksi hazirlamak 25ml %40’lik poliakrilmaid
soliisyonu {izerine amonyum persiilfat ve temed eklenerek hizlica karistirilmis ve siringa
yardimiyla cam plakalar arasina injeksiyon yapilmistir. Ardindan taraklar yerlestirilerek
45 dakika jelin polimerize olmasi beklenmistir. Licor jel matriksi ve poliakrilamid

bilesenleri sirasiyla ¢izelge Cizelge 3.12 ve cizelge Cizelge 3.13te gosterilmistir.

Jel hazir olduktan sonra ornekler yliklenmistir. Yiikeleme yapmadan 6nce PCR
iirtinlerine formamit iceren ylikleme tamponu ekleyip 95°C de 5 dakika denatiirasyon
islemi yapilarak 6rnekler hemen buza alinmistir. Denatiirasyon isleminden sonra 6rnekler
jele yiikleyerek 1500V 45°C’de yiiriitiilmiistiir. Goriintiileme Licor-1IR2 4200 (LI-COR
Biosciences) cihaziyla yapilmustir.
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Cizelge 3.12. Licor jel matriksinde kullanilan kimyasallar

Jel Matriks (500ml) % 5.5 %6.5
% 40 Akrilamid + BIS (19:1) 68.75 ml 81.25 ml
TBE (10X) 50 ml 50 ml
Ure (7M) 210 g 210 g

Cizelge 3.13. Poliakrilamid jel hazirlamasinda kullanilan kimysallar

Poliakrilamid jel bilesenleri

25 cm cam i¢in

%10 luk APS 243 ul
Temed 17 ul
Akrilamid jel matriks 25 ml
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Oviil Kiiltiiriinde Elde Edilen Bulgular
4.1.1. Kullanilan protokollerin oviil kiiltiiriindeki etkileri

Calismamizda kullandigimiz protokollerin embriyo, kallus ve bitki olusturma
etkilerini aragtirilmigtir. Embriyo ve kallus olusumu agisindan biitiin protokollerde, farkli
oranlarda olumlu cevap vermistir. Protokoller arasinda farklilik oldugu gibi genotipler
arasinda da farkliliklar gozlemlenmistir.

4.1.1.1. P1 protokolii ile elde edilen bulgular

Oviil kiiltiirti calismalarinda kullanilan P1 protokoliiyle elde edilen sonuglara gore
en yuksek embriyo olusum orani1 %71 olup 12 nolu genotipte elde edilirken en diisiik
embriyo olusum oran1 %3 olarak 15 nolu genotipte bulunmustur. 6, 10, 16, 17, 19 ve 21
nolu genotiplerde embriyo elde edilememistir. Dolayisiyla 6, 10, 16, 17, 19 ve 21 nolu
genotipler embriyo olusumuna gii¢ tepki veren inat¢i (recalcitrant) genotipler olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Ortalama embriyo olusum orani %20’dur.

Kallus olugsumu bakimindan, en yiiksek kallus olusum oran1 % 240 olup 10 nolu
genotipte elde edilmistir. (ortalama 2.4 kallus /eksplant) En diisiik kallus olusum orani
%S5 olarak 23 nolu genotipte bulunmustur. Ortalama kallus olusum orani ise %29’dur.
Rejenerasyon (siirgiin olusumu) bakimindan en yiiksek %140 olarak 18 nolu genotipte
bulunmustur. En diisiik rejenerasyon orant (%0,5) 25 nolu genotipte bulunmustur. Bazi
genotiplerde rejenerasyon olduguna ragmen gelisme kaydedilmemistir. Bu nedenle P1
protokoliiyle bitki elde edilememistir.

Rejenerasyon (siirgiin olusumu) bakimindan en yiiksek %140 olarak 18 nolu
genotipte bulunmustur (ortalama 1.4 siirgiin/explants) En diisiik rejenerasyon orani
(%0,5) 25 nolu genotipte bulunmustur. Bazi genotiplerde rejenerasyon olduguna ragmen
gelisme kaydedilmemistir. Bu nedenle P1 protokoliiyle bitki elde edilememistir. Bitki
elde edememesinin sebebi kullandigimiz genotiplerden kaynaklaniyor olabilir.

