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OZET

VACCARIA HISPANICA (MILL) RAUSCHERT TURUNDE APETAL CiCEK
KARAKTERININ KALITIMI VE IN VITRO ANDROGENESIS YOLUYLA
DOUBLED HAPLOID BiTKi URETIiMi

Ahmet iZMIRLI
Doktora Tezi, Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dal
Damisman: Prof. Dr. Esin Ari
Subat 2026; 126 sayfa

Vaccaria hispanica (Mill.) Rauschert, yiiksek nisasta, saponin ve biyoaktif
bilesen icerigi nedeniyle gida, kozmetik ve farmasotik sektoriinde kullanim potansiyeli
bulunan 6nemli bir tibbi-endiistriyel bitki adayidir. Islah programlarinda erkencilik,
ylksek tohum verimi ve hastaliklara dayaniklilik gibi 6zelliklerle birlikte apetal ¢igek
karakteri; verim ve bitki sagligt agisindan Onemli bir ideotip bileseni olarak
degerlendirilmektedir. Ancak s6zkonusu bu tiirde apetal ¢icek karakterinin kalitimi ve
hizli saf hat elde edilmesine yoOnelik c¢aligmalar sinirlidir. Bu doktora tezinde, V.
hispanica’da apetal ¢icek karakterinin kalittminin belirlenmesi ve in vitro androgenesis
yontemleri kullanilarak doubled haploid (DH) bitki iiretim potansiyelinin ortaya
konulmas1 amag¢lanmustir.

Arastirma, in vivo 1slah ¢alismalart ve in vitro androgenesis ¢aligmalart olmak
tizere iki ana boliimde yiiriitiilmiistiir. /n vivo ¢alismalarda, farkli petal yapisina sahip
genotipler ebeveyn olarak kullanilmis; apetal ve petalli genotipler arasinda yapilan
melezlemeler sonucunda elde edilen Fi, Fa, Fs, F4 ve BCiF; generasyonlarinda petal
tipleri fenotipik olarak degerlendirilmistir. F> ve Fs generasyonlarinda elde edilen
segregasyon oranlar1 ki-kare (y?) testi ile analiz edilerek apetal cigek karakterinin
genetik kontrolii incelenmistir. Ayrica ebeveyn, Fs ve BCiF; hatlarinda agronomik
ozellikler de karsilastirilmis ve generasyonlar arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak
degerlendirilmistir.

In vitro ¢alismalar kapsaminda, secilen genotiplerde anter kiiltiirii ve mikrospor
kiiltiiri denemeleri yiiriitiilmiistiir. Androgenesis c¢alismalarinda mikrospor geligsim
evresi, genotip ve indiiksiyon ortami faktorlerinin embriyo olusumu ve rejenerasyon
tizerine etkileri arastirilmigtir. Anter kiiltlirli denemelerinde kallus, embriyo ve smirh
sayida slirgiin olusumu saglanmistir. Mikrospor kiiltlirii ¢aligmalarinda ise embriyo
olusumu elde edilmis olmakla birlikte, siirglin rejenerasyonu sinirlt kalmistir. Buna
ragmen, bazi mikrospor kaynakli siirgiinlerde ¢igeklenme gozlemlenmis ve tohum
olusumunu tesvik etmeye yonelik alternatif kiiltlir yaklagimlar1 uygulanmistir.

Sonug olarak, bu calisma ile V. hispanica’da apetal ¢igek karakterinin kalitimina
iliskin 6nemli bulgular elde edilmis ve F4 ile BCiFs generasyonlarinda yeni apetal ¢esit



aday adaylan gelistirilmistir. Ayrica androgenesis yoluyla saf hat gelistirme potansiyeli
ve bu sliregte karsilagilan bazi kisitlamalar ortaya konulmustur. Elde edilen sonuglarin,
bu tiirde yiiriitiilecek ileri 1slah g¢aligmalar1 ile endiistriyel kullanim amagh c¢esit
gelistirme programlarina bilimsel bir altyap1 saglayacagi degerlendirilmektedir.

ANAHTAR KELIMELER: Anter kiiltiiri, Apetal, Bitki 1slahi, Kalittim, Mikrospor
kiltlirii, Vaccaria hispanica

JURI: Prof. Dr. Esin ARI
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ABSTRACT

INHERITANCE OF THE APETALOUS FLOWER TRAIT AND DOUBLED
HAPLOID PLANT PRODUCTION VIA IN VITRO ANDROGENESIS IN
VACCARIA HISPANICA (MILL.) RAUSCHERT

Ahmet iZMIRLI
PhD Thesis in Agricultural Biotechnology
Supervisor: Prof. Dr. Esin ARI
February 2026; 126 pages

Vaccaria hispanica (Mill.) Rauschert is a promising candidate for a medicinal
and industrial plant with considerable potential for use in the food, cosmetic, and
pharmaceutical industries due to its high starch, saponin, and bioactive compound
content. In breeding programs, the apetalous flower trait, together with characteristics
such as earliness, high seed yield, and disease resistance, is considered an important
component of an ideotype in terms of yield and plant health. However, studies
addressing the inheritance of the apetalous flower trait and the application of
biotechnological approaches for rapid development of homozygous lines in this species
are limited. Therefore, the objectives of this doctoral study were to elucidate the
inheritance of the apetalous flower trait in V. hispanica and to evaluate the potential for
doubled haploid (DH) plant production using in vitro androgenesis techniques.

The research was conducted in two main parts: in vivo breeding studies and in
vitro androgenesis studies. In the in vivo experiments, genotypes with different petal
phenotypes were used as parental material, and petal types were phenotypically
evaluated in the Fi, F2, Fs, F4 and BCiFs generations obtained from crosses between
apetalous and petalous genotypes. Segregation ratios observed in the F. and F;
generations were analyzed using the chi-square (y?) test to investigate the genetic
control of the apetalous flower trait. In addition agronomic traits were compared in
seeds obtained from the parent, Fs, and BCiF; lines, and differences among generations
were statistically evaluated.

Within the scope of the in vitro studies, anther culture and microspore culture
experiments were carried out using selected genotypes. In the androgenesis
experiments, the effects of microspore developmental stage, genotype, and induction
media on embryo formation and regeneration were investigated. In anther culture
experiments, callus, embryo, and a limited number of shoots were obtained. In
microspore culture experiments, although embryo formation was achieved, shoot
regeneration remained limited. Nevertheless, flowering was observed in some
microspore-derived shoots, and alternative culture approaches were applied to promote
seed formation.

In conclusion, this study provided significant findings regarding the inheritance

of the apetalous flower trait in Vaccaria hispanica, and new apetalous cultivar
candidates were developed in the F4 and BCiFs generations. Furthermore, the potential

111



and current limitations of developing homozygous lines through androgenesis were
demonstrated. The results obtained are expected to provide a scientific basis for future
advanced breeding studies and for the development of cultivars intended for industrial
applications in this species.

KEYWORDS: Anther culture, Apetalous, Inheritance, Microspore culture, Plant
breeding, Vaccaria hispanica
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Prof. Dr. Biilent UZUN
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v



ONSOZ

Bu tez calismasinda; Vaccaria hispanica tirlinde apetal c¢icek karakteri
kalittminin ortaya konulmasi, 1slah1 ve androgenesis yontemlerinin kullanimiyla uygun
genotiplerin gelistirilmesi amaglanmistir. Calismanin baslangic materyallerini iistiin
ozelliklere sahip 10 farkli V. hispanica genotipi olusturmustur. Androgenesis ile ilgili
uygulamalar in vitro, kalitimin ortaya konulmasina yonelik 1slah ¢aligmalari ise in vivo
kosullarda yiiriitiilmiistiir. Bu c¢alisma ile apetal cicek yapisina ve yiiksek saponin,
nisasta ve siklopeptid igerigine sahip V. hispanica hatlarimin gelistirilmesi ve bdylece
Tirkiye’de heniiz yeterince degerlendirilmemis olan bu dogal tiiriin endiistriyel bir bitki
olarak ekonomiye kazandirilmasi hedeflenmistir.

Tez ¢alismamin planlanmasi, yiiriitiilmesi ve basariyla tamamlanmasi siirecinde,
laboratuvar ¢alismalarimda her tiirlii imkan1 saglayarak bilgi ve deneyimleriyle bana
rehberlik eden, bilimsel vizyonumun sekillenmesinde biiyiik katki sunan degerli
danisman hocam Prof. Dr. Esin ARI’ya (Akdeniz Universitesi) en icten tesekkiir, siikran
ve saygilarimi sunarim.

Tez calismam boyunca her asamada destegini hissettiren, sorularimi sabirla
yanitlayarak bana yol gosteren ve Tez Izleme Komitesi (TIK) siirecinde degerli
katkilarin1 saglayan degerli Hocalarim Prof. Dr. Biilent UZUN’a (Akdeniz Universitesi)
ve Prof. Dr. Nedim MUTLU’ya (Akdeniz Universitesi) en icten tesekkiirlerimi sunarim.

Tez savunma jirimde yer alarak degerli tavsiye ve yorumlariyla tezime son
seklinin verilmesini saglayan, kiymetli Hocalarim Prof. Dr. Kamil HALILOGLU (Gazi
Universitesi) ve Prof. Dr. Serpil TANGOLAR (Cukurova Universitesi)’a tesekkiirlerimi
sunarim.

Fide iiretim asamasinda bilgi ve tecriibelerini benimle paylasarak destegini
esirgemeyen Ziraat Yiiksek Miihendisi Giilsiin TAVALI’ya (Akdeniz Universitesi) ve
sera ile laboratuvar c¢alismalarinda degerli katkilarini sunan Dr. Ahmad Ratib
SHARAFAT’a (Seyyid Cemaleddin Afgani Universitesi) tesekkiir ederim.

Bitkisel materyal iiretiminde sagladiklar katki ve desteklerinden dolay1 Kircami
Fide’ye tesekkiirlerimi sunarim.

Doktora ogrenimim siiresince sagladiklart destek ve katkilarindan dolay1
Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarmmsal Biyoteknoloji Boliimii Ogretim
Uyelerine ve proje destegi icin Akdeniz Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinasyon Birimi (BAP)’ne siikranlarimi sunarim.

Son olarak, hayatim boyunca her zaman yanimda olan, maddi-manevi destegini
hi¢bir zaman esirgemeyen aileme ve kardeslerime tesekkiir ederim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

cm : Santimetre

g/l : Gram/Litre
mg/L : Miligram/Litre
ml : Mililitre

mm  : Milimetre

uM  : Mikromolar
</> : Biiyiikden / Kiiciikden
°C : Santigrad derece
% : Yiizde
Kisaltmalar

AgNO;s: Glimiis Nitrat

BAP

BGD

B5

CHB

CHU

DAPI

DH

IAA

ISTA

KIN

MS

MGM

NAA

: Benzil amino purin

: Bitki gelisim diizenleyicisi

: BS (Gamborg, 1968) besin ortami
: CHU (Chu 1990 vd.) besin ortami1
: CHU (Chu 1981) besin ortam1

: 4’°6-Diamidino-2 phenylindole

: Doubled haploid

: Indol-3-asetik asit

: Uluslararasi tohum test birligi

: Kinetin

: Murashige ve Skoog (1962) besin ortami
: Meteroloji Genel Miudiirligi

: Naftalen asetik asit

1X



NLN : Lichter (1982) besin ortam1
NN  : Nitsch ve Nitsch (1969) besin ortami
SSD  : Tek tohum ilerletme

2,4-D : 2,4-diklorofenoksi asetik asit
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GIRIS A. IZMIRLI

1. GIRIS

Kiiresel nutrasotik pazari, 2024 yilinda 105,15 milyar ABD dolar1 iken, 2029
yilina kadar 136,13 milyar ABD dolarmma ulasmasi Ongoriilmektedir (Markets &
Markets 2022). Nutrasotik pazarinin biiyiimesi; tiiketicilerde her gecen giin yayginlasan
saglik bilincine bagh artan gida talebindeki biiyiimeden kaynaklanmaktadir. Nutrasotik
pazarinda son zamanlardaki popiiler bitkilerden birisi de igeriginde yiiksek oranda
nisasta, saponin ve c¢esitli fitokimyasallar1 iceren Vaccaria hispanica (Mill)
Rauschert’tir (Kernan ve Ferrie 2006). V.hispanica’nin en degerli bilesenleri cogunlukla
tohumlarinda bulunur ve bu tiiriin tohumlar1 %60-65 nisasta, %11-14 protein, %10-11
lif, %9-11 kiil, %3-4 yag, %2-4 saponinler, %0,4-1 fenolikler ve % 0,3-1 oraninda da
siklopeptidler igerir (Balsevich 2008; Cam 2018).

V. hispanica, Caryophyllaceae familyasina ait, boyu genellikle 70 cm’ye kadar
ulagabilen tek yillik otsu bir tiirdiir. Bitki dik bir gelisim gosterir; govde ¢ogunlukla tist
kisimlarda dallanir, bogumlar belirgindir ve yapraklar karsilikli dizili, sapsiz, tliysiiz,
kenarlar1 diiz, mizraksi-yumurta bi¢imli yapida olup govdeyi kismen kavrar (Memon
vd. 2013). Cigekler hermafrodit olup, bes ta¢ yapraklidir ve iki stilusu bulunur. Cicek
durumu (inflorescence) bitkinin iist kisimlarinda yogunlagan, eksen boyunca karsilikli
dallanarak yayilan ve her bir yan dal iizerinde kisa sapli ¢cok sayida ¢icek tasiyan genis,
cok dalli bir yapidir; diizenlenis c¢ogu kez iki catalli (dikaz/dichasial) salkim
bi¢imindedir (Cullen 1967). Cigekler genellikle pembe tonlardadir ve populasyon ile
cevresel kosullara bagli olarak agik—koyu pembe arasinda degisim gosterebilir (Art vd.
2022a). Tohumlar sekil ve biiyiikliik bakimindan kanola tohumlarina benzeyen kiiciik
ve sert yapili haldedir (Mazza vd. 1992). Kok sistemi belirgin bir kazik kok yapisi
sergiler ve geng donemde hizli geliserek bitkiye kurak kosullara karsi dayaniklilik
kazandirir (Fletcher 1897; Duddu vd. 2015).

Sekil 1.1 Vaccaria hispanica bitkisi ve ¢igek yapisinin genel goriiniimii (Orijinal: A.
[zmirli)
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V. hispanica’dan elde edilen nisastalar ince taneli (0.5 — 1.5 p) ve kremsi bir
yapida oldugundan arzu edilen iistiin yapisal kaliteyi saglamakta, bu 6zelliginden dolay1
da kozmetik ve gida sektoriinde kullanilabilmektedir (Ferrie vd. 2009; Ar vd. 2016).
V.hispanica’y1 6nemli kilan diger bir bilesen igeriginde bulunan saponin bilesikleridir
(Balsevich 2008). Saponinler, endiistriyel sanayide kopiirtiicii 6zelliginden dolay1
sabun, deterjan yapiminda, yangin sondiirme kopiigii ve madenlerden agir metallerin
ayristirilmasinda; gida sanayisinde iceceklerde kopiirtiicii olarak, tahin helvasi, kopiik
helvasi ve lokum yapiminda; tibbi olarak ise ila¢ yapiminda ve as1 katki maddesi olarak
kullanilmaktadir. Ayrica bu tiiriin tohumlarinda bulunan siklopeptid bilesenleri;
antifungal, antibakteriyel ve antiviral 6zellikte (Condie vd. 2011) olup, son ¢aligsmalar
kanser Onleyici, iltihap Onleyici, tromboz Onleyici ve idrar soktiiriicii 6zelliklerinden
dolay1 ek tibbi uygulamalar {izerinde durulmaktadir (Ferrie vd. 2009; Ar1 vd. 2016).

Tibbi amacgl kullanimdan gidaya, kozmetikten endiistriye kadar bircok sektorde
kullanim potansiyeli olan bu tlirdeki caligmalar Kanada’da yogunlagmistir. Kanada’da
2003 yilinda kurulan SAPONIN sirketi tarafindan mikrospor kiiltiirii yoluyla “PRAIRIE
CARNATION” adli doubled haploid bir ¢esit gelistirilerek, bu tiirlin tohum tiretimi
ciftcilere sozlesmeli olarak yaptirilmistir. Sirket, yaptigi calismalar sonucunda
gelistirdigi tiriinlerini de ilk olarak 2008 yilinda piyasaya stirmiistiir (Oelck, 2008; Ar1
vd., 2016). 2011 yilinda devraliman bu sirket (Willenborg vd. 2013) 2012 yilindan
itibaren “Canadian Carnation BioProducts Company (CCC)” adi altinda nisasta,
saponin ve peptid icerikli iirlinlerin ticaretini yapmaya devam etmekte ve daha
verimli, hastaliklara kars1 direngli ve 6zel siklopeptid icerigi daha yiiksek hatlar elde
etmek icin ¢aligmalarini stirdiirmektedir (Anonim 2022).

Tirkiye’deki bitkisel saponin iiretimi ¢oven (Gypsophila sp.) bitkilerinin
koklerinden elde edilmekte ve ihracati da ¢oven kokleri ve son zamanlarda ¢oven suyu
seklinde yapilmaktadir. 2007-2017 yillar1 arasinda 55,167 - 890,195 dolarlik ihracat
degeri degisiklik gosteren c¢ovenlerin, 2017 yilinda ise ihrag degeri 683,261 dolar
olmustur (Kurt ve Imren 2018). Baz1 ¢dven tiirlerinin endemik ve biiyiik cogunlugunun
da dogadan orman kdyliileri tarafindan bilingsiz bir sekilde sokiilmesi, endemik olan
tiirlerin neslinin tilkkenme tehlikesini artirmakta ve stirdiiriilebilir ekonomik kullanimini
sinirlandirmaktadir. Bu nedenle, ¢oven bitkilerinin kiiltiirel tiretiminin yapilmasi veya
bu bitkilere alternatif olarak saponin yOniinden zengin bitkilerin bulunmasi
onerilmektedir (Ozgelik ve Yildirrm 2011; Ar1 vd. 2016) Tiirkiye’deki V. hispanica
genotiplerinin 1slah edilerek saponin igeriginin artirilmast durumunda c¢ovenlere
alternatif bir saponin bitkisi olabilecegi belirtilmistir (Ar1 vd. 2016). Bu tiirin gerekli
1slah metotlar1 kullanilarak tohumlarinin diger 6dnemli bilesenlerinin de iyilestirilmesi,
yuksek tohum verimi, erkencilik, apetal ¢igek karakter, hastalik ve zararlilara karsi
direng gibi yetistiricilikte dnemli olan Ozelliklerin de kazandirilmasiyla ve verim ile
kalitenin arttirilmasiyla, vejetasyon siiresi yaklasik 3- 3.5 ay olan V. hispanica
yetistiriciliginin yapilmasi ve yayginlastirilmasi potansiyeli yiiksek goriilmektedir.

Bitkisel iiretimde erkencilik; kiiresel 1sinmanin etkisiyle iklim sartlarinda
meydana gelen degisimlerden dolay1 artan sicaklik ve kuraklik stresinin 6nlenmesinde
onemli bir role sahiptir. Ayrica erkencilik ile vejetasyon siiresi kisaldigindan,
vejetasyon siiresi kisa olan tiirlerin yliksek rakimli bolgelerde sonbahar erken
donlarindan zarar gormesi engellenirken, kiy1 ve gecit iklime sahip bdlgelerde ise
ozellikle bugday hasadindan sonra ikincil iiriin olarak (Haziran-Ekim arasi) bitkisel
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tiretim yapilabilmektedir. Cogu bitki tiirliniin uzun iiretim siiresinin sicaklik ve kuraklik
stresinden etkilenecegi, gelecekteki gida taleplerinin karsilanmasinda ve 1slah
aragtirmalarinin uygulanmasinda bir darbogaz olusturacag: diisiiniilmektedir (Ghosh vd.
2018). Doku kiiltiirii tekniklerinden biri olan embriyo kurtarma teknigi ve Speed
Breeding teknolojisi ile bazi bitki tiirlerinde kisa vejetasyon siiresine olanak
saglanmakta, ancak uzmanlik becerisi ve yiiksek maliyetler nedeniyle bu tekniklerin her
yerde kullanilmasi sinirlt kalmaktadir. Bu nedenle, daha ucuz ve daha kolay erisilebilir
olan genetik yonden erkenci gesitlerin gelistirilmesi gerekmektedir (Sar1 vd. 2021).

Ozellikle tohumu endiistride kullanilan tiirler igin bitkisel iiretimde 6nemli olan
diger parametreler yiiksek tohum verimliligi ve bazi1 farkli 6zelliklerdir. Ornegin birgok
calismada Apetal cigek karakteri, yiliksek verimlilik ideotipinin bir bileseni olarak kabul
edilmistir (Mendham vd. 1991; Fu vd.1991,1996; Habekotte 1997; Zhang vd. 1998;
Zhao ve Wang 2004; Zhou vd. 2008). Brassica napus’ta yapilan calismalarda apetal
cicek karakterinin, bitkide daha iyi bir 151k dagilimi saglayarak daha verimli fotosentez
ve daha diisiik bir Sclerotinia hastalig1 indeksi sagladig: bildirilmistir (Lu ve Fu 1990;
Jiang 2001; Zhao ve Wang 2004; Young ve Werner 2012). Sclerotinia; tarla bitkileri,
meyve bitkileri, siis bitkileri, agaclar, ¢alilar ve ¢cok sayida yabani ot dahil olmak {izere
diinya c¢apinda 500'den fazla bitki tiirtinli enfekte eden bir fungustur (Saharan vd. 2008).
Dogrudan yaprak yiizeyinde ¢imlenemeyen Sclerotinia askosporlari (Jamaux ve Spire
1999), bitkilerin toprak listii kisimlarinda, 6zellikle ilk enerji kaynagi olarak hizmet
eden petallerde filizlenir ve petaller bitkiyi enfekte etmek icin birincil inokulum
kaynagidir (Kriiger 1975; Jiang 2007; Saharan vd. 2008; Reich ve Syama 2022).
Petalleri enfekte eden funguslar, uzun siireli serin ve nemli ortamlarda bitkide yayilarak
semptomlar1 arttirir ve konukgunun besinini tiiketerek ekonomik kayiplara neden olur
(Reich ve Syama 2022). Ekonomik olarak simdiye kadar serin/soguk iklim kosullarinda
yetistirilen V. hispanica tiiriinde Sclerotinia hastaligina iligskin bugiine kadar literatiirde
herhangi bir rapor bulunmamaktadir. Bu c¢aligmanin 1slah asamalarinda yetistirilen V.
hispanica bitkilerinde Sclerotinia hastaliginin ilk kez tespit edilmesiyle, tiiriin 1liman
iklim kosullarinda da s6z konusu patojene duyarli olabilece§i ortaya konulmustur
(Izmirli vd. 2026). Benzer sekilde, ayni familya iiyesi Dianthus caryophyllus tiriinde de
bu hastalik Arjantin’de (Carranza 2003) ve Hindistan’da (Kumar vd. 2015) bildirilmistir
Petallerin hastaligin yayilmasindaki rolii sadece Sclerotinia ile sinirli olmayip, ayni
zamanda ¢iceklenme sirasinda veya ¢iceklenmeden kisa bir siire sonra semptomlara
neden olan Botrytis cinierea ve Peronospora parasitica gibi diger baz1 patojenler i¢cinde
gecerlidir. Bunlarin sporlarmin petallerde ¢ogaldigi, en cok apetal cigeklere sahip
bitkilerin bu hastaliklardan korunma avantajina sahip olabilecegi belirtilmistir (Jiang
2007).

Bitkilerde belirli bir 6zelligi kontrol eden karakterin; kalitatif veya kantitatif gen
etkisini, genler arasindaki linkagelik (baglanti) durumunu, birbirinin alleli olan veya
olmayan genler arasindaki interaksiyonlarini, genin pleotropik etkisini ve genlerin
maternal/sitoplazmik etkisi gibi kalitsal 6zelliklerini bilmek 1slah c¢aligmalarinda c¢ok
onemlidir. Tohum rengi ve sekli gibi Mendel kalitimi olan karakterlerin 1slah1 kolayken,
tohum verimi gibi kalitim1 ¢ok sayida, ancak her birinin etkisi zayif olan genlerle idare
edilen karakterlerin 1slah1 daha zor ve uzun zaman almaktadir. Apetal ¢icek karakterinin
kalittmin1  belirlemek i¢in simdiye kadar yapilan ¢alismalar Brassica tiirlerinde
yogunlagmis ve karakterin dogada kendiliginden meydana gelebildigi, tiir i¢i/tiirler aras1
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melezleme veya kimyasal mutajenez yoluyla da yapay olarak meydana getirilebildigi
belirtilmistir (Jiang 2007). Brassica rapa’da apetal ¢icek karakter 6zelliginin kalitiminin
1 lokus (Ramanujum 1940; Singh 1961; Cours ve Williams 1977.), B. napus’ta 2 lokus
(resesif) (Buzza 1983; Rakow ve Se’guin-Swartz 1999) ve 4 lokus (Lu ve Fu 1990)
tarafindan kontrol edildigi belirtilirken, ayrica karakterin kalittiminda sitoplazmik
etkinin de oldugu ve erkek kisirligr ile baglantili oldugu rapor edilmistir (Zhang vd.
2005). Farkl bir bitki tiirli olan Capsella bursa-pastoris de ise apetal 6zelligin 2 lokus
tarafindan kontrol edildigi belirtilmistir (Klepikova vd. 2021). V. hispanica’da yapilan
bir calismada (Art vd. 2016), Tiirkiye’de farkli bolgelerden toplanan 66 genotip
icerisinden bir genotipin apetal ¢igek karakterinde oldugu belirlenmis olup, ancak
ozelligin kalittminin nasil gergeklestigi simdiye kadar ortaya konulmamustir.

(a) (b)

(©) (d)

Sekil 1.2 Petal bakimindan farkli V. hispanica bitkileri: (a, c) Petalli V. hispanica
bitkisi, ve ¢igek yapisi (b, d) Apetal V. hispanica bitkisi ve ¢igek yapisi (orjinal)

Bitkilerde ¢esitli ozellikleri (erkencilik, apetal ¢icek karakteri vb.) istenilen
diizeyde degistirmek igin cesitli 1slah yontemleri kullanilmaktadir. Onemli 1slah
metotlarindan birisi olan doubled haploid (DH) teknolojisinde; bir genotipi saflagtirmak
icin gerekli olan 7-8 generasyon yerine sadece bir generasyonda 100 % homozigot
hatlar elde edilmekte, ayrica geriye melezleme sirasinda kullanimi ile de yeni
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ozelliklerin hizli bir sekilde genotiplere dahil edilmesine olanak saglanmaktadir. Bu
teknoloji ile ayrica nitel 6zelliklerin genetik haritalanmasi ve resesif 6zelliklerin ortaya
cikartilmasina olanak saglanmaktadir (Segui-Simarro 2010).

Izole edilmis mikrospor kltird

] ”___ Kolhisin
] ! cozeltisi
Anter kiiltun'j\ m %ﬁg Y,
—_— — 3 — —_— E— Y
= 1n A
:; haploid embriyoid
4 \‘Ovawum ku"V veya embriyo benzeri yapi Doubled

haploid bitki

Vaccaria
hispanica

Sekil 1.3. In vitro haploid bitki elde etme ydntemleri (orjinal: A. Izmirli)

DH tekniklerinden biri olan mikrospor kiiltiirii (izole edilmis mikrospor kiiltiirti),
anterin i¢inde gelisen mikrosporlarin anterlerden izole edildikten sonra in vitro
kosullarda sivi besin ortamlarinda kiiltiire alinmasidir. Kiiltiire alinan mikrosporlar
belirli stres faktorlerine maruz birakilarak dnce direkt embriyolar elde edilmekte, sonra
da bu embriyolarin rejenerasyonu ile H/DH bitkiler elde edilmektedir. Elde edilen
bitkilerin kromozom sayilar1 dondr bitkinin kromozom sayisinin yaris1 kadar ise yani
haploid (H) ise kromozom katlama islemi yapilarak DH bitkiler elde edilmektedir. Bazi
bitkilerde kiiltiir icerisinde kendiliginden (spontan) katlanma gerceklestigi icin
kromozom katlama islemine gerek kalmamaktadir. Baz tiirlerde spontan katlama orani
ylksekse kromozom katlama islemine gerek duyulmayabilmektedir. Mikrospor
kiiltiirtinde; mikrosporlarin kiiltiir ortamindaki besinlerden daha iyi faydalanmasi, elde
edilen embriyolarin diploid karakterlerde olma riskini tasimamasi gibi 6zellikler diger
haploid tekniklere gore avantaj saglar (Ferrie ve Caswell 2011). Ayrica yiiksek verim
potansiyeli nedeniyle son zamanlarda bu teknik {lizerine calismalar yogunlagmakta ve
teknigin etkinligi arttirilmaya ¢alisilmaktadir.

Izole edilmis mikrospor kiiltiirii ilk kez Brassica napus’da, 1982 yilinda Lichter
tarafindan yapilmis ve bu tarihten sonra; Hordeum vulgare (Hoekstra vd. 1993),
Triticum aestivum (Mejza vd. 1993) Nicotiana tabacum (Touraev vd. 1996), Solanum
melongena (Miyoshi 1996) ve Malus domestica (Hofer 2004) gibi birgok farkli bitki
tiirlerinde ¢alismalar yapilmis, ¢alismalardan direkt veya indirekt yoldan H/DH bitkiler
elde edilmistir.

V. hispanica’da ise mikrospor kiiltiirii calismas1 (Ferrie vd. 2005) ilk olarak 2005
yilinda rapor edilmistir. S6z konusu ¢alismada 80 den fazla baharat ve nutrasétik bitki
tiiriniin haploid performansi, Lichter (1982) tarafindan gelistirilen mikrospor kiiltiir
protokolil ile test edilmis ve bu tiirlerin cogu tepkisiz kalirken, V. hispanica’nin embriyo
veriminin 26/ 100 tomurcuk oldugu belirtilmistir (Ferrie vd. 2005). Bu ¢alismadan 1
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sene sonra ayni aragtirma grubu tarafindan uygun bir protokol gelistirilerek yayimlanan
caligmada ise 50.000 mikrospor/ml yogunluktaki kiiltiirden elde edilen embriyo
veriminin 352/100 tomurcuk olarak gerceklestigi bildirilmis (Kernan ve Ferrie 2006) ve
daha sonra bu protokole patent alinmistir (Ferrie vd. 2009). Tiirkiye’deki 66 Vaccaria
hispanica genotipinin androjenik yetenegini belirlemek i¢in yapilan mikrospor kiiltiirii
caligmasinda ise 25.000 mikrospor/ml yogunluktaki kiiltiirlerde en yiiksek embriyo
verimi 300.6/100 tomurcuk olarak ger¢eklesmistir (Ar1 vd. 2022b).

Mikrospor kiiltiirii calismalarinda basariy1 etkileyen en 6nemli faktoriin basinda
donor bitkilerin genotipi gelmekte ve bir tiir i¢indeki farkli ¢esitlerin, genotiplerin farkli
tepkiler sergiledikleri birgok calismada belirtilmistir (Dunwell 2010). Ornegin;
Tiirkiye’deki 66 V. hispanica genotipinde yapilan mikrospor kiiltiirii ¢aligmasinda 66
genotip arasindan 3 genotip hicbir tepki géstermezken, 63 genotipte embriyo olusumu
gercekles, bu genotiplerin embriyo veriminin 2.6/100 tomurcuk ila 300.6/100 tomurcuk
arasinda degistigi belirtilmistir (Ar1 vd. 2022b).

Ote yandan, haploid bitki elde edilmek istenen fakat embriyo olusturma basaris
diisiik genotipleri, embriyo olusturma basarisi yiliksek genotipler ile melezleyerek,
melez dollerden az veya daha ¢cok embriyo elde etmek miimkiin olabilmektedir. Ayrica
embriyo olusturma basaris1 diisiik genotiplerin, kiiltiir kosullarinin optimizasyonunu
saglayarak da embriyo verimliligi artirmak miimkiin olabilir (Ellialtioglu vd. 2001).