4.1.1.2. P2 protokolii ile elde edilen bulgular

P2 ortamu ile yaptigimiz ¢alismada en yiiksek embriyo orani %75 olarak 3 nolu
genotipte elde edilirken en diisiik embriyo oran1 %5,8 olarak 6 nolu genotipte elde
edilmistir. Ortalama embriyo olusum orani ise %20’dur.

Kallus olusum orani bakimindan en yiiksek %11 olarak 4 nolu genotipte elde
edilmistir. En diisiik kallus olusum oranm1 %1 olup 3, 18 ve 27 nolu genotiplerde
bulunmustur. 1, 5, 11, 12, 13, 19, 22, 23, 24, 26, 27 ve 28 nolu genotiplerde kallus
olusumu goézlemlenmemistir. Ortalama kallus olusum orani ise %29°dur.
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Rejenerasyon bakimindan en yiliksek oran %@4,6 olarak 18 nolu genotipte
bulunmustur. En diisiik oran ise %0,5 olup 7 nolu genotipte bulunmustur. Ortalama
rejenerasyon orant %6’°dir. P2 ortamu ile rejenerasyon gerceklesmesine ragmen ragmen
bitki elde edilememistir. Rejenerantlarin gelismesi i¢in optimizasyon gerekmektedir.

4.1.1.3. P2K3 protokolii ile elde edilen bulgular

P2K3 protokolii ile yaptigimiz denemede en yiiksek embriyo olusum oran1 %104
olup 4 nolu genotiple elde edilirken en diisiik embriyo olusum orani % 2,5 olup 2 nolu
genotipte bulunmustur. 1,16 ve 23 nolu genotipler inagti bulunmustur. P2K3 protokolii
ile yaptigimiz ¢alismada ortalama embriyo olusum oran1 %20°dir.

En yiiksek kallus olusum orani %88 olarak 14 nolu genotipte elde edilirken en
diistik kallus olugum oran1 %3,8 ile 11 nolu genotipte bulunmustur. Bunun yaninda 22
tane (1, 2, 3, 4, 5, 6, 10, 12, 13, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27 ve 28)
genotipte kallus olusmamustir. Ortalama kallus olusum orani %29 olmustur.

P2K3 ortamu ile en yiiksek rejenerasyon orani 14 nolu genotipte (%470) en diistik
rejenerasyon orani (%1) ise 12 nolu genotipte elde edilmistir. Ortalama rejenerasyon
orani %6’dir. Bazi eksplantlerden birden fazla siirgiin elde edilmistir. Yapilan
hesaplamalarda elde edilen siirglim sayis1 dikkate alinmigtir. 21 tane genotipte (1, 2, 3, 4,
5, 6, 10, 13, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27 ve 28) rejenerasyon
gerceklesmemistir. Bu rejenerantlardan bitki elde edilebilmistir. 7 nolu genotipten 3 tane
diploid, 11 nolu genotipten 4 tane (hepsi haploid) ve 14 nolu genotipten 11 tane (hepsi
diploid) ve 12 nolu genotipten 1 tane (diploid) bitki olmak tizere toplam 19 bitki elde
edilmistir.

4.1.1.4. Protokollerin karsilastirilmasi

Embriyo olusumu bakimindan protokolleri karsilastirildiginda P2K3 daha daha
iyi sonug vermis (%2104) ve bunu P2 (%75) ve P1 (%71) takip etmistir. Kallus olusumu
bakimindan ise sirasiyla P1 (% 240), P2k3 (%88) ve P2 (%11) daha etkili olmustur.
Rejenerasyonda en iyi sonug veren protokol P1 olup 18 nolu genotiple elde edilmistir
(%140). Arkasindan P2K3 protokolii gelmektedir (14 nolu genotip : %43). En diisiik
rejenerasyon P2’de gerceklesmistir (18 nolu genotip: %4,6).
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Sekil 4.2. Ortalama sonuglari
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Cizelge 4.1. P1 protokolii uygulanarak 28 genotiple yapilan oviil kiiltiirii caligmas: ile