Mikrospor kiiltiirlerinde dondr bitkilerin yetistirilme durumu, mikrosporlarin
uygun asamasi, mikrospor yogunlugu, tomurcuklara veya anterlere uygulanan o6n
muamele ve stres islemleri, kiltiir ortam1 ve bilesenleri de embriyo indiiksiyonunu ve
verimliligi etkiler. Donor bitkilerin yetistirildigi sicaklik énemli olup, kiiltiiriin farkli
asamalarindaki farkli sicaklik stresleri daha yiiksek bir mikrospor embriyogenesis
frekansi ile sonuglanabilmektedir (Ferrie ve Caswell 2011). V. hispanica’da yapilan
mikrospor kiiltiir calismasinda; donoér bitkilerinin 20/15 °C (giindiiz/gece) de yetistirilen
bitkilerden elde edilen embriyo verimi, 5/10 C ( giindiiz/gece) yetistirilen bitkilerden
daha ytiksek bulunurken (Kernan ve Ferrie 2006), bu tiirde dondr bitkilere herhangi ek
bir stres uygulamasi yapilmamistir (Ferrie ve Caswell 2011). Bu tiiriin olgunlagsmamais
mikrospor tanelerinin gelisiminin eszamansiz olmasi en uygun mikrospor agamasini
belirlenmesini zorlastirsa da (Kernan ve Ferrie, 2006), bircok tiirde oldugu gibi geg tek
veya erken c¢ift ¢ekirdekli mikrospor asamalari en uygun evre olup (Ferrie vd. 2005;
Kernan ve Ferrie 2006; Ar1 vd. 2022b; Ferrie ve Ehlert 2021) mikrospor yogunlugunun
ise 25.000/ml olmas1 dnerilmektedir (Ferrie ve Ehlert 2021).

Cicek tomurcuklarmin veya anterlerinin soguk ve sicak stresleri ile On
muamelesi, bircok bitki tiirlinde mikrospor embriyogenesisini indiiklemek i¢in en
yaygin uygulanan stres uygulamalarindan biridir. Bu stresler tomurcuga veya antere
uygulanabildigi gibi, izole edilen mikrosporlarin kiiltiire alinmasindan sonra da
uygulanabilmektedir (Shariatpanahi vd. 2006). V. hispanica’da bu zamana kadar yapilan
caligmalarda tomurcuk veya anterlere herhangi bir stres ile 6n stres uygulama islemi
yapilmamis, sadece izole edilen mikrosporlar kiiltiire alindiktan sonra sicaklik stresi
uygulanmistir.(Ferrie vd. 2005; Kernan ve Ferrie 2006; Ar1 vd. 2022b; Ferrie ve Ehlert
2021). Kernan ve Ferrie (2006)’nin kiiltiire aliman V. hispanica mikrosporlarina farkl
sicaklik ve siirelerinin (24°C de siiresiz, 30 °C’de 3 giin, 32 °C’de 3 giin ve 35 °C’de 3
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giin) etkilerini denedigi ¢alismada sadece 32 °C’de 3 giin karanlik kosullarinda embriyo
verimi gerceklesmistir.

Anterlerden izole edilen mikrosporlarin, anter dokularinin yoklugunda uygun
mikrosporlarin biliyiimesi ve gelisimi yalnizca ortam bilesimine bagl olmaktadir. Bu
nedenle, mikrospor kiiltiirii icin verimli bir protokol gelistirmek i¢in, ortam bilesimi
mikrosporlarin ihtiyag duydugu tiim elementleri igermeli ve bu ortam her tiiriin
mikrosporlarinin ~ 6zelliklerine gore ayarlanmalidir (Segui-Simarro vd. 2022).
V.hispanica’da yapilan mikrospor kiiltlirii ¢alismalarinda, kiiltiir ortamina herhangi
BGD ve katki maddesi eklenmeksizin sadece NLN ortaminda etkili sonuglar alinmasina
ragmen, bazi genotiplerde diisiik embriyo verimliliginin artirilmasi i¢in kiiltiir ortamina
baz1 kimyasallarin eklenmesi ile embriyo verimi arttirilabilir. Son zamanlarda farkli
bitkilerde yapilan mikrospor kiiltiirii caligmalarinda cesitli yontemler kullanilarak aktif
karbon (Prem vd. 2008; Shumilina vd. 2020), metilen mavisi (Chen vd. 2019),
antibiyotik (Mineykina vd. 2020) ve putresin (Ahmadi vd., 2014) gibi kimyasal
maddelerin eklenmesi ile embriyo verimlerinin arttirildigi belirtilmistir. Ayrica Brassica
rapa’da sadece ortam pH’sinin 5.8’den 6.6 ‘ya c¢ikarilmasi ile embriyo veriminin %66
oraninda arttig1, pH’s1 6.6 olan kiiltiir ortamina aktif karbon eklenmesi ile kontrol (pH
5.8 ve aktif karbonsuz) ortamina gore %242.31 oraninda embriyo artis1 oldugu
bildirilmistir (Shumilina vd. 2020).

Mikrospor kiiltiirtinde sivi kiiltiir ortamlarinin kullanilmasi, agar bazli yar1 kati
ortamda gerceklestirilen anter kiiltiirlerine kiyasla kontaminasyon riskini arttirmaktadir
(Segui-Simarro vd. 2022). Ozellikle ortam igerigine eklenen B-laktam antibiyotiklerinin
ortamdaki kontaminasyon riskini azalttigi ve bu antibiyotiklerin embriyo verimini
artirabilecegi de belirtilmektedir (Mineykina vd. 2020).

Mikrospor kiiltiiriinde elde edilen bitkiler haploid veya doubled haploid olarak
(spontan olarak) elde edilmektedir. Kisir olan haploid bitkilerin 1slah programlarinda
kullanilabilmesi i¢in ¢esitli kimyasal maddeler ve uygulamalar ile kromozom katlama
islemleri yapilmaktadir. V. hispanica’da %50 oraninda spontan katlanma gerceklestigi,
kromozom katlama isleminde ise en yaygin kullanilan kolhisinin faydali olmadig1 ve
diger antimitotik kimyasallarin degerlendirilmesi gerektigi belirtilmistir (Ferrie ve
Ehlert 2021).

Bu ¢alisma ile tlilkemizde atil bir genetik kaynagimiz olan V. hispanica’da;
klasik 1slah yontemleriyle bitkisel liretimde 6nemli olan apetal ¢igek 6zelliginin nisasta,
saponin, siklopeptid vb. gibi degerli bilesenleri yliksek genotiplere aktarilmasi, genetik
olarak saf olmayan bu bitkilerden mikrospor kiiltiirii ile kisa siirede %100 homozigot
saf hatlar elde edilerek bilesenlerin miktarinin artirilmasi, bdylece bu tiiriin agronomik
ve fitokimyasal yonden daha yiiksek verimlilikte yetistiriciliginin yapilmasinin oniini
acarak iilke ekonomisine kazandirilmasi hedeflenmektedir.
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2. KAYNAK TARAMASI

Apetal bitkilerin verim agisindan ¢esitli avantajlar1 vardir. Brassica cinsinde
yapilan ¢alismalar; kalin ve parlak renkli ¢iceklerin giines 1sinlarinin etkin kullanimini
engelledigini ve petali bulunmayan ¢esitlerde fotosentezin daha verimli gerceklestigini
ortaya koymustur. Bdylece apetal bitkilerin normal bitkilerden daha yiiksek verim
potansiyelleri vardir (Jiang 2007; Young vd. 2012). Ayrica, apetal bitkilerde Sclerotinia
sclerotiorum gibi petaller tarafindan yayilan hastaliklardan kaynaklanan enfeksiyon
orani da daha diisiik olabilir (Zhao 2004; Young ve Werner 2012).

Islah programlarinda, bir 6zelligin ka¢ gen tarafindan kontrol edildiginin
belirlenmesi, programin buna uygun sekilde tasarlanmasi agisindan 6nemlidir. Farkli
amaglara yonelik olarak farkli 1slah yontemleri kullanilabilmektedir. Haploidi 1slahi, tek
bir generasyonda homozigot hatlarin elde edilebilmesi ve siirecin kisa siirede
tamamlanabilmesi agisindan 6nemli avantajlar saglamaktadir.

Bu calismada, 1slah agisindan 6nemli bir 6zellik olan apetal karakterin V.
hispanica’da ka¢ gen tarafindan kontrol edildiginin belirlenmesi amaclanmistir. Bu
kapsamda, farkli petalli genotipler ile apetal genotipler melezlenmis ve haploid bitki
elde etme tekniklerinden olan androgenesis yontemleri (anter ve mikrospor kiiltiirii)
kullanilarak, tek bir generasyonda doubled haploid (DH) hatlarin gelistirilmesi
hedeflenmistir. DH hatlarin elde edilememesi olasiligina karsi, back cross (BC)
melezlemeleri yapilarak BCF; generasyonuna ve her bir Fi bitkisi kendilenerek Fs
generasyonuna kadar ilerletilmis ve bu hatlar arasindan nisasta ve saponin igerigi
yluksek, apetalli yeni ¢esitlerin gelistirilmesi planlanmistir. Boylelikle, ekonomik agidan
onemli olma potansiyeline sahip bu tiirde yiiriitiilecek 1slah ¢alismalarina bilimsel bir
altyap1 saglanmasi amaglanmistir. Literatiir taramasinda, farkli tiirlerde daha 6nce
gerceklestirilen benzer ¢alismalara agagida yer verilmistir.

2.1. Apetal karakter kalitim ile ilgili calismalar

Ramanujum (1940), yonca tarlasinda rastlantisal olarak kesfedilen apetal bir
Brassica bireyini tanimlamistir. Morfolojik olarak Brassica rapa’ya (salgam) oldukga
benzeyen bu bitki, ¢igeklerinde petallerin tamamen eksik olmasiyla dikkat ¢ekmistir.
Yapilan histolojik incelemelerde, ¢igek tomurcuklarinda stamenlerin dogrudan sepal
halkasini takiben gelistigi, ancak petal halkasinin tamamen yok oldugu belirlenmistir.
llging sekilde, bu birey hem kendine tozlasma hem de dogal tozlasma kosullarinda
ylksek tohum tutma kapasitesi gostermistir. Sitogenetik analizler sonucunda kromozom
sayisi n = 10 olarak tespit edilmis ve bu deger, bitkinin B. rapa ile ayn1 genom yapisina
sahip oldugunu gostermistir. Bu ¢alisma, Brassica cinsinde dogal apetal varyantlarin
varligini ilk ortaya koyan gozlemlerden biri olup, petal gelisiminin genetik kontroliine
yonelik ileri arastirmalara onciiliik etmistir

Buzza (1983), Brassica napus (kolza) bitkisinde go6zlenen apetal ¢icek
karakterinin kalitimini arastirmistir. Fi, F2, BCiP; ve BCP2 nesillerinden elde edilen
veriler, petali olmayan karakterin eksik baskinliga sahip iki lokus tarafindan kontrol
edildigini gostermistir. Petalli normal bir bitkinin PPPP ve petali olmayan bir
bitkinin ise pppp karakterde oldugu bildirilmistir. Apetal fenotipin segregasyonu, klasik
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Mendel kalittimina uygun olarak analiz edilmis ve genetik kontroliin basit olmadigi
ortaya konmustur.

Bowman (1989), Arabidopsis thaliana’da ¢igek gelisimini spesifik olarak bozan
dort c¢ekinik homeotik mutasyon (agamous-1, apetala2-1, apetala3-1 ve pistillata-1)
incelemistir. Her bir ¢ekinik mutasyon, organ gelisiminin sonucunu degistirmekte ancak
organ taslaklarinin konumunu etkilememektedir. G6zlemlenen homeotik doniisiimler su
sekildedir: agamous-1’de stamenlerin petallere doniismesi; apetala2-1’de sepallere ek
olarak petallerin staminoid petallere doniismesi; apetala3-1’de petallerin sepallere ve
stamenlerin karpellere doniigsmesi; pistillata-1’de ise petallerin sepallere doniismesi. Bu
mutasyonlardan apetala2-1 ve pistillata-1 organ kaybina yol agarken, agamous-1
genotipinde normalde gynoecium olusturacak hiicrelerin ¢icek olarak farklilastigi
goriilmiistiir. Ayrica mutasyonlardan ikisinin sicakliga duyarli oldugu belirlenmistir.
Sicaklik degisim deneyleri, dogal tip AP2 gen d{irlinliniin primordium baslangict
sirasinda etkili oldugunu, AP3 gen iiriliniiniin ise daha sonraki gelisim evrelerinde aktif
rol aldigin1 gostermektedir. Bulgular, bu dort genin dogal tip alellerinin, gelisen cicek
icinde hiicrelerin konumlarin1 algilamalarin1 ve buna uygun sekilde farklilagsmalarini
sagladigini ortaya koymaktadir. Bu genlerin, ¢igek taslagindaki es merkezli ve ortlisen
bolgelerin olusturulmasinda veya bu sinyallere yanit verilmesinde kritik rol oynadigi
ileri stirtilmektedir.

Fu vd. (1991), Brassica napus’ta apetal ¢igek 06zelliginin kalitim1 ve bu 6zelligin
1slah agisindan potansiyelini arastirmistir. Calismada, ¢esitli genetik materyaller
kullanilarak yapilan ¢aprazlamalar sonucunda, apetal Ozelligin karmasik kalitim
ozellikleri sergiledigi ve birden fazla ¢ekinik genin etkilesimiyle kontrol edildigi
gosterilmistir. Arastirmada ayrica, apetal fenotipin fotosentez etkinligini artirarak
potansiyel olarak verim artisina katki saglayabilecegi One siiriilmiistiir. Apetal
bitkilerde, 151g1n alt yapraklara daha iyi ulagsmasi nedeniyle bitki tipi yapisinda olumlu
degisiklikler gézlemlenmis, bu durum da ideotip gelistirme agisindan degerlendirilmeye
alimmustr.

Kelly vd. (1995), Brassica napus’ta apetal ¢icek ve dik kapsiil 6zelliklerinin
genetik kontroliinii RFLP analiziyle incelemislerdir. Calismada, ii¢ apetal ve iki dik
kapstillii varyantin ¢icek morfolojisi incelenmis; apetal fenotiplerden birinin, iki
homolog lokusta yer alan ¢ekinik alellerin epistatik etkilesimi ile, diger bir tipin ise ii¢
farkli lokustaki alel etkilesimi ile kontrol edildigi belirlenmistir. Gen haritalama
sonuglarinin, fizyolojik etkilerin daha net analiz edilebildigi yar1 izojenik hatlarin
gelistirilmesine katki saglayabilecegi vurgulanmistir.

Zhang vd. (1998), Brassica napus’ta apetal bir hat iizerinde seleksiyon ve
degerlendirme caligmalar1 gerceklestirmistir. Arastirmada, apetal bireylerin segilerek
stabil hatlar haline getirildigi ve bu hatlarin morfolojik 6zellikleri, verim bilesenleri ve
potansiyel tarimsal degeri incelenmistir. Calisma, apetal hatlarin 6zellikle fotosentez
etkinligi ve 151k gecirgenligi bakimindan avantaj saglayabilecegini, ancak verim
acisindan bu avantajin genetik arka plan ve g¢evre kosullarina bagh olarak degiskenlik
gosterebilecegini vurgulamistir. Ayrica, secilen apetal hatlarin gelecekteki 1slah
programlarinda kullanilabilirligi tizerinde durulmustur.
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Jiang ve Becker (1999), Brassica napus’ta dogal bir mutant olan ap-Tengbe adli
apetal varyantin kalittiminmi incelemistir. Calismalarinda, apetal karakterin sitoplazmik
genlerle iki ¢ift niikleer genin etkilesimiyle kontrol edildigini ortaya koymuslardir. Bu
durum, bu 6zelligin basit Mendel kalitimi yerine niikleer-sitoplazmik interaksiyonlarla
belirlendigini gostermektedir. Arastirma, apetal karakterin genetik kontroliiniin oldukca
karmasik olabilecegini ve bu 6zelligin farkli genetik arka planlarda farkli sekillerde
ortaya ¢ikabilecegini gostermesi agisindan onemlidir. Ayrica, bu ¢aligmada tanimlanan
ap-Tengbe mutanti, gelecekteki 1slah ¢alismalarinda kullanilabilecek degerli bir genetik
kaynak olarak sunulmustur.