elde edilen sonuglar

Genotip| TP.S |T.EK.S|O.ES |EO.O |O.KS |K.O.0 |R. R.O
1 4 22 6 0,27 7 0,32 0 0

2 10 53 2 0,04 4 0,07 1 0,02
3 18 89 20 0,22 16 0,18 0 0

4 4 22 5 0,23 10 0,45 0 0

5 9 47 4 0,09 4 0,09 0 0

6 2 10 0 0 6 0,6 0 0

7 11 54 4 0,07 12 0,22 0 0

8 7 35 10 0,28 3 0,09 0 0

9 5 24 7 0,29 4 0,16 0 0

10 2 5 0 0 12 2,4 0 0
11 0 0 0 0 0 0 0 0
12 9 47 7 0,15 9 0,19 0 0

13 2 10 7 0,7 1 0,1 0 0

14 12 58 21 0,36 9 0,16 0 0

15 6 32 1 0,03 10 0,31 9 0,28
16 2 9 0 0 1 0,11 0 0

17 9 46 0 0 14 0,3 0 0
18 3 15 4 0,26 6 0,4 2 14
19 10 48 0 0 7 0,15 0 0

20 10 50 20 0,4 6 0,12 0 0

21 8 42 0 0 25 0,6 0 0
22 14 127 90 0,71 0 0 6 0,05
23 19 98 11 0,12 5 0,05 0 0

24 7 184 68 0,37 26 0,14 4 0,02
25 30 198 49 0,25 22 0,11 1 0,005
26 20 99 24 0,24 38 0,38 0 0

27 27 138 15 0,11 33 0,24 0 0

28 18 91 45 0,49 18 0,2 0 0
Toplam | 278 1653 420 5,68 308 8,14 42 1,775
Mak. 30 198 90 0,71 38 2,4 21 14
Min 2 5 1 0,03 1 0,05 1 0,005
ort. 9,93 59 15 0,2 11 0,29 1,5 0,06

T.P.S: Toplam Petri Sayisi
T.EK.S: Toplam Eksplant Sayisi
O.E.S: Olusan Embriyo Sayisi

E.O.O: Embriyo Olusum Orani
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O.K.S: Olusan Kallus Sayis1
K.0.0: Kallus olusum Orani
R.S: Rejenerasyon Sayist
R.O: Rejenerasyon Orani

Cizelge 4.2. P2 protokolii uygulanarak 28 genotiple yapilan oviil kiiltirii caligmasi ile
elde edilen sonuglar

Genotip| TP.S |T.EK.S|O.ES |EO.O |OKS |KO.O |[RS |RO
1 18 90 17 0,18 0 0 0 0

2 23 114 8 0,57 3 0,03 1 0,009
3 30 214 160 0,75 3 0,01 3 0,01
4 24 122 34 0,28 14 0,11 0 0

5 27 135 45 0,33 0 0 2 0,015
6 21 103 6 0,058 |0 0 0 0

7 30 197 48 0,24 6 0,03 1 0,005
8 30 217 85 0,39 21 0,1 6 0,028
9 21 105 59 0,56 2 0,02 3 0,029
10 13 66 18 0,27 3 0,05 0 0

11 4 19 6 0,31 0 0 0 0

12 8 38 21 0,55 0 0 0 0

13 8 43 15 0,35 0 0 0 0

14 30 166 76 0,46 11 0,06 2 0,012
15 30 192 30 0,16 1 0,005 |2 0,01
16 30 158 49 0,31 3 0,02 2 0,012
17 16 81 9 0,11 0 0 0 0