Jiang ve Becker (2003), Brassica napus L.’ta apetal ¢igek 6zelliginin kalitimini
incelemek amaciyla, etil metan siilfonat (EMS) ile mutagenez sonucu elde edilen ap-
Tengbe mutant1 iizerinde ¢alismislardir. Bu mutant, tamamen apetal cigeklere sahip
olup, kontrol genotipi olarak Alman kislik kolza c¢esidi “Falcon” kullanilmistir.
Calismada iki genotip arasinda yapilan melezlemeler sonucunda Fi, F», BC: ve
resiprokal generasyonlar olusturulmus ve bunlar hem Almanya’nin Géttingen kentinde
(ilman kosullar), hem de Cin’in Hangzhou kentinde (subtropik kosullar) tarla
denemelerine alinmigtir. Arastirmada ¢igcek yapisi, tag yaprak sayisina gore “petal
derecesi (PDgr)” degerleriyle degerlendirilmistir. En az 25 c¢icek sayilarak PDgr %0-9
olan bitkiler tamamen apetal, %10-90 aras1 kismen apetal ve %90 iizeri normal petalli
olarak smiflandirilmistir. Elde edilen sonuglara gore F1 ve BC: generasyonlarinda tiim
bitkiler normal petalli, F> ve karsilikli populasyonlarda ise apetal ve kismen apetal
bireyler goriilmiistiir. Segregasyon oranlari, genetik analizlerle degerlendirildiginde
apetal 0zelligin iki niikleer gen (P: ve P2) ile sitoplazmik genler arasindaki etkilesimle
kontrol edildigi belirlenmistir. Tamamen apetal ¢icekler yalnizca ap sitoplazmasina
(Cap) sahip ve her iki g¢ekirdek genin resesif durumda (pipipz2pz) oldugu bitkilerde
ortaya ¢ikmigtir. Normal sitoplazmaya sahip (CN) genotiplerde bu 6zellik tam olarak
ekspresyon gostermemistir. Populasyonlardaki fenotip dagilimlar1 (6rnegin 1:2:1 ve
1:6:9 oranlar1) kuramsal beklentilerle uyumlu bulunmus; bu da genetik modelin
gecerliligini desteklemistir. Ayrica apetal mutantlarda polen iiretiminin azaldigi, ancak
tohum baglama kapasitesinin korundugu goézlenmistir. Sonu¢ olarak Jiang ve Becker
(2003), B. napus’ta apetal karakterin iki c¢ekirdek geni ile sitoplazmik faktorlerin
etkilesimi sonucu olustugunu ve bu o6zelligin stabil, kalitsal bir karakter oldugunu
bildirmistir. Ayrica ap-Tengbe mutantinin tamamen apetal genotiplerin gelistirilmesinde
yararl bir kaynak olabilecegini, ancak sitoplazmik etkilerin dikkate alinmas1 gerektigini
vurgulamiglardir

Zhao ve Wang (2004), Brassica napus’ta (kolza) spontan olarak ortaya ¢ikan
apetal bir mutanta ait kalittm modelini ve agronomik performansini incelemistir.
Genetik analizler, bu 6zelligin yalnizca bir gen lokusu tarafindan kontrol edildigini ve
petalli ¢igceklerin apetal ¢iceklere karsi eksik baskinlik gosterdigini ortaya koymustur.
Ayrica bu 6zelligin sitoplazmik faktdrlerden etkilenmedigi belirlenmistir. Apetal hat
(Apet33-10) ile petalli izogenik hattin (Pet33-10) dort yi1l boyunca karsilastirildigi
denemelerde; verim bilesenleri ve bitki gelisim parametreleri arasinda genel olarak
anlaml fark bulunmamis; ancak Sclerotinia hastaliginin yogun oldugu yillarda, Apet33-
10 hatt1 daha diisiik hastalik siddet indeksi gostermis ve buna bagli olarak daha yiiksek
verim elde edilmistir. Apet33-10’un ana sapta kapsiil sayis1 diisiikken, yan dallarda daha
fazla kapsiil olusturdugu gozlenmistir.
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Palmer vd. (2004), Glycine max (L.) Merr. tiiriine ait “T368” genetik tipi, apetal
ve erkek kisir bir mutant hat olarak bildirilmistir. Bu hat, ‘SRF 200 x (‘SRF 300° x
“Tracy’) melezinin Fi> generasyonunda tek bir bitkide ortaya c¢ikmistir. Daha onceki
genetik analizlerde (Skorupska vd., 1993), apetal ve erkek kisirlik karakterlerinin tek bir
resesif niikleer gen tarafindan kontrol edildigi belirlenmistir. Morfolojik olarak, mutant
ciceklerde standart petal, lateral kanat ve kayik¢ik yaprakciklarinin bulunmadigi; bunun
yerine uzamis, sepal benzeri bir ¢igcek Ortiisiiniin gelistigi saptanmistir. Androkeumdaki
gelisim bozukluklari belirgin olup, ¢igceklerin cogunda yalnizca 2—4 stamen olustugu ve
normal bir stamen kolonunun meydana gelmedigi gozlemlenmistir. Erkek kisirligin,
tapetum tabakasindaki islev bozuklugundan kaynaklandigi ifade edilmistir. Segregasyon
gosteren populasyonlarda apetal ciceklenme ve erkek kisirlik karakterlerinin birlikte
kalitildigi, bu durumun pleiotropik bir etkinin sonucu olabilecegi ileri siiriilmiistiir. Bu
caligma, soya bitkisinde apetal-mutasyonun genetik kontrolii ve morfolojik etkilerini
ayrintili bi¢imde ortaya koyan ilk kapsamli rapor olma niteligindedir.

Chen vd. (2006a) tarafindan yiiriitillen ¢alismada, Brassica napus L. (yaglik
kolza) tiirtinde apetal 6zelligini kontrol eden gen(ler)in molekiiler markorlerle iliskisinin
saptanmast ve kromozomal haritalanmasi amacglanmistir. Bu kapsamda, apetal hat
“APT02” ile normal petalli kiiltiir ¢esidi “ZS No.4” arasinda yapilan melezleme
sonucunda elde edilen F. populasyonu kullanilmistir. Arastirmacilar, bu populasyonda
segregasyon gosteren bireyler iizerinden toplu ayirict analiz (BSA) yontemini
uygulayarak apetal karakteriyle iliskili DNA markdrlerini tanimlamaya ¢aligmislardir.
Calismada her iki ebeveynden segilen 20 ¢ift AFLP ve 170 ¢ift SRAP primeri test
edilmistir. Yapilan ileri seleksiyon sonucunda, petal kaybi1 ozelligiyle baglantili iki
molekiiler markor tespit edilmistir. Yaklasik 600 bp uzunlugundaki SRAP markori
e8m3 4 ve 150 bp uzunlugundaki AFLP markdrii E3247 15. Bu markérlerin ilgili
gen(ler)e sirasiyla 5.0 cM ve 13.5 cM genetik uzaklikta oldugu belirlenmistir. Ayrica B.
napus i¢in kapsamli bir baglant1 haritas1 olusturulmus; bu harita 17 ana baglant1 grubu,
iki U¢li ve dort ikili baglanti kiimesi boyunca toplam 213 AFLP/SSR lokusu ile bir
morfolojik markérden meydana gelmistir. Haritanin toplam uzunlugu 2.487,1 cM,
belirtecler arasindaki ortalama genetik mesafe ise 10.09 cM olarak hesaplanmistir.
Genetik haritalama sonucunda, petal kaybr (WHB) 6zelligini kontrol eden gen(ler)in
LG4 baglanti grubunda yer aldigi saptanmistir. Bu ¢alisma, B. napus’ta apetal ¢icek
0zelliginin genetik kontroliiniin ilk kez molekiiler diizeyde haritalandig: arastirmalardan
biri olup, ilgili gen(ler)e yakin molekiiler isaretleyicilerin tanimlanmasi agisindan énem
tasimaktadir. Arastirmacilar, petal kaybinin bitkinin enerji tasarrufu saglamasi, polen
yayilliminin artmasi ve ¢igek yapisina bagli hastaliklara karsi direng gelistirmesi gibi
agronomik avantajlar saglayabilecegini belirtmislerdir. Dolayisiyla bu calisma, B.
napus’ta apetal fenotipin 1slah programlarinda kullanilabilirligini ortaya koyarak
sonraki molekiiler 1slah ¢alismalarina temel olusturmustur.

Chen vd. (2006b), apetal mutant APT02 (B. napus) ile apetal mutant AMO032 (B.
campestris), kendi tilirlerine ait normal petalli hatlarla caprazlanarak F. ve BC:
populasyonlart olusturulmustur. Bu populasyonlar kullanilarak her iki apetal mutantin
kalittm modeli arastirilmistir. Petal derecesi (PDgr) segregasyonu ve istatistiksel
analizlere dayanarak, APTO02 hattindaki apetal karakterin, iki ¢ift ¢ekinik major gen ve
bunlara ek olarak bir ¢ift ¢ekinik modifiye edici gen tarafindan kontrol edildigi 6ne
stiriilmiistiir. Buna karsilik, AM032 mutantinda ise apetal 6zelligin tek bir ¢ift ¢cekinik
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genle kalitildigi tahmin edilmistir. Her iki mutantta da annelik etkisi (maternal effect)
gozlenmemistir; bu da karakterin c¢ekinik niikleer genler araciligiyla kalitildigini
desteklemektedir.

Gupta (2007) Brassica tiirlerinde hastalik direnci transferi amaciyla yapilan
calismalarda, iki kahverengi tohumlu B. juncea genotipi (RESBJ-830 ve RESBJ-837)
ile sar1 tohumlu B. carinata ¢esidi arasinda in vitro oviil kiiltiirii ve in vitro tohum
cimlendirme yontemleri kullanilarak sekiz melez elde edilmistir. Melezler, erkek
ebeveyne 0zgii kirmizi anter ucu noktalar1 (RA) ve mor birlesim bolgeleri (PC) gibi
belirgin ozellikler gostermistir. F2 ve BC: generasyonlarinda tamdan kismiye degisen
polen kisirlig1 tespit edilmistir. RESBJ-830 kokenli F2 bireyleri kahverengi, RESBJ-837
kokenliler ise sar1 tohumlu olmus ve BC: generasyonunda her iki grup 2:1 oraninda
(kahverengi:sar1) ayrismistir. Morfolojik olarak F.’de ¢ogunlukla B. carinata veya ara
tip bitkiler goriiliirken, BCi’de B. juncea tipi bitki orami artmustir (%40). Her iki
generasyonda da dallanma, yaprak, ¢icek morfolojisi, infloresans ve meyve dizilisinde
varyasyonlar kaydedilmis; RA ve PC varligi BCi’de diisiis gostermistir. Ayrica apetal
fenotip belirlenmis ancak bu bitki lizerinde ¢alisma yapmamaislardir.

Jiang (2007) tarafindan ele alinan derleme calismasinda da, B. napus’ta apetal
cicek Ozelligi ile 1ilgili Onceki arastirmalar genetik, fizyolojik ve 1slah yonleriyle
kapsamli bi¢imde degerlendirilmistir. Derlemede, farkli arastirmacilar tarafindan
gelistirilen apetal hatlarin kokenlerini ve genetik diizenini 6zetlemis; bu 6zelligin
genellikle birden fazla resesif gen tarafindan kontrol edildigini, bazi hatlarda
sitoplazmik ve niikleer gen etkilesimlerinin de etkili oldugunu bildirmistir. Derlemede
B. rapa, B. carinata, B. juncea ve B. napus tiirlerinde tanimlanan ¢esitli apetal mutantlar
karsilastirilmis ve bu karakterin bir ila dort farkli lokusta yer alan genlerle kalitildig
ifade edilmistir.

Zhou (2008), B. napus’ta apetal cicek mutantt Apet33-10’un ¢icek organi
morfogenezi incelenmis ve cicek gelisimi sirasinda petal ilkel dokusunun olugsmamasi
disinda tiim ¢igek organi morfogenezinin normal seyrettigi belirlenmistir. Cigcek organi
baslangi¢c asamasinda, 200 pum’den kisa erken ¢igek tomurcuklarinda SSH ve RT-PCR
analizleri ile 18 genin asag1 yonlii regiile oldugu tespit edilmistir. Bu genler; petal
kimligi, kalsiyum—demir sinyal iletimi, mRNA islenmesi, protein sentezi ve yikimi,
sitoskeleton olusumu, hidrojen taginmasi, niikleik asit baglanmasi, alkaloid biyosentezi
ve bilinmeyen islevlere ait siireglerde rol almaktadir. APETALA3 (AP3) gen ailesinden
BnAP3-2, BnAP3-3 ve BnAP3-4’ilin tam kodlama bdlgeleri RT-PCR ile elde edilmis,
gercek zamanl kantitatif PCR analizi ise yabani tip (Pet33-10) erken ¢icek
tomurcuklarinda ifade oraninin sirastyla 3.67:3.68:1 oldugunu ortaya koymustur.
Apet33-10 hattinda, yabani tipe kiyasla BnAP3-2, BnAP3-3 ve BnAP3-4’iin ifade
diizeyleri sirastyla %36.6, %28.3 ve %66.8’¢ diismiis, AP3 genlerinin toplam ifade
diizeyi yabani tipin %45’ine ulasmistir. Stamen dokusunda ise apetal ve yabani tip
hatlar arasinda anlamli bir ifade farki bulunmamaistir. Sonug olarak, Apet33-10 hattinda
erken ¢icek gelisimi sirasinda AP3 genlerinin diisiik seviyedeki ifadesinin stamen
taslagimin olusumu i¢in yeterli, ancak ta¢ yaprak taslagimin olusumu i¢in yetersiz
olabilecegi 6ne siiriilmiistiir

Zhang (2011), Arabidopsis’te ¢igek organt kimligini belirleyen homeotik
genlerden APETALA3 (AP3) ve PISTILLATA (PI), MADS-box transkripsiyon
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faktorlerini kodlayan ve petal ile stamen gelisiminde gorev yapan B siifi genlerdir. B.
rapa ve B. napus’un stamen karpelloid (SC) mutantlar1 HGMS ve AMS iizerinde
yapilan ¢alismada iki tip AP3 geni (B.AP3.a ve B.AP3.b) islevsel olarak karakterize
edilmistir. Her iki gen, C-terminal bolgesindeki sekiz amino asitlik farklilik diginda
yiiksek oranda benzerlik gdstermektedir. Bu sekiz kalintinin B.AP3.b’de bulunmamasi,
PlI-tiirevi motiflerin degismesine yol agmistir. Fonksiyonel analizler, B.4AP3.a’nin hem
petal hem de stamen gelisimini belirledigini, B.AP3.b’nin ise yalnizca stamen
gelisiminde gorev yaptigini ortaya koymustur. B. rapa’da her iki gendeki mutasyonlar
SC mutantt HGMS fenotipine neden olmustur. iki B.AP3.a ve iki B.AP3.b kopyasina
sahip B. napus’ta, iki B.AP3.a’nin fonksiyon kaybi ta¢ yapraksiz fenotipin temel sebebi
olurken, dort AP3 geninin tamamindaki fonksiyon kaybi1 SC mutantt AMS ile
iliskilendirilmistir. Bu bulgular, AP3 genindeki sekiz amino asitlik farklilik veya PI-
tirevi motiflerin muhtemelen ta¢ yaprak olusumunda kritik rol oynadigini
gostermektedir

Zhang (2013)’a gore, ¢igekli bitkilerde petal yoklugu, ¢ogunlukla familya ve
tizeri yiiksek taksonomik seviyelerde gruplar karakterize eden Onemli bir 6zelliktir.
Bununla birlikte, petal olmamasi ¢ogu zaman genetik temeli bilinmeyen bir evrimin
sonucu olarak ortaya g¢ikmaktadir. Ranunculaceae (diigiin cigegigiller) familyasinda
yapilan bir c¢aligmada, en az yedi farkli soyda apetal cinslerin petalli atalardan
evrimlestigi belirlenmis ve bunun paralel petal kayiplarina isaret ettigi ortaya
konmustur. Bagimsiz petal kayiplarinin, genellikle tek bir ¢icek organi kimlik geni olan
APETALA3-3 (AP3-3) ifadesinin azalmasi veya kaybolmasiyla iliskili oldugu
gosterilmistir. Ornegin, Nigella’min apetal mutantinda ikinci introna bir transpozon
elemaninin  eklenmesi, AP3-3 geninin susturulmasina ve petallerin sepallere
doniismesine yol agcmustir. Thalictrum, Beesia ve Enemion gibi dogal apetal cinslerde
AP3-3 geni ya tamamen kaybolmus ya da kodlama/diizenleyici bolgelerdeki delesyonlar
nedeniyle islevsiz hale gelmistir. Ikincil olarak apetal hale gelmis biiyiik bir cins olan
Clematis’te ise AP3-3, psodogen oOzellikleri gostermektedir. Bu bulgular, AP3-3’{in
farkli evrimsel soy hatlarinda farkli mekanizmalarla susturuldugunu veya asagi yonli
regiile edildigini ve Ranunculaceae’de petal kimliginin birgok kez bagimsiz olarak
evrimlesmedigini, fakat ¢ogu durumda kayboldugunu ortaya koymaktadir. Bununla
birlikte, bagimsiz petal kayiplarimin genetik mekanizmalar1 karmasik olup, AP3-3
bozulmasi siirecin nedeni olabilecegi gibi sonucu da olabilir.