18 30 194 94 0,48 3 0,01 9 0,046
19 18 98 13 0,13 0 0 0 0

20 30 173 46 0,27 8 0,05 0 0

21 30 161 21 0,13 5 0,03 4 0,025
22 3 15 8 0,53 0 0 0 0

23 25 124 23 0,19 0 0 0 0

24 24 123 18 0,15 0 0 0 0

25 16 81 11 0,14 2 0,02 0 0

26 6 32 4 0,13 0 0 0 0

27 16 83 9 0,11 0 0 0 0

28 19 96 14 0,15 0 0 0 0
Toplam | 580 3240 947 8,288 |85 0,545 |35 0,201
Mak. |43 217 160 0,75 21 0,11 9 0,046
Min 3 15 4 0,11 0 0 0 0

ort. 20,71 [59 15 0,2 11 0,29 15 0,06
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Cizelge 4.3. P2K3 protokolii uygulanarak 28 genotiple yapilan oviil kiiltiirii ¢aligmasi ile
elde edilen sonuglar

T.Ek.

Genotip| T.P.S| S |0.ES|E.0.0|0.K.S|K.0.0|R.S| R.O |0.BS| B.O.O
1 3 |14 o o 0 0 0o o Jo o

2 8 |40 |1 0,025 [0 0 0o o Jo o

3 4 |18 1 o085 |0 0 0o o Jo o

4 6 (22 |23 [1,045 |0 0 0o o Jo o

5 6 (30 |9 [03 o 0 o o Jo o

6 5 (26 (8  [03 [0 0 0o Jo Jo o

7 10 [47 [21 [045 |3 006 |2 0042[2  [0,042
8 11 [55 [16  [0,29 |7 013 |4 o072[0 o

9 4 120 [8 o4 |1 005 |2 Jo1 [0 o
10 8 39 [8 [02 o 0 0o Jo Jo o
11 6 |26 |8 [03 |1 0,038 |4 015 [4  [015
12 19 |98 44 [045 |0 0 1 [001 |1 o001
13 8 |40 |6 [015 |0 0 0o o Jo o
14 10 |51 [13 [025 |45 (088 [240 (47 [12 [0,23
15 o Jo Jo o 0 0 0o o Jo o
16 5 31 o o 0 0 0o o Jo o
17 5 |24 |3 [0125 |0 0 o o Jo o
18 7 134 |5  J015 |0 0 o Jo Jo o
19 10 [50 [8  [016 [0 0 o Jo Jo o
20 7 13 |4 Joa1 o 0 o Jo Jo o
21 7 |34 11 [032 o 0 o Jo Jo o
22 2 (10 |1 Jo1 o 0 o Jo Jo o
23 2 10 o Jo 0 0 0o Jo Jo o
24 6 3 |5 [015 |0 0 0o o Jo o
25 9 46 |7 ]015 |0 0 0o o Jo o
26 6 33 |7 [021 |0 0 0o o Jo o
27 4 133 [8 o24 |0 0 0o o Jo o
28 0 |23 [8 035 |0 0 o o Jo o
Toplam |178 |923 |233 6,28 |57  [1,158 |253 |5,074|19  |0,432
Mak. [19 |98 |44 |1,045 |45 |0,88 240 (47 |12 |0,23
Min |2 o o |0 0 0 0o o Jo o
ort.  |10,04|59 |15 (02 |11 |0,29 |15 |0,06 |0,68 |0,015
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(a) (b)

Sekil 4.3. 12 nolu genotipten P2K3 protokolii ile elde edilen diploid bitki; a) P2K3
prokolii ile 12 nolu genotipten elde edilen bitkinin laboratuvar kosullarinda
akimilizasyonu; b) P2K3 protokolii ile 12 nolu genotipten elde edilmis ve seraya
aktarilmis bitki

Sekil 4.4. 7 nolu genotipten P2K3 protokolii ile elde edilen diploid bitki
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(a) (b) (c) (d)

Sekil 4.5. 11 nolu genotipten gelen bitkiler; a) 11F1 (3A); b) 11F1 (3B); ¢) 11F1 (3C);
d) 11F1 (3D)

(a) (b) (c)

Sekil 4.6. 14 nolu genotipten gelen diploid bitkiler; a) 14F1 (G); b) 14F1 (F); ¢) 14F1 (H)