Whang vd. (2015) Brassica napus’ta apetal karakterin genetik kontroliinii
arastirmak amaciyla, apetal bir hat olan “APLO01” ile normal petalli “Holly” ¢esidinin
caprazlanmasindan elde edilen ve 189 birey iceren rekombinant saf hat (AH)
popiilasyonu iizerinde calismiglardir. Popiilasyonun genotiplenmesinde, 52.157 SNP
belirteci iceren Brassica 60K Infinium BeadChip Dizisi kullanilmigtir. 11.458 SNP ve
57 SSR isaretleyicisine dayali olarak, 2.027,53 ¢cM uzunlugunda, ortalama 0.72 cM
isaretleyici araligina sahip yiiksek yogunluklu bir genetik baglanti haritas
olusturulmustur. Bu harita, B. napus referans genomuyla yiiksek kolinearite gostermis
ve petal derecesi (PDgr) ile iliskili kantitatif o6zellik lokuslarinin (QTL)
haritalanmasinda kullanilmistir. Bes farkli fenotipik analiz deneyine dayali olarak, A3,
A5, A6, A9 ve C8 kromozomlarinda yer alan toplam 19 QTL tanimlanmis ve bunlar
meta-analiz yoluyla dokuz konsensilis QTL’ye indirgenmistir. Bunlardan qPD.C8-2, bes
deneyin tamaminda tutarl bigimde tespit edilen major QTL olarak 6ne ¢ikmistir. Ayrica

13



KAYNAK TARAMASI A. IZMIRLI

qPD.A9-2 ve qPD.C8-3, dort deneyde kararli bir sekilde ifade edilmistir. Kararli QTL
bolgeleri altinda 328 gen tanimlanmis, bunlardan 146°s1, cigcek gelisimiyle iliskili daha
once tanimlanmis 52 referans genin Gen Ontolojisi (GO) anotasyonlarina dayanarak
PDgr icin aday gen olarak degerlendirilmistir. Bu ¢alisma, B. napus’ta yiiksek
yogunluklu SNP haritas1 kullanilarak yapilan PDgr'ye yonelik QTL analizleri ile tohum
verimini artirabilecek yeni genetik hedefler ortaya koymakta ve apetal 6zelligin genetik
diizenlenmesine dair bilgimizi ileriye tagimaktadir.

Yu vd. (2016), yaptiklar1 calismada, B. napus bitkisinde ¢igek gelisiminin temel
unsurlarindan olan generatif evreye gecis (floral transition) ve petal olusumu siire¢lerini
diizenleyen genetik mekanizmalarin aydinlatilmas1 amaglanmistir. Bu dogrultuda,
tamamen apetal ve erken ¢igeklenen APLOI hatti ile normal petalli PLOI hatti
kullanilarak yiiksek kapasiteli RNA dizileme (RNA-seq) teknigi ile genom capinda
transkriptom analizi gerceklestirilmistir. Analizler sonucunda toplam 13.205 farkl
sekilde ifade edilen gen (DEG) tespit edilmis; bunlardan 6111 gen APLO1 hattinda
baskilanmis (down-regiile), 7094 gen ise artmis (up-regiile) olarak belirlenmistir.
Ozellikle protein biyosenteziyle iliskili ¢ok sayida genin ifade diizeyinin, apetal yap1 ve
erken c¢iceklenme Ozelliklerine bagli olarak degistigi gozlemlenmistir. Tahmin edilen
kolza ¢iceklenme genlerine dayanarak, vernalizasyon ve fotoperyot yollarini igeren bir
erken ciceklenme gen ag1 olusturulmustur. Ayrica, APLO1 hattindaki apetal karakteri
diizenlemesi muhtemel 36 iist diizey aday gen tanimlanmis; bunun yani sira, li¢ farkl
petal iliskili kantitatif 6zellik lokusu (QTL) ile iliskilendirilerek, petal olusumunu
diizenleyebilecek 6 gen belirlenmistir.

Duan (2020), Ranunculaceae familyasinda yiiriitiilen bir ¢aligmada, familyanin
apetal Ozellik gosteren tiim dokuz cins temsilcisi incelenmis; morfolojik, gen
ekspresyonu, molekiiler evrim ve fonksiyonel analizler yapilmistir. Calisma, petal
kimligi geni APETALA3-3 (AP3-3) ekspresyonunun olmamasi veya asagi
regiilasyonunun, tam yaprak kayiplariyla giiclii sekilde iligkili oldugunu ortaya
koymustur. Bununla birlikte, AP3-3 ortologlarinin bozulmasinin, yapraksiz soylarin
paralel evriminin dogrudan nedeni olma olasiligr diisiik bulunmustur. Morfolojik
karsilagtirmalar, apetal taksonlarda genellikle stamen sayisinin arttigini, sepal sayisinin
ise biiylik olgiide sabit kaldigini gostermistir. Bu durum, petal-sepal doniisiimlerinden
ziyade petal-stamen doniisiimlerinin baskin oldugunu disiindiirmektedir. Yakin
zamanda ortaya ¢ikan apetal Enemion cinsinde ise petal-anter doniisiimlerinin, C-
fonksiyon geni AGAMOUSI1 (AG1) ekspresyonunun artis1 ve disa dogru genislemesi
ile iliskili  mutasyonlardan = kaynaklandigi  belirlenmistir.  Bu  sonuglar,
Ranunculaceae ‘deki paralel petal kayiplarinin genel bir ¢ergevesini sunmakta ve diger
apetal soylarin bagimsiz koken mekanizmalarinin anlasilmasina katki saglamaktadir.

Klepikova vd. (2021), tarafindan yiiriitilen bu calismada, Capsella bursa-
pastoris’te (coban cantasi) dogal olarak ortaya ¢ikan yeni bir apetal mutantin morfolojik
ve genetik temelleri incelenmistir. Arastirmacilar, Rusya’nin Moskova bolgesinde
kesfettikleri ve Lepidium-benzeri ¢igek yapisi nedeniyle “lepidium-like” (lel) olarak
adlandirdiklar1 dogal mutant bireyleri, ayn1 populasyondan segilen normal petalli (wt-
msc-1) bitkilerle karsilastirmistir. Her iki genotip dort generasyon boyunca kendilenmis
ve fenotipik olarak kararli hatlar olusturulmustur. Apetal mutantta ¢igeklerin ¢gogunda
hi¢ petal bulunmazken, nadiren alt kisimdaki birkag ¢icekte bir veya iki kiigiik petal
gozlenmistir. Tarla ve sera kosullarinda yapilan morfolojik incelemelerde, apetal mutant
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ve yaban tip arasinda ¢igek organlarinin sirali gelisimi agisindan farklar tespit edilmistir.
Taramali elektron mikroskobu (SEM) ile yapilan gelisimsel analizlerde, /el mutantinda
petal taslaklarinin ge¢ ve eksik gelistigi, cogunlukla dort kosenin tamaminda petal
olusmadigi, dolayisiyla organ baglatiminin geciktigi ve petal gelisiminin bastirildigi
belirlenmistir. Genetik kalittm analizinde lel-msc-1 (maternal) x wt-msc-1 (paternal)
melezlemesi sonucunda elde edilen F: bireylerinde orta diizeyde apetal fenotip
gbzlenmis; bu durum kismi dominantlik (kodominantlik) gostergesi olarak
yorumlanmustir. F> populasyonunda 103 birey analiz edilerek fenotip dagilimi, »?
testiyle degerlendirilmis ve monojenik kalitim hipotezi reddedilmistir (p < 0.001).
Veriler, digenik kalittm modeline (iki genli kalitim) uygun bulunmus, apetal karakterin
biri dominant, digeri resesif olmak {iizere iki farkli gen tarafindan kontrol edildigi
sonucuna varilmistir. Arastirmada ayrica SNP tabanli MutMap analizi kullanilarak bu
iki genetik bolgenin genom iizerindeki yerleri belirlenmistir. Buna gore, birinci gen
lokusu (LELT) altgenom A {izerinde, ikinci gen lokusu (LEL2) ise altgenom B iizerinde
haritalanmistir. LEL1 lokusunun baskin, LEL2 lokusunun ise ¢ekinik kalitim gosterdigi
belirlenmis; her iki mutasyonun da ayni fenotipe (apetal) yol actigi, fakat genlerin zit
islevli olabilecegi ifade edilmistir. Calismada 46 birey (23 mutant, 23 normal) igin
[llumina HiSeq 2000 platformunda tam genom dizilemesi gerceklestirilmis, yliksek
giivenilirlikte 217.099 SNP tespit edilmistir. Aday gen analizlerinde Arabidopsis
thaliana homologlar ile karsilagtirma yapilmis; fakat bilinen ¢icek gelisim genleri
(0rnegin APETALA3, PISTILLATA, PETAL LOSS) arasinda dogrudan bir eslesme
bulunmamistir. Bu durum, Capsella ve Arabidopsis arasinda petal gelisimini kontrol
eden mekanizmalarin evrimsel olarak farklilastigini diisiindiirmektedir. Sonug olarak,
arastirmacilar C. bursa-pastoris’te tanimladiklar1 /e/ mutantinin dogal, stabil ve kalitsal
bir apetal varyant oldugunu, bu karakterin iki genli kalitim modeliyle kontrol edildigini
ve ilgili lokuslarin genetik haritasinin ¢ikarildigin1 bildirmislerdir. Bu bulgular,
Brassicaceae familyasinda petal gelisiminin evrimsel cesitliligini anlamak agisindan
Oonemli bir model olusturmakta ve apetal karakterin molekiiler temellerine 1s1k
tutmaktadir.

Hu (2025), yaptig1 calismada, B. juncea “YLC” ile B. carinata “Bc216” (BBCC,
2n=34) caprazlanarak kararli bir apetal B. juncea (ABJ) hatt1 gelistirilmistir. Sitolojik
analiz, ABJ hattinda diyakinezde 18 bivalent ve anafaz I’de dengeli kromozom
ayrismasi ile normal kromozom davranisi sergilendigini ortaya koymustur. FISH
analizleri, kromozom konfiglirasyonunun ebeveyn B. juncea’ya benzer sekilde A alt
genomundan 20 ve B alt genomundan 16 kromozom igerdigini ve toplam kromozom
sayisinin 36 oldugunu dogrulamistir. Ancak RNA-seq ve molekiiler belirte¢ analizleri,
ABJ’nin A03 kromozomunda 15,8 Mb’lik delesyonu ortaya c¢ikarmistir. Gen ifade
analizi, apetal 6zelligin olusumuyla iligkili olabilecek 24 farkli sekilde ifade edilen geni
tanimlamigtir. Literatiirde, tlirler aras1 hibridizasyon yoluyla eksik kromozom
segmentlerine sahip apetal hardal iiretimine dair bagka bir 6rnek bulunmamaktadir. Bu
caligma, hem bu yontemin uygulanabilirligini ortaya koymakta hem de apetal fenotipin
olusum mekanizmalarina yonelik yeni bilgiler saglamaktadir.

2.2. Caryophyllaceae familyasinda yapilan haploidi ¢alismalar

Caryophyllaceae familyasinda yer alan tiirlerde haploid bitki eldesine yonelik
caligmalar oldukc¢a sinirli olup, 6zellikle V. hispanica tizerinde yapilan arastirmalar son
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derece kisitlidir. Bu nedenle, literatiir taramasinda Caryophyllaceae familyasina ait
diger tiirlerde yiiriitiilen haploidizasyon c¢alismalarina da yer verilmistir.

Murty ve Kumar (1976), Dianthus caryophyllus L. (karanfil) bitkisinde anter
kiiltlirii yoluyla bitki rejenerasyonu iizerine yaptiklari calismada, yarim anterler tizerinde
ilkel nod (bogum) ve tomurcuk tastyan kii¢lik bitkicikler olustugunu rapor etmislerdir.
Elde edilen bu bitkiciklerden ikisi, birka¢ giin siireyle modifiye edilmis White (White
1943) besin ortaminda kiiltiire alinmis ve yapilan incelemeler sonucunda bu yapilarin
anter duvar1 veya bag dokusundan degil, dogrudan polen tanelerinin duvarlarindan
gelistigi  belirlenmistir. Calisma, karanfilde polen kaynakli (androgenetik) bitki
rejenerasyonunun miimkiin olabilecegini gosteren erken donem arastirmalardan biri
olmasi agisindan 6nemlidir.

Mosquera vd. (1997) “Tanga” karanfil (Dianthus caryophyllus cv.) g¢esidinde,
cicek tomurcuklarindan elde edilen anterler kullanarak adventif rejenerasyon yontemini
gelistirmislerdir. Calismada, mikrospor evresi ile anter uzunlugu ve tomurcuk boyutu
arasinda korelasyon kurulmustur. 2.1-3.0 mm uzunlugundaki anterlerin, ge¢ tek
cekirdekli ve erken cift ¢ekirdekli mikrosporlar agisindan en yiiksek diizeyde oldugu
belirlenmistir. Bu anterler, terminal ¢i¢cek tomurcuklarinda bulunup, 1-2 cm
uzunlugundadir. En yiiksek kallus indiiksiyonu, anterlerin 5 hafta boyunca karanlikta,
Murashige & Skoog (MS) ortamina 1 mg/L 2,4-D ve 1 mg/L BAP eklenerek inkiibe
edilmesiyle saglanmistir. Otuz proembriyo elde edilmis ancak bunlardan sadece bir
bitkicik rejenerasyonu gerceklesmistir. Gibberelik asit (GA3)’nin proembriyo gelisimi
tizerinde etkisi olmadig1 gozlenmistir.