Daha 6nce yapilan ¢alismalarda elde edilen sonuglara benzer sekilde genotiplerin
farkl1 protokollerde kallus, embriyo ya da rejenerasyon potansiyelleri farkilik
gostermistir. Deng ve ark. (2020)’in da yaptigi oviil kiiltiirinde genotiplerin ayni
protokole farkli cevaplar verdigi rapor edilmistir. P2K3 protokolii: Deng vd (2020)
tarafindan gelistirilen metod (MS+ 0.06mg/l1 TDZ ve explantlerin +4 °C’de ve karanlikta
4 giin inkubasyonu, ortama ekildikten sonra 33 °C’de 2 giin karanlikta inkubasyon)
modifiye edilerek bizim ¢alismamizda P2K3 olarak adlandirirlmistir. P2K3 metodunda
(MS+ 30G/1 sakkaroz) petriye ekilmis eksplanler 2 giin +33 °C’de inkubasyona tabii
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tutulduktan sonra 25 °C’ye alinmistir. P2K3 metodu ile yapilan denemede 12 ve 7 nolu
genotiplerde siirgiin ve kallus gelisimi elde edilmistir (1 ay igerisinde).

P2K3 metodunda hormon free ortam kullanilmasina ragmen siirgiin, kok ve bitki
gelisimi elde edilmistir. Bu sonug¢ bazi genotiplerde endojen hormonlarin yeterli oldugu
seklinde yorumlanabilir. P1 ve P2’de siirgiin rejenerasyonu olmasina ragmen bitki
gelisimi elde edilememistir. Kok gelisimi gerceklesmedigi i¢in bazi rejenerantlar dejenere
olmustur.

Elde edilen bitkiciklerin aklimasyonunda %100 basarili olunmustur. Deng ve
ark.(2020) aklimizasyonda %70 basar1 elde etmistir. Indiiksiyon zaman1 agisindan bazi
genotipler (12 ve 14 nolu genotipler daha erken gelisme gostermistir (6 giinde embriyo
olusumugergeklesmistir. Deng ve arkadaslarin (2020) yaptiklar1 ¢aligmada ise 5 aydan
sonra bitki elde edebilmislerdir bu ¢alismada 3 ay igeridsinde bitki elde edilebilmistir Bu
farkliliklarin genotipe bagl oldugu diistiniilmektedir.

4.2. Farkh Hiyar Genotiplerinin ZYMV, CMV ve PRSVV Dayanim Durumlarinin
Belirlenmesi

Calismamizda 14 tane F1 ve 14 tane saf hat olmak iizere 28 tane genotip ve bir
tane kontrol kullanilmistir. DNA izolasyonundan her hastalik icin belirlenen primerler
kullanilarak PCR amplifikasyonlar1 yapilmis ve jel elektroforezden sonra elde edilen
goriintiiler yorumlanmustir.

S 2 n e b

[ TR R . L

M

P e T R E S R R RS R R

TR TR

Sekil 4.7. Genomik DNA izolasyonu; M: markir (1kb)

39



BULGULAR VE TARTISMA M. ZONON

4.2.1. Kabak sar1 mozaik viriisii hastahgina (ZYMV) dayamkhihigin CAPS markiri
ile testlenmesi

ZYMV dayanimi i¢in Amano vd. (2013) tarafindan gelistirilen CAPS-T86C
primerl kullanilmistir. Literatiire gore CAPS-T86C markir1 ile dayanikli genotiplerde
kesimden sonra 236bp, hassas genotiplerde ise 288bp biiyiikliigiinde bant
beklenmektedir. Markir kodominant ve resesif bir gen tarafindan kontrol edildigi igin
heterogizotlar da hassas olacaktir. Sonuglara (Sekil 4.1) gore 14 F1 genotipinden 2 tane
(genotip 4 ve 7) dayanikli (1) ve 12 tane heterozigot hassas (Rr) ¢ikmistir. Saf hatlardan
Ise 3 tanesi heterozigot hassas (Rr) ve 11 tanesi dayaniklidir (rr). Genotipler ve dayanim
durumlari ¢izelge 4.2 *de verilmistir.