Sato vd. (2000) yaptiklar1 c¢aligmada, X-igin1 ile 1sinlanmis polenle yapilan
yalanci dollenme (psddofertilizasyon) icinde oviil kiiltiirii kullanilarak karanfilde
(Dianthus caryophyllus 1.) doubled haploid bitki {iretimi amaclanmistir. Mor tag
yaprakli bir hat (933145) ve sari/beyaz tag yaprakli yedi farkli hat/cesit kullanilarak iki
ayr1 deney yiiriitilmiistiir. Denemelerde oviiller, psodofertilizasyondan 1-4 hafta sonra
almarak farkli sukroz konsantrasyonlari iceren MS besiyerlerine kiiltiir edilmis ve
rejenerasyonlart degerlendirilmistir. %6 sukroz iceren ortamda yiizlerce siirgiin elde
edilirken, %9 ve %12 sukroz ortamlarinda rejenerasyon gozlenmemistir. Kiiltiirden elde
edilen bitkilerin biiylik kism1 kendilenmis, 55 bitkiden S1 tohumlar1 elde edilmistir. Bu
bitkilerden biri olan 97KC-R0-1, tag yaprak rengi ve sayisi agisindan tamamen stabil
bireyler iiretmis ve kok uglarinda hem haploid (n=15) hem de diploid (2n=30)
hiicrelerin varlig1 ile miksoploid bir yap1 gostermistir. Tundra ¢esidinden elde edilen
ikinci bitki (Tundra-R0-1) de benzer 6zellikler géstermistir. Her iki rejenere bitkinin S1
kusaklart morfolojik olarak homojen olup, genetik stabilite gostermistir. Yapilan
karsilastirmalar sonucunda, rejenere bitkilerin ana bitkiyle ayni olmadigi, disaridan
polenle dollenmedigi ve somatik orijin tasimadigi, psodofertilize oviil kiiltliriiyle elde
edilen gercek c¢ift haploidler oldugunu kanitlanmistir. Bu ¢alisma, karanfilde in vitro
partenogenez yoluyla doubled haploid bitki elde edildigini bildiren ilk ¢aligmalardan
biri olmasi bakimindan O©nemlidir. Ancak oviil kiiltiiriiyle elde edilen doubled
haploidlerin verimliligi diisiik bulunmus, bu nedenle haploid indiiksiyonunun artirtlmasi
icin kiiltiir kosullarinin ve 1smmlama parametrelerinin daha fazla optimize edilmesi
gerektigi vurgulanmistir.
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Dolcet-Sanjuan vd. (2000) nin ¢alismasinda, Fusarium oxysporum’a dayanikli
standart karanfil klonlari, gama isinlarina maruz birakilmis polenle tozlanarak ve in
vitro embriyo kurtarma yOntemi uygulanarak in situ indiiklenen partenogenez yoluyla
degerlendirilmistir. Bu protokol ile anormal kotiledonlu veya kotiledonsuz olasi
partenogenetik embriyolar elde edilmistir. Cekirdek izozim analizleri ve akis
sitometrisi, haploid ve dihaploid bitkilerin elde edildigini ve c¢ogu partenogenetik
embriyonun erken in vitro asamada diploidlestigini dogrulamistir. F. oxysporum’a
dayanikli ve fertil DHL ’lerin (‘D220°, ‘D504’ ve ‘D524’), bu dayaniklilik 6zelligini
duyarli bir klonun tiim dollerine aktardigi ve dayanmiklilikta rol oynayan {i¢ genin
tiimlinde homozigot olduklar1 belirlenmistir.

Ferrie vd. (2005), nutrasotik bitkilerde doubled haploid bitki {iretimine yonelik
Oon calismalarinda, 80’den fazla tiirii mikrospor kiiltlirii acisindan degerlendirmistir.
Arastirma, Brassica napus protokollii temel alinarak gergeklestirilmis ve 0Ozellikle
Apiaceae (maydanozgiller) ile Caryophyllaceae (karanfilgiller) familyalarina ait bazi
tiirlerde embriyogenez gozlemlenmistir. Anason (Pimpinella anisum), havug (Daucus
carota), kimyon (Carum carvi), dereotu (Anethum graveolens), rezene (Foeniculum
vulgare), ekin ebesi (Saponaria vaccaria) gibi tiirlerden basarili sekilde haploid ve DH
bitkiler rejenerasyon yoluyla elde edilmistir. Ozellikle S. vaccaria tiiriinde 350
embriyo/100 tomurcuk gibi yiiksek embriyojenik verimlilik ve %50’ye varan spontan
kromozom katlanmasi rapor edilmistir. Ayrica elde edilen DH hatlarin kimyasal
profilleri analiz edilmis, bazi1 hatlarda saponin ve ucucu yag igeriklerinde olumlu
degisiklikler tespit edilmistir. Bu calisma, nutrasétik bitkilerde DH teknolojisinin
uygulanabilirligini gdstermesi ve bu tiirler i¢in protokol optimizasyonunun gerekliligini
vurgulamasi bakimindan literatiirde 6nemli bir yer tutmaktadir.

Kernan ve Ferrie (2006) nin ¢alismast; nutrasotik degeri yiiksek olan S. vaccaria
(cow cockle) bitkisi i¢in ¢ift haploid (DH) iiretimine ydnelik bir mikrospor
embriyogenezi protokoliiniin gelistirilmesini konu almistir. Arastirmada, embriyogenez
tizerinde etkili olabilecek ¢ok sayida faktor degerlendirilmis olup, bunlar; genotip, ¢igek
tomurcugu boyutu, mikrospor yogunlugu, bazal ortam igerigi, karbon kaynag tiirii ve
kiltiir kosullaridir. En  yliksek embriyo verimi, 4-7.9 mm uzunlugundaki
tomurcuklardan elde edilen mikrosporlarin, %15 sukroz igeren NLN ortaminda,
32°C’de 3 giin 1s1 sokuna maruz birakilmasi ile saglanmistir. "White Beauty' genotipi,
100 tomurcuk basmma 350°den fazla embriyo ile en yiiksek embriyogenik yaniti
vermistir. Calismada spontan kromozom katlanmasi orani1 yaklasik %50 olarak
belirlenmis ve bu durum, kolhisin gibi kimyasallara gerek kalmadan DH bitkilerin elde
edilmesine olanak saglamistir. Elde edilen DH bitkiler basariyla topraga aktarilmis ve
tohum iiretimi gerceklestirilmistir. Arastirma sonucunda, S. vaccaria igin optimize
edilen bu mikrospor kiiltiirii protokolii ile yiiksek verimli DH hatlarinin gelistirilmesi
miimkiin hale gelmis, bu da tiirtin 1slah programlarinda etkin bir gsekilde
kullanilabilecegini gostermistir. Bu protokol, o6zellikle saponin igerigi agisindan
homojen hatlarin gelistirilmesine katki sunarak nutrasétik iiriin standardizasyonuna
onemli bir temel olusturmaktadir.

Fu vd. (2008), Cin pembesi (Dianthus chinensis L., 2n = 2x = 30) iizerine
gerceklestirdikleri calismada, anter kiiltiirlerinde somatik embriyogenesis oranlarinin
maksimize edilmesini amacglamistir. Calisma sonucunda, dondr bitkilerin genotipinin,
somatik embriyo indiiksiyon basarisinda belirleyici bir faktor oldugu ortaya konmustur.
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Anter kiiltiirii sirasinda uygulanan ortam bilesimi, 151k kosullar1 ve 6n islemler (soguk,
sicak ve mannitol inkiibasyonlar1) de embriyogenik kallus ve somatik embriyo
olusumunu énemli Slciide etkilemistir. Ornegin, dondr tomurcuklara soguk 6n islem
uygulandiginda ve anter kiiltiirleri karanlik kosullarda inkiibe edildiginde, embriyogenik
kallus indiiksiyon oranlarinin maksimum seviyeye ulastig1 belirtilmistir. Ayrica, genotip
ile kiiltiir kosullar1 arasinda 6nemli etkilesimler gézlemlenmistir. 'Carpet’ genotipinde,
anterlere uygulanan 5 giinliik 1s1 soku ile embriyogenez oranlarinda artis saglanirken, bu
tiir termal islemler diger genotiplerde anlamli bir etki gostermemistir. Benzer sekilde,
mannitol ile yapilan 6n islem yalnizca 'HC' isimli melez hatta embriyogenez lizerinde
olumlu etkide bulunmustur. Anter kiiltiirlerinden rejenerasyonla elde edilen bitkilerin
ploidi diizeylerinin degerlendirilmesi sonucunda hem diploid hem de tetraploid
bitkilerin elde edildigi rapor edilmistir. Histolojik ve sitolojik incelemeler, bu bitkilerin
tamaminin (n-polen ve 2n-polen hatlarindan) anter duvari hiicrelerinden tiiredigini
ortaya koymustur. Embriyojenik kallus kiiltiiri asamasinda ise, spontan kromozom
katlanmas1 olaymin meydana geldigi sonucuna varilmstir.

Ferrie (2021), V. hispanica (Caryophyllaceae) iizerinde daha dnce yiiriittiikleri
mikrospor embriyonogenesisi ve haploid bitki iiretimi iizerine yaptiklar1 deneysel
caligmalarin  sonuglarina dayanarak, bu tiirde kullanilabilecek standart bir
haploidizasyon protokoliinii detayli olarak yaymlamislardir. S6z konusu protokol,
tomurcuk fizyolojisi, stres kosullar1 ve kiiltiir ortam1 optimizasyonu gibi temel agamalari
icermekte olup, daha Once literatiirde yayinlanan embriyo gelisimi ve bitkiye
dontistiirme galismalarinin metodolojik bir derlemesi niteligindedir.

An vd. (2022b), Tirkiye'nin farkli bolgelerinden toplanan 66 yabani V.
hispanica genotipinin mikrospor kiiltlirii yoluyla androgenesis kapasitelerini
degerlendirmistir. Arastirmanin amaci, DH {retimi i¢in Tiirkiye genotiplerinin
uygunlugunu belirlemek ve karsilagilan darbogazlar1 tespit etmektir. Sonuglar,
genotiplerin biiyiik cogunlugunun (63/66) mikrospor embriyogenezine olumlu yanit
verdigini gostermis, baz1 genotiplerde 100 tomurcuk basina 300 embriyoya kadar
yiuksek verim elde edilmistir. Calismada {ic temel sorun tespit edilmistir: (1)
tomurcuklarda (¢i¢cek dokularinda) yogun kopiik olusturan saponin varligi mikrospor
izolasyonunu zorlastirmakta, (2) embriyolarin saglikli sekilde ¢imlenerek bitkicige
doniisiim oran1 diisiik olup, (3) olusan embriyolardan yogun sekilde tiiyli koklerin
meydana gelmesi saglikli kok sisteminin gelismesini, dolayisiyla embriyolarin bitkicige
doniisiim basarisin1 6nemli oranda engellemektedir. Tiiyli kok olusumunun, bitkide
endofitik mikroorganizmalarin varligiyla iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir. Sonug
olarak, V. hispanica mikrospor kiiltiiriine yiiksek yanit verebilen bir tiir olmasina
ragmen, DH bitki iiretiminde verimi diisiiren biyolojik ve teknik engeller
bulunmaktadir. Bu darbogazlarin agilmasi i¢in endofitlerin kontrolii gibi yeni stratejiler
gelistirilmesi Onerilmektedir.

Li vd. (2025), karanfil (Dianthus caryophyllus L.) “Francesco” c¢esidinde
doubled haploid hat elde etmek amaciyla anter kiiltlirii kosullarin1 optimize etmislerdir.
20-25 mm uzunlugundaki ¢icek tomurcuklarindan izole edilen tek ¢ekirdekli
mikrosporlarla calisilan ortamda, 1 mg L' thidiazuron (TDZ) ve 0.5 mg L' 24-
diklorofenoksiasetik asit (2,4-D) kombinasyonunun kallus ve siirgiin indiiksiyonunda en
yiiksek verimliligi sagladig1 belirlenmistir. Indiiksiyon siirecine 2 giin siiren soguk 6n
islem uygulanmis, yenilenen siirglinlerin ploidi seviyesi SSR belirtegleriyle, kalluslarin
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ploidisi ise akis sitometrisi ile analiz edilmistir. Caligmada haploid, diploid ve tetraploid
bitkilerin anter kiltlirii yoluyla elde edilebilecegi gosterilmistir. Bu caligsma,
“Francesco” ¢esidinde karanfiller i¢in etkili bir anter kiiltlirii sistemi kurulmasi
acisindan ilk olup, yeni kiiltiirlerin hizl1 elde edilmesine katki1 saglamaktadir.
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3. MATERYAL VE METOT

Bu calisma, 2022-2025 yillar1 arasinda Akdeniz Universitesi, Ziraat Fakiiltesi
Seralarinda ve Tarimsal Biyoteknoloji Boliimii Bitki Doku Kiiltiirii Laboratuvarinda
yuriitiilmiistiir. Arastirma temel olarak Vaccaria hispanica bitkisinde; seleksiyon
calismalari, apetal karakterin kalitminin belirlenmesi, backcross (BC) ve melezleme
caligmalar1 ile androgenesis denemeleri ¢alismalarini igermektedir. Bu calismalarin
materyal ve metodlar1 agagida belirtilmistir.

3.1. Materyal
3.1.1. Bitki materyali

3.1.1.1. Seleksiyon calismalarinda kullanilan materyaller

Calismalara baslamadan Once, ebeveynleri belirlemek amaciyla 2013-2017
yillar1 arasinda yiiriitiilen 1120136 numarali TUBITAK-1001 projesi kapsaminda elde
edilen sonuglar dogrultusunda, o projede kullanilan genotipler arasindan bazilar1 farkl
ozellikleri nedeniyle secilmistir. Secilen genotipler yetistirilmis, bunlar arasindan
seleksiyona tabi tutulanlar bir sonraki donem icin ebeveyn olarak kullanilmistir.
Seleksiyon ¢aligsmalarinda kullanilan bitki materyalleri agagida sunulmustur.

Baslangic bitki materyali olarak farkli iistiin 6zellikte olan 10 V. hispanica
genotipin tohumlart (V6, V8, V20, V35, V42, V46, V49, V53/1, V53/2, V57)
kullanilmistir. Ebeveyn olarak kullanilacak genotiplerin 6zellikleri asagida siralanmistir.

V6: siklopeptid igerigi yliksek,

V8: apetal karaktere sahip,

V20: nisasta miktar1 yiiksek,

V35: erkenci ve nisasta miktar ytliksek,
V42: siklopeptid igerigi yiiksek,

V46: saponin igerigi yiiksek,

V49: siklopeptid igerigi yiiksek,
V53/1: saponin igerigi yiiksek,

V53/2: apetal karaktere sahip,

V57: saponin, siklopeptid ve nisasta i¢erigi orta diizeyde, ancak ¢oklu 6zellige sahip.

3.1.1.2. Apetal cicek karakteri kalitim ¢alismalarinda kullanilan materyaller

Apetal cigek karakteri 6zelligini belirleme ¢alismalarinda petalli ve apetal bitki
genotipleri resiprokal olarak melezlenmis ve elde edilen F; bitkileri kendilenerek F3
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populasyonuna kadar ilerletilmistir. F> ve F3 asamalarindaki bitkilerde petal bakimindan
skorlama yapilmistir.

Apetal cicek karakterinin belirlenmesine yonelik yiiriitiilen ¢aligmalarda bitki
materyali olarak; petalli genotip olarak V53/1 ve apetal genotip olarak ise V53/2
kullanilmistir (Sekil 3.1). Her iki genotip de, seleksiyon caligsmalari sonucunda elde
edilen ve hedef Ozellikler bakimindan uygunluk gosteren ebeveyn bireyler olarak
secilmistir.

(@) (b)

Sekil 3.1. Apetal karakter kalitiminda kullanilan ebeveyn bitkiler; a) Petalli V53/1
genotipi; b) Apetalli V53/2 genotipi

3.1.1.3. Backcross ve melezleme calismalarinda kullanilan materyaller

Backcross ve melezleme calismalar1 kapsaminda, seleksiyonlar sonucunda
belirlenen uygun bireyler ebeveyn olarak secilmis ve bu bireylerle melezleme
calismalar1 gergeklestirilmistir. Elde edilen Fi populasyonlarindan geriye melezleme
(backcross) yapilmis ve BCiFs generasyonuna kadar ilerletilmistir. Backcross
melezlemelerinden sonug¢ alinamama ihtimaline karsilik her bir F; bitkisinde kendileme
islemi yapilarak Fs populasyonuna kadar ilerletilmistir.

Backcross ve melezleme caligmalarinda bitki materyali olarak; iistiin 6zellikler
gosteren 12 farkli V. hispanica genotipine ait bitkiler (V6, V8, V20, V35/1,V35/2 V42,
V46, V49/1,V49/2 V53/1, V53/2, V57) kullanilmistir. Bu bitkiler, 2022 yilinda
yiiriitiilen seleksiyon ¢alismalar1 sonucunda segilen bitkilerdir.

3.1.1.4. Androgenesis ¢calismalarinda kullanilan materyaller

Androgenesis ¢alismalar1 anter ve mikrospor kiiltiiri olarak gerceklestirilmistir.
Anter kiiltlirii ¢aligmalar1 ve mikrospor kiiltiirii ¢caligmalarinin her birisi i¢in 3 grup
deneme kurulmustur. Androgenesis ¢alismalarinda kullanilan bitki materyalleri (Cizelge
3.1) ve yetistirildigi donemler ayrintili olarak asagida verilmistir.
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Cizelge 3.1. Androgenesis ¢alismalarinda kullanilan genotipler ve bu genotiplerin
yetistirilme donemleri

Bitkilerin
Yetistirildigi ve Androgenesis Calismalarinda
e e . Calisma ‘
Kiiltiir Tipleri Calismanin Kullamilan Genotipler
Gruplan el e T
Yiiriitiildiigii Donem
L. Grup N
Denemeler 2022 Eyliil V8,V57
II. Grup ..
2023 Eyliil V8, V20, V42, V46, V53/1
Anter Kiiltiirii Denemeler
Denemeleri I B2/5-Fs, B3/4-F3, C4-F4, 32-1-BC,F
- Grup 2024 Eyliil 3 B3/4-Fs, C4-Fy, 32-1-BCiF,
Denemeler 40-1—BCF,,42-1-BC/F»
I Grup 2022 Eyliil V8, V20, V42, V46, V53/1
Denemeler
Mikrospor 1I. Grup )
Kiiltiirii Denemeler 2023 Nisan V8, V20, V42, V46, V53/1
s et 1L Grup B £ B2/5-Fs, C3-F, 32-1-BC/F,, 40-1-
Denemeler ¥ BCF»,42-1-BC/F;

Anter kiltirii denemeleri kapsaminda; 1. Grup denemede, ortam
optimizasyonunu belirlemek amaciyla, daha O©nce mikrospor embriyogenesis
performansinin yiiksek (V57) ve diisiik (inatc1) apetal genotip (V8) kullanilmistir. Bu
genotipler, daha Onceki seleksiyon c¢alismalar1 sonucunda belirlenen ve istenen
morfolojik 6zelliklere sahip bitkilerden se¢ilmistir. II. Grup anter kiiltiirii denemelerinde
genotip sayisi artirilarak farkli genotipler kullanilmis olup, I. Grup denemelerden elde
edilen 6n sonuglara bagli olarak ortam igerigi optimize edilerek devam edilmistir.
Boylece, elde edilecek embriyo sayisi artirilmaya caligilmistir. III. Grup denemelerde
ise genotip materyali olarak BCiF3 ve Fa kusaklarina ait apetal fenotip gosteren bireyler
kullanilmistir (Cizelge 3.1).

Mikrospor kiiltiirli denemeleri kapsaminda ise; 1. Grup mikrospor kiiltiirii
denemelerinde ortam optimizasyonu amaciyla, daha 6nce mikrospor embriyogenesis
performansinin yiiksek (V42) ve diisiik (inatg1) (V20) oldugu belirlenen genotipler (Art
2016) ile apetal cigek karakteri gosteren genotip (V8) kullanilmistir. II. Grup
denemelerde ise ayni genotiplere ait apetal bireyler materyal olarak kullanilmigtir
(Cizelge 3.1). Bu grupta ileri generasyonlarin mikrospor kiiltliriine tepkisi
degerlendirilmistir. III. Grup denemelerde ise BCiF. ve F3 populasyonuna ait apetal
fenotip gosteren bireyler kullanilmistir.

Androgenesis caligmalarinda her grupta kullanilan bitkiler, sera kosullarinda
standart kiiltiirel islemler (sulama ve bakim uygulamalar1) altinda yetistirilmis, uygun
tomurcuk ve mikrospor gelisimi asamasinda kiiltiire alinmistir.
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3.1.2. Androgenesis calismalarinda kullanilan besin ortami kimyasallari

Androgenesis ¢alismalarinda embriyo indiiksiyonu ig¢in farkli temel besin

ortamlar1 ile birlikte farkli karbonhidrat kaynaklari, BGD ve cesitli katki maddeleri
(AgNO:s, arabinogalaktan, timentin) kullanilmistir. BGD ve diger katki maddelerinin
farkl1 konsantrasyonlar1 grup bazli denemelerde degerlendirilmistir. Kullanilan temel
besin ortamlari; MS (Murashige ve Skoog 1962), BS (Gamborg vd. 1968), NN (Nitsch
ve Nitsch 1969) NLN (Lichter 1982), CHU (Chu 1981) ve CHB (Chu vd. 1990) ortami
olup, ortam igerikleri Cizelge 3.2.’de sunulmustur.

Cizelge 3.2. Androgenesis indiiksiyonu denemelerinde kullanilan temel besin ortami1 ve

igerikleri (mg/L)
No Ortam Androgenesis Indiiksiyon Ortamlarinin Temel Besin Ortamlari
Bilesenleri BS | NN | MS | CHB | NLN | CHU
MAKRO ELEMENTLER

1 KNO; 2500.00 | 950.00 | 1900.00 1415.00 125.00 | 2830.00
2 (NH4)2804 134.00 - - 232.00 - 463.00
3 MgSO4. 7TH,O 121.56 90.27 370.00 93.00 61.00 90.27
4 KH,PO4 - 68.00 170.00 200.00 125.00 400.00
5 CaCl2.2H,O 113.23 166.00 440.00 83.00 - 125.33
6 NH4NO; 3 720.00 | 1650.00 - - -

7 Ca(NO3).2H,O - - - - - -

8 KCL - - - - - -

9 NaH,PO4 130.44 - - - - -

MIKRO ELEMENTLER

1 MnSO4.5H,0 10.00 18.94 22.30 3.75 18.95 3.33
2 ZnS04.7H,0 2.00 10.00 8.60 5.00 10.00 1.50
3 H;BO; 3.00 10.00 100.00 5.00 10.00 1.60
4 KI 0.75 - 0.80 0.40 - 0.80
5 CuS04.5H,0 0.025 0.025 0.025 0.025 0.025 -

6 Na2MoO4.2H,O | 0.250 0.250 0.250 0.012 0.250 -

7 CoCl2.6H,0O 0.0250 - 0.025 0.025 0.025 -

DEMIR BILESIiGi
1 FeNa;EDTA 36.70 36.70 - 40.00 36.70 36.70
2 Na2EDTA.2H,O | 36.70 - - - - -
VITAMINLER

1 Nicotinic acid 1.00 5.00 0.50 0.50 5.00 0.50
2 Biotin - 0.05 - 0.25 0.05 -

3 Pyridoxine HCI 1.00 0.50 0.50 0.50 0.50 -

4 Thiamine HCI 10.00 0.50 0.40 0.25 0.50 1.00
5 Myo-inositol 100.00 100.00 100.00 0.39 100.00 -

6 Penthathenate - - 0.25 - -

7 Glisin - 2.00 - 1.00 2.00 2.00
8 Folik Asit - 5.00 - - 0.50 -

9 Glutamin - - - 1000.00 800.00

10 Pyridoksin HCL - - - - 0.50 0.50
11 L-Serin - - - - 100.00 -
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3.1.3. Anter Kkiiltiirii denemelerinde kullanilan besin ortamlari

Anter kiiltiiri ¢aliglamalar1 I. Grup anter kiiltiirii denemeleri ile baslamis ve bu
grupta 5 indiiksiyon kullanilmistir. 5 indiiksiyon ortaminin 3’1 yari-kati, 2’si ise sivi
ortamdan olusturulmustur. Kullanilan indiiksiyon ortami igerikleri Cizelge 3.3.’de
verilmistir. Indiiksiyon ortamlarinda olusan embriyolar, rejenerasyon icin BGD
icermeyen B5 ortamina aktarilmistir.

Cizelge 3. 3. 1. Grup anter kiiltiirii denemesinde kullanilan indiiksiyon ortamlari

Ortam TBeeIsI;;l Sukroz Maltoz Kinetin 24D pH Agar
No Ortami (e/L) (g/L) (mg/L) (mg/L) (g/L)

1 B5 30 - - - 5.9 8

2 NN 30 - - : 5.9 8

3 MS 30 - - - 59 8

4 CHB-3 - 90 2 2 6.0 -

5 NLN 150 y - - 5.9 -

[.Grup anter kiiltiiri denemelerinden elde edilen sonuglara gore 10 sivi

indiiksiyon ortamindan olusturulan II. Grup anter kiiltiirii denemeleri kurulmustur. II.
Grup anter kiiltiirii denemelerinde temel besin ortami olarak CHB (CHB-3) (Chu vd.
1990) ortami kullanilmis ve farkli karbonhidrat kaynaklari, BGD, arabinogalaktan ve
timentin konsantrasyonlarinin etkileri test edilmistir. II. Grup denemelerine ayrica N6
ortami olarak da bilinen CHU (Chu 1981) ortami eklenmistir. II. Grup denemelerde
kullanilan indiiksiyon ortamui igerikleri Cizelge 3.4.’de belirtilmistir.

Cizelge 3. 4. I1. Grup anter kiiltlirii denemelerinde kullanilan indiiksiyon ortamlari

Ortam | Ortam | Sukroz | Maltoz | Kinetin 2,4D Arabino- | Timentin | pH | Agar
No Adi (g/L) (g/L) (mg/L) | (mg/L) | galaktan (mg/L) (g/L)
(mg/L)

1 CHB-3 - 90 2 2 10 - 6.0 -
2 CHB-3 90 - 2 2 10 - 6.0 -
3 CHB-3 - 90 - - - - 6.0 -
4 CHB-3 - 90 - - 10 - 6.0 -
5 CHU - 90 2 2 10 - 6.0 -
6 CHB-3 90 - - - - - 6.0 -
7 CHB-3 - 90 0.25 0.25 - - 6.0 -
8 CHB-3 - 90 1 1 10 - 6.0 -
9 CHB-3 - 90 1 1 10 200 6.0 -
10 CHB-3 - 90 2 2 10 200 6.0 -

II. Grup deneme sonuglarina gore en etkili ortam belirlenerek III. Grup anter
kiltlirii denemelerine gegilmistir. III. Grup anter kiiltiirii denemelerinde temel besin
ortami1 CHB-3 olan Cizelge 3.4.deki 1 nolu siv1 ortam tek ortam olarak kullanilmis ve
farkli genotipler lizerindeki etkisi degerlendirilmistir.
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3.1.4. Mikrospor Kkiiltiirii denemelerinde kullanilan besin ortamlari

I. Grup mikrospor Kkiiltiirii ¢alismalarinda 1 izolasyon, 5 indiiksiyon ve 2
rejenerasyon ortami kullanilmistir (Cizelge 3.5). Indiiksiyon ortamlarinda temel besin
ortami1 olarak NLN (Kontrol) ortami kullanilmis, farkli pH seviyeleri ve farklh
kimyasallarin etkisinin test edildigi indiiksiyon ortamlar1 ile bunun 6ncesinde kullanilan
izolasyon ortaminin igerikleri Cizelge 3.5’de verilmistir.

Cizelge 3.5. I. Grup mikrospor kiiltiirii denemelerinde kullanilan ortamlarin igerikleri

izolasyon Ortam
1 Y2 BS
indiiksiyon Ortami (NLN Ortami )
Ortam pH Aktif Timentin Arabinogalaktan Sukroz
No Karbon (%) (mg/L) (mg/L) (g/L)
1 59 - - - 150
2 59 - 200 - 150
3 6.5 - - - 150
4 6.5 %1 - - 150
5 59 - - 10 150

I. Grup mikrospor kiiltiirii denemelerinden elde edilen sonuglara dayanarak II.
Grup denemeler planlanmistir (Cizelge 3.6.). Bu denemelerde, anter kiiltiiriinde basarili
sonuglar veren CHB-3 ortami da mikrospor denemelerine dahil edilmis olup, II. Grup
denemelerde kullanilan ortamlarin igerikleri Cizelge 3.6. da verilmistir.

Cizelge 3.6. I1. Grup mikrospor kiiltiirii denemelerinde kullanilan ortamlarin icerikleri

izolasyon Ortam
1 ¥ BS
Indiiksiyon Ortam
Ortam No| Temel Besin Sukroz Maltoz 2,4D Kinetin Timentin pH
Ortami (g/L) (g/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
1 NLN 150 - - - - 59
2 NLN 150 - - - 300 59
3 CHU 150 - - - - 59
4 CHB-3 - 90 2 2 - 6.0

III. Grup mikrospor kiiltlirii denemelerinde ise indiiksiyon ortami olarak sadece
NLN ortami1 kullanilmigtir. Bu deneme grubunda farkli F3 ve BCiF: bitkilerden
mikrospor kiiltiirleri yapilmis ve elde edilen embriyolar rejenerasyon igin BGD
icermeyen yari-kat1 BS ortamina alinmigtir.

Androgenesis ¢alismalarindaki tiim deneme gruplarinda kiiltiir petrileri 6ncelikle
karanlik kosullarda 32 °C’de 3 giin siireyle bekletilmistir. Ardindan 4-6 hafta boyunca
22-25 °C sicaklikta yine karanlik ortamda inkiibasyona alinmistir. Bu siirenin sonunda
elde edilen embriyolar, 16/8 saat (aydinlik/karanlik) fotoperiyot kosullarina alinmis;
yesillenmeye baglayan embriyolar ise BGD icermeyen BS besin ortami (%2 sukroz,
%0.9 agar iceren) kullanilarak embriyo rejenerasyon ortamina aktarilmistir.

Androgenesis  calismalarinda temel besin ortamlarina ilave edilen
kimyasallardan 2,4-D, Kinetin, aktif karbon, timentin (ticarcillin disodium) ve
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arabinogalaktan proteinleri i¢in hazirlanan stok soliisyonlarin bilgileri Cizelge 3.7’de
verilmistir.

Cizelge 3.7. Androgenesis ¢alismalarinda kullanilan kimyasallarin stok ¢ozelti bilgileri

Stok Stogu Kimyasalin Stok Stok Stok Saklama
No Hazirlanan Coziiciisii Konsantrasyonu Hacmi Kosullar
Kimyasal (mg/mL) (mL) °O)

1 24D NaOH 1 100 +4

2 Kinetin NaOH 1 100 -20

5 NAA NaOH 1 100 -20

6 Timentin ddH20 200 20 -20

7 Aktif Karbon ddH20 10 100 20-25

8 Arabinogalaktan ddH20 10 100 +4

3.2. Deneme alanina ait iklim verileri

Bu caligma kapsaminda kullanilan bitki materyalleri, farkli generasyonlara (Fi,
F2-BCi, F5-BCiF2 ve F+-BCiF3) ait olup, Antalya ekolojik kosullarinda farkli yetistirme
sezonlarinda yetistirilmistir. Denemeler, sonbahar—kis ve ilkbahar-yaz donemlerini
kapsayacak sekilde 2023-2025 yillar1 arasinda yriitiilmiustiir.

Calismanin yiiriitiildigli donemlere ait iklim verileri, Meteoroloji Genel
Miidiirliigii'nden (MGM) (Anonim 2026) temin edilmis, ¢alismada kullanilan tiim
yetistirme sezonlarina ait iklim verileri Cizelge 3.8.’de ayrintili olarak sunulmustur.