Ll

L

(a) (b)

Sekil 4.8. CAPS-T86C markir PCR ve kesim tiriinleri; @) Kesimden 6nceki PCR fiiriinleri;
b) Kesimden sonraki PCR fiiriinleri; D: Dayanikli; H: Hassas; HH: Heterozigot Hassas

4.2.2. Hiyar mozaik viriisii (CMV) hastali@ina dayamkhhigin SSR markirlar ile
testlenmesi

CMYV dayanim taramasi i¢in Tian ve ark. (2015)’1n gelistirdikleri SSR9-56 ve
SSR11-1 flanking markirlar1 kullanilmistir. Iki markir sonuglarina gore 13 tane hassas
(Rr veya RR) genotip (1, 2, 3, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 ve 28 nolu genotip) ve 9 tane
dayanikli (rr) genotip (17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 ve 25 nolu genotip) bulunmustur. 6
tane genotip (4, 7, 15, 16, 26, 27) terse veya tutarsiz sonucglar vermistir. 6, 7, 26 ve 27
nolu genotipler SSR9-56 markiri ile elde edilen sonuglara gore hassas (Rr) iken SSR11-
1’e gore dayaniklidir (rr). 15 ve 16 nolu genotiplerde ise SSR9-56 ile dayanikliyken (1),
SSR11-1 ile hassas (RR) ¢cikmistir. Bu tutarsizlik rekombinasyondan kaynaklaniyor
olabilir.
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Sekil 4.9. SSR9-56 PCR iiriin goriintiisii (CMV); M: markir; H: Hassas; D: Dayanikli

1 9 210311 412 5 136 147 15816172518 2619272028212922 23 24 M
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Sekil 4.10. SSR11-1 PCR iiriin goriintiisiit (CMV); H: Hassas; D: Dayanikli

4.1.3. Papaya halkah leke viriisii (PRSV) hastaligina dayanikhiligin SSR markiri ile
testlenmesi

Genotiplerin PRSV’ye dayanim durumlarinin belirlenmesi i¢in Tian ve ark.
(2015) tarafindan gelistirilen SSR11-177 markir1 kullanilmistir. PRSV’ye dayaniklilik
tek resesif gen tarafindan kontrol etmektedir. Dolayisiyla homozigot resesif genotipler
(rr) dayanikli, homozigot dominant (RR) ve heterozigot (Rr) genotipler hassas olacaktir.
Sonuglara gore 4 tane dayanikli (rr) genotip (21, 22, 23 ve 25 nolu genotipler). 3, 6, 9, 10,
11, 13, 14, 15, 16 ve 27 nolu genotipler homozigot hassas (RR) bulunurken 1, 2, 4,5, 7,
8, 12 ve 26 nolu genotipler heterozigot hassas (Rr) bulunmustur. 6 tane genotipte (17, 18,
19,20, 24 ve 28 nolu genotipler) bant elde edilememistir.
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elde edilememis

Cizelge 4.4. Genotiplerin molekiiler testleme sonuglarina gére PRSV, CMV ve

ZYMV’ye dayanim durumlar

Genotip no. | Genotip ismi | PRSV Cmv ZYMV
SSR11-177 SSR9-56 | SSR11-1 | CAPS-T86C
1 Mozaik F1 | Rr (H) RR(H) |RR(H) |Rr(H)
2 Botanik F1 | Rr (H) RR(H) |RR(H) |Rr(H)
3 Termessos F1 | RR (H) RR (H) RR (H) Rr (H)
4 PS64 F1 Rr (H) Rr (H) rr (D) rr (D)
5 SV5603CB | Rr (H) Rr (H) Rr(H) |Rr(H)
F1
6 Aspendos F1 | RR (H) Rr (H) RR (H) | Rr(H)
7 Halley F1 Rr (H) Rr (H) rr (D) rr (D)
8 Kirvem Rr (H) Rr (H) Rr (H) Rr (H)
9 PRS19-65 |RR (H) Rr (H) RR(H) |[Rr(H)
10 Ariasos F1 RR (H) Rr (H) Rr (H) Rr (H)
11 Citir F1 RR (H) Rr (H) Rr(H) |[Rr(H)
12 Kitir F1 Rr (H) RR(H) |[Rr(H) [Rr(H)
13 BBY26 F1 | RR (H) RR(H) |RR(H) |Rr(H)
14 Ayda F1 RR (H) Rr(H |RR(H) |Rr(H)
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Cizelge 4.1°in devami

Saf hatlar
15 191 RR (H) (D) |RR(H) |[Rr(H)
16 201 RR (H) m (D) |RR(H) |Rr(H)
17 10--Bulk ? rr (D) rr (D) Rr (H)
18 10—1 ? rr (D) rr (D) rr (D)
19 10—2 ? rr (D) rr (D) rr (D)
20 111 ? m(D) |m@d) |rr(D)
21 112 rr (D) rr (D) rr (D) rr (D)
22 12—1 rr (D) rr (D) rr (D) rr (D)
23 14—B rr (D) rr (D) rr (D) rr (D)
24 14—1 ? rr (D) rr (D) rr (D)
25 14—2 rr (D) rr (D) rr (D) rr (D)
26 43—1 Rr(H) Rr(H) rr (D) rr (D)
27 50—1 Rr (H) Rr(H) |rr(D) rr (D)
28 502 ? Rr(H) |Rr(H) |[rr(D)
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5. SONUCLAR

Oviil kiiltiirti calismalarinda kullanilan P1 protokoliiyle elde edilen sonuglara gore
en yiiksek embriyo olusum orani 22 nolu genotiple %71 olup en diisiik embriyo olusum
oran1 %3’dir (15 nolu genotip). 6, 10, 16, 17, 19 ve 21 nolu genotiplerde embriyo elde
edilememistir. Dolayisiyla 6, 10, 16, 17, 19 ve 21 nolu genotipler embriyo olusumuna
gilic tepki veren inat¢t (recalcitrant) genotipler olarak karsimiza ¢ikmaktadir. P1
protokoliinde ortalama embriyo olusum oranit %20’dir. Kallus olusumu bakamindan en
yiiksek kallus olusum oran1 %240 (ortalama 2,4 kallus/eksplant) olup 10 nolu genotipte
elde edilirken en diisiik kallus olusum oran1 %5 olarak 23 nolu genotipte bulunmustur.
Ortalama kallus olusum orani ise %29’dur. Rejenerasyon bakimindan en yiiksek oran
%4,6 olarak 18 nolu genotipte bulunmustur. En diisiik oran ise %0,5 olup 7 nolu genotipte
bulunmustur. Rejenerasyon bakimindan 16 tane genotip (1, 4, 6, 10, 11, 12, 17, 19, 20,
22,23,24,25,26,27 ve 28 nolu genotipler) inat¢1 ¢ikmistir. Ortalama rejenerasyon orani
%6’dir. P1 protokoliinde rejenerasyon olmasma ragmen bitki elde edilememistir.
Rejenerantlarin gelismesi igin optimizasyon gerekmektedir. Bitki elde edememesinin
sebebi kullandigimiz genotiplerden kaynaklaniyor olabilir.

P2 ortamu ile yaptigimiz ¢alismada en yiliksek embriyo oran1 %75 olarak 3 nolu
genotipte elde edilirken en diisilk embriyo orani %35,8 olarak 6 nolu genotipte elde
edilmistir. Ortalama embriyo olusum orani ise %20’dur. Kallus olusum oran1 bakimindan
en yiksek %11 olarak 4 nolu genotipte elde edilmistir. En diisiik kallus olusum oran1 %1
olup 3, 18 ve 27 nolu genotiplerde bulunmustur. 1, 5, 11, 12, 13, 19, 22, 23, 24, 26, 27 ve
28 nolu genotiplerde kallus olusumu gozlemlenmemistir. Ortalama kallus olusum oran
ise %29’dur.Rejenerasyon bakimindan en yiiksek oran %4,6 olarak 18 nolu genotipte en
diisiik oran ise %0,5 olup 7 nolu genotipte elde edilmistir. Rejenerasyon bakimindan 16
tane (1,4, 6,10, 11, 12, 17, 19, 20, 22, 23, 24, 25, 26, 27 ve 28 nolu genotipler) inatci
c¢ikmistir. Ortalama rejenerasyon orant %6’dir. P2 ortaminda rejenerasyon elde
edilmesine ragmen bitki gelisimi gergeklesmemistir. Rejenerantlarin gelismesi igin
optimizasyon gerekmektedir.