Cizelge 3.8. 2023-2025 yillar1 arasinda Antalya’da farkli generasyonlarin yetigtirme
sezonlarina ait iklim verileri (MGM 2026)

Yetistirilen ‘{sitzli:i:lll‘tge Yetistirilme | Maximum | Minimum Ortalama
generasyon vil ayl1 sicaklik (°C) | sicaklik (°C) | sicaklik (°C)
Eyliil 31.2 18.3 23.3
Ekim 31.4 19.2 24.0
Sonbahar Kasim 28.2 8.7 18.9
Fi 2023- Aralik 23.6 10.2 15.7
Kis 2024 Ocak 23.4 6.8 14.2
Subat 21.4 9.3 14.4
Mart 25.0 9.7 16.1
Nisan 31.6 14.6 21.1
[Ikbahar- Mayis 31.1 14.8 21.7
BCi-F» Yaz Haziran 44.8 19.7 29.1
2024 Temmuz 42.2 21.4 31.1
Agustos 42.5 254 29.8
Eyliil 39.9 21.4 28.9
Ekim 31.3 16.0 23.1
Sonbahar Kasim 30.3 7.2 19.7
Fs-BC,F» 2024- Aralik 21.0 7.5 13.5
Kis 2025 Ocak 23.1 8.2 14.1
Subat 21.0 1.3 10.7
Mart 27.5 6.2 16.3
Ilkbahar- Nisan 27.1 8.8 17.0
Fa-BCIF Yaz Mays 376 13.7 217

26



MATERYAL VE METOT A. IZMIRLI

2025 Haziran 41.9 16.5 24.7
Temmuz 46.1 23.2 29.4
Agustos 43.4 24.0 29.6

3.3. Metot
3.3.1. Seleksiyon calismalari

2022 ilkbahar-yaz déneminde ebeveyn olarak kullanilacak genotiplerin tohum
ekimleri, ti¢ tekerriirlii deneme desenine uygun olarak yapilmistir. Bitkiler ¢igeklenme
donemine ulastiginda, sira lizerindeki varyasyonlar1 temsil ettigi diisiiniilen 6zellikler
(bitki boyu, cicek yapisi, ¢icek rengi gibi morfolojik 6zellikler) yoniinden hatlar
belirlenmistir. Bu hatlarin kontrollii tozlanmalarini saglamak i¢in ¢icekleri tiil keselerle
izole edilmistir (Sekil 3.2). Boylece, yabanci tozlanmalarin Oniine gegilerek genetik
safligin korunmasi hedeflenmistir.

Kendileme sonucu elde edilen bitkiler; apetal kalitim c¢aligmalarinda, backcross
ve melezleme c¢alismalarinda kullanilmistir. Ayrica secilen hatlar androgenesis
caligmalarinda dondr bitki materyali olarak da kullanilmustir.

(@ (b)

Sekil 3.2. 2022 ilkbahar-yaz donemi ¢aligmalariin yiiriitiildiigii seradan goriintiiler; (a)
Seranin ekime hazirlanmasi; (b) Uygun gelisim asamasindaki bitkilerin kendilenmesi

3.3.2. Apetal cicek karakteri kalitim ¢alismalar

Hem apetal hem de petalli genotipler arasinda resiprokal melezlemeler
gerceklestirilmistir. Melezleme islemine ge¢ilmeden Once, anne ebeveyn olarak
kullanilacak bitkilerde uygun tomurcuk evresi belirlenmis ve bu evrede dikkatli bir
sekilde emaskiilasyon uygulanmistir. Emaskiilasyondan bir giin sonra, sabahin erken
saatlerinde (09.00-11.00), erkek ebeveynlerden elde edilen polenlerle tozlama islemi
gergeklestirilmistir. Tozlamayi takiben, dis tozlanmalar1 ©Onlemek ve kontrolli
dollenmeyi saglamak amaciyla tozlanan tomurcuklar tiil kese ile izole edilmistir (Sekil
3.3).
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Al

(@) (b) (©)

Sekil 3.3. Melezleme asamalarindan goriintiiler; a) Emaskiilasyon islemi; b) Melezleme
islemi; ¢) Melezlenen tomurcuklarin tiil kese ile kapatilmasi

Melezlemelerden ede edilen F: tohumlar1 bir sonraki dénemde viyollere ekilmis
ve fide asamasini takiben seraya aktarilmistir. Serada yetistirilen F: bireyleri, uygun
tomurcuk evresine ulastiklarinda tiil keselerle izole edilerek kendilenmis; bu islem
sonucunda F» tohumlar1 elde edilmistir. 2023 sonbahar-2024 kis doneminde Fa
populasyonunun olusturulmasi amaciyla viyollere ekilen 200 tohumdan, ¢imlenme
oranina bagli olarak {ic hafta sonunda 180 adet fide seraya dikilmistir. Bitkiler
ciceklenme donemine ulastiginda, petal varligina gore (petalli veya apetal) fenotipik
olarak degerlendirilmis ve her birey yine tiil keseler ile izole edilerek kendileme yoluyla
tohum elde edilmistir.

2024 ilkbahar-yaz doneminde, Onceki bulgularin giivenilirligini artirmak
amacityla F. bireylerinden elde edilen tohumlar yeniden viyollere ekilerek F2
populasyonu tekrar yetistirilmistir. Bu kapsamda viyollere ekilen 200 adet Fa
tohumundan, 185 bitki basariyla ¢imlenmis ve fideler 3 hafta sonunda seraya
dikilmistir. Bitkiler uygun tomurcuk evresine ulastiklarinda petal morfolojisine gore
skorlanmis ve her birey, Fs generasyonu icin tohum elde etmek amaciyla tiil keselerle
izole edilerek kendilenmistir (Sekil 3.4).

28



MATERYAL VE METOT A. IZMIRLI

Sekil 3.4. 2024 ilkbahar-yaz doneminde yetistirilen F» bireylerinde, c¢iceklenme
doneminde gergeklestirilen kendileme islemleri

Bu F: populasyonu igerisinden rastgele secilen bireylerden; 5 apetal, 12 yari
petalli ve 48 petalli bitkiye ait Fs tohumlari, viyollere progeny (aile) esasina gore
ekilmis ve c¢imlenen Fs fideleri seraya aktarilmistir. Bitkiler ¢igeklenme dénemine
ulastiklarinda, petal varligina gore fenotipik skorlamalar1 gergeklestirilmistir.

3.3.3. Backcross ve melezleme calismalari

Backcross ve melezleme calismalari kapsaminda ebeveyn bitkilerden V8 ve
V53/2 numarali apetal genotipler ¢ogunlukla anne, petalli bireyler ise baba ebeveyn
olarak tercih edilmistir. Melezlemeler baslatilmadan o6nce uygun tomurcuklarda
emaskiilasyon islemleri yapilmis ve 1 giin sonra sabahin erken saatlerinde (09.00-11.00)
melezlemeler yapilmistir. Melezleme yapilan tomurcuklar tiil kese ile kapatilmistir.

Melezleme sonucunda elde edilen F: bitkileriyle geriye melezleme (backcross)
caligmalarina baglanmistir. Geriye melezleme sonucunda elde edilen her bir BC: bitkisi
uygun gelisim asamasina ulagtiginda kendilenmis, elde edilen BC:F2 populasyonunda
ise apetal bitkiler secilmistir. Bu segilen apetal bitkiler tekrar yetistirilerek BCiFs
bireyleri olusturulmustur. BC:iFs bireylerinin morfolojik ve hasat sonrasi agronomik
ozellikleri belirlenmistir.

Backcroos melezlemelerinde az bitki sayis1 ve apetal 6zelligi olmama ihtimaline
karsilik ayrica, her Fi bitkisi kendilenerek Fs generasyonuna kadar ilerletilmistir. F»
kademesinden itibaren secilen apetal bitkilerden tek tohum ilerletme (SSD) yontemiyle
F3 ve Fs4 populasyonlari, sirasiyla 2023-2024 ve 2024-2025 yillarinda sera kosullar
altinda yetistirilmistir (Sekil 3.5 ve 3.6). Daha sonra, Fa bireylerinin morfolojik ve hasat
sonras1 agronomik 6zellikleri belirlenmistir.
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(©)

Sekil 3.5. Backcross melezlemeleri i¢in ebeveyn ve Fi hatlarin yetistirildigi seradan
goriintiiler; a) Sera hazirligl; b) Dikime hazir hale gelen uygun fide; ¢) Melezleme ve
kendileme asamasina gelmis ebeveyn bitkileren genel goriiniim
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(@ (b)

Sekil 3.6. Kendileme ve BC melezlemeleri yapilan F; bitkilerinden goriintiiler; a)
Kendileme yapilan F; bitkileri; b) BC melezi yapilan F; bitkisi

3.3.4. Ki-Kare analizi

Apetal kalitim belirleme calismalarinda F» ve Fs popiilasyonlarinda petal tipine
ait segregasyon oranlarinin genetik acilim modeline uygunlugu, ki-kare (y*) analizi
kullanilarak test edilmistir.

xe-y, (22E02)

Ei

Formiile gore; O gozlenen, E beklenen degerlerdir.

3.3.5. Agronomik 6zelliklerin belirlenmesi

Backcross ve melezleme calismalar1 sonucu elde edilen ebeveyn, F4 ve BCiF;
bitkilerinin, ¢calismada elde edilen genotipleri daha iyi tanimaya yonelik olarak cesitli
morfolojik gozlem verileri [bitki yiiksekligi, tabanda gévde (sap) ¢api, ¢atal sayisi, son
5 catalin ¢icek sayisi, son alar bolgesi ¢igcek sayisi, kaliks eni ve boyu, kaliks dislerinin
sekli, cicek sap uzunlugu, fide dikim tarihi, ¢igeklenme baglangig tarihi, bitki vejetasyon
stiresi (giin)] alimmigtir. Ayrica, hasat sonrasi tohumlarin agronomik o&zellikleri de
belirlenmistir (Sekil 3.7),

Genotiplere ait hasat verileri su sekilde tespit edilmistir:

e Tek bitki agirhg: (g): Kokler hari¢ olmak iizere bitkinin toprak iistii tlim aksaminin
kurutulduktan sonra tartilmasiyla belirlenmistir. Olgiimler, genotipler arasinda bitki
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sayilarinin farklilik gostermesi nedeniyle her bir genotipte mevcut bireyler iizerinden
gergeklestirilmistir.

¢ Bitki basina tohum verimi (g/bitki): Her genotipte bitki basina elde edilen ortalama
tohum verimi, elde elden bitkiye boliinmesi ile hesaplanmistir.

e Hasat indeksi: Bitki basina tohum verimi (g)/ bitki basina toplam verim (sap+tohum)
formiiliine gére hesaplanmaistir.

e Kapsiildeki tohum sayis1 (adet): Her genotipten farkli bitkilerden rastgele secilen
10’ar kapsiiliin i¢indeki tohum sayilarinin ortalamasi alinarak hesaplanmastir.

¢ Bin tane agirhig1 (g): Her genotipten alinan 1000 adet tohuma ait agirlik degerleri
kaydedilmistir.

Sekil 3.7. Cesitli taksonomik ve morfolojik gozlemlerin yapilmasi; a) Bitki boyunun
Ol¢iilmesi; b) 1000 dane agirliginin hesaplanmasi

3.3.6. Arastirma tasarimi ve veri analizi

Apetalli ve petalli genotipler arasinda yapilan melezlemeler sonucunda elde
edilen F4 ve BCiF3; ile ebeveyn bitkilerde Olgiilen morfolojik ozelliklerin (bitki
uzunlugu, bitki genisligi, dal sayisi, taban genisligi, son alar bolgesi ¢igek sayisi, son 5
catalin ¢icek sayisi, kapsiil genisligi ve kapsiil uzunlugu) istatistikleri (ortalama,
standart hata) hesaplanmis; gruplar arasindaki farklarin belirlenmesi amaciyla SPSS
istatistik programinda tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve Tukey coklu
kargilastirma testi uygulanmistir.

3.3.7. Androgenesis calismalari i¢cin mikrosporlarin uygun gelisim asamalarinin
belirlenmesi

Andrgenesis uygulamalarinda basariy1 belirleyen en 6nemli asamalardan birisi,
uygun gelisim evresinde bulunan mikrosporlar1 igeren anterlerin ve bu anterlerin
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bulundugu tomurcuklarin morfolojik 6zelliklerinin dogru bir sekilde tanimlanmasidir.
Bu basamak, izleyen kiiltiir agamalarinin verimliligini dogrudan etkilediginden kritik bir
Ooneme sahiptir. Bu nedenle, her bir deney grubunda caligsmalara baslamadan 6nce hem
anter kiiltiirii hem de mikrospor kiiltiirii denemelerinin basinda, farkli genotiplerdeki
mikrospor gelisim evreleri ayrintili olarak incelenmistir (Sekil 3.8). V. hispanica’daki
uygun gelisim evresinin (geg tek ve erken ¢ift ¢ekirdekli asamalar) genotipler arasinda
farklilik gosterebilmesi nedeniyle, degisik biiyiikliiklerde toplanan tomurcuklarin
igerisindeki anterlerin mikrosporlari, DAPI (4',6-Diamidino-2-phenylindole) ile boyama
yontemiyle hazirlanan preparatlar {izerinden floresan mikroskop altinda incelenmistir.
Yapilan bu 6n degerlendirmeler neticesinde, gec tek ve erken ¢ift ¢ekirdekli evredeki
mikrosporlar1 tagiyan tomurcuklarin karakteristik morfolojik 6zellikleri belirlenmis,
kayit altina alimmis ve yalnizca bu nitelikleri karsilayan bitki materyali kiiltiir
denemelerinde kullanilmistir.

®. 1 2 3 4

W %
e R s
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(@)

(b) (d

Sekil 3.8. Uygun tomurcuk asamasinin belirlenmesi ¢aligmalari; a) Farkli boyutlardaki
tomurcuklar; b) 1 nolu tomurcuklardan izole edilen mitoz agsamasindaki mikrosporlar; c)
2 nolu tomurcuklardan izole edilen ge¢ tek c¢ekirdek asamasindaki mikrosporlar; d) 4
nolu tomurcuklardan izole edilen ge¢ ¢ift c¢ekirdekli asamasindaki mikrsoporlar
(polenler).
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3.3.8. Yiizey dezenfeksiyonu

Uygun tomurcuk asamasi belirlendikten sonra androgenesis caligmalarinda
tomurcuk ylizey dezenfeksiyonu i¢in tomurcuklar %70’lik etil alkolde 1 dk bekletilmis
ve ardindan 1-2 dk saf suda durulama islemi yapilmistir. Daha sonra 1-2 damla Tween
20 eklenmis %30 luk ticari hipoklorit solisyonunda 15 dakika muamele edilmistir.
Hipoklorit soliisyonundan sonra tomurcuklara 3 kez steril saf su ile durulama islemi
yapilmuistir.

3.3.9. Anter Kkiiltiirleri

Uygun gelisim asamasinda mikrosporlart igerdigi belirlenen tomurcuklarin
sterilizasyon islemi tamamlandiktan sonra, yatay hava akisli steril kabin igerisinde steril
pens ve bistiiri yardimiyla anterleri izole edilmistir. Tiim grup denemelerinde, anterler 6
cm c¢apindaki petri kaplari igerisine hazirlanmis indiiksiyon ortamlarina, her petriye 40
anter olacak sekilde yerlestirilmistir. Bu kiiltiirler, ilk 2 giin boyunca 32°C sicaklikta
karanlik kosullarda, ardindan 24-26°C sicaklikta yine karanlik ortamda inkiibe
edilmistir. Anter kiiltiirleri inkiibasyon siiresi boyunca diizenli araliklarla, yari-kat1 veya
s1vl olmalarina gore, stereo veya ters 151k (inverted) mikroskobu ile gdzlemlenmistir.

Anterlerin oda sicakligindaki inkiibasyonunun yaklasik 3.—4. haftasinda olusan
embriyojenik kalluslar / embriyolar, karanlik inkiibasyon kosullarindan ¢ikarilarak 16/8
saat aydinlik/karanlik kosullara alinmistir. Fotoperiyodik kosullarda 2 giin siireyle
tutulmalarinin ardindan, embriyojenik yapilar embriyo gelisimi i¢in rejenerasyon
ortamina aktarilmis ve 24-25 °C sicaklik ve 16/8 saat aydinlik/karanlik kosullara sahip
iklim odalarinda inkiibe edilmistir. Bu asamadan sonra embriyojenik yapilarin
morfolojik gelisimlerinin takibi diizenli olarak yapilmaistir.

3.3.10. Mikrospor Kkiiltiirleri

Mikrospor kiiltiirii ¢alismalart (Sekil 3.9) i¢in ilk olarak