P2K3 protokolii ile yaptigimiz denemede en yliksek embriyo olusum orani %104
olup (1,04 embriyo/eksplant) 4 nolu genotiple elde edilirken en diisiik embriyo olusum
orant % 2,5 olup 2 nolu genotipte bulunmustur. 1, 16 ve 23 nolu genotipler inagti
bulunmustur. P2K3 protokolii ile yaptigimiz ¢alismada ortalama embriyo olusum orani
%20°dir. En yliksek kallus olusum oran1 %88 olarak 14 nolu genotipte elde edilirken en
diisiik kallus olugum oran1 %3,8 ile 11 nolu genotipte bulunmustur. Bunun yaninda 22
tane (1, 2, 3, 4, 5, 6, 10, 12, 13, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27 ve 28)
genotipte kallus olusmamistir. Kallus olusumu bakimindan inat¢idir. Ortalama kallus
olusum oran1 %29 olmustur. Siirgiin rejenerasyona geldigimizde en yiiksek oran %470
(4,7 siirgiin/explant) ile 14 nolu genotipte bulunmustur. En diisiik rejenerasyon orani %1
olarak 12 nolu genotipte elde edilmistir. 21 tane genotipte (1, 2, 3, 4, 5, 6, 10, 13, 16, 17,
18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27 ve 28) rejenerasyon olmamustir. Ortalama
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rejenerasyon orani %6’dir. Bu rejenerantlardan bitki elde edilebilmistir. 7 nolu genotipten
3 tane diploid, 11 nolu genotipten 4 tane (hepsi haploid) ve 14 nolu genotipten 11 tane
(hepsi diploid) ve 12 nolu genotipten 1 tane (diploid) bitki olmak {izere toplam 19 bitki
elde edilmistir.

P2K3 protokolii farkli genotiplerde denenerek hiyar genotipinden haploid bitki
elde edebilmek igin yapilan ¢alismalara dahil edilebilir.

Genotiplerin hastalik dayanimlarinin  belirlenmesi i¢in yapilan molekiiler
analizlerde ZYMV dayanimi i¢in 14 F1 genotipinden 2 tane (genotip 4 ve 7) dayanikli
(rr) ve 12 tane heterozigot hassas (Rr) ¢ikmistir. 14 saf hatlardan ise 3 tanesi heterozigot
hassas (Rr) ve 11 tanesi dayaniklidir (rr).

CMV dayanimui i¢in iki flanking markir (SSR9-56 ve SSR11-1) sonuglarina gore
13 tane hassas (Rr veya RR) genotip (1, 2, 3, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14 ve 28 nolu genotipler)
ve 9 tane dayanikli (rr) genotip (17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 ve 25 nolu genotip)
bulunmustur. 6, 7, 26 ve 27 nolu genotipler SSR9-56 markiri ile elde edilen sonuglara
gore hassas (Rr) iken SSR11-1’e gore dayaniklidir (rr). 15 ve 16 nolu genotiplerde ise
SSR9-56 ile dayanikliyken (rr), SSR11-1 ile hassas (RR) cikmistir. Bu tutarsizlik
rekombinasyondan kaynaklaniyor olabilir.

PRSV dayanimi igin yapilan analizlerin sonucunda 4 tane dayanikli (1r) genotip
(21, 22, 23 ve 25 nolu genotipler) tespit edilmistir. 3, 6, 9, 10, 11, 13, 14, 15, 16 ve 27
nolu genotipler homozigot hassas (RR) bulunurken 1, 2, 4, 5, 7, 8, 12 ve 26 nolu
genotipler heterozigot hassas (Rr) bulunmustur. 6 tane genotipte (17, 18, 19,20, 24 ve 28
nolu genotipler) bant elde edilememistir.
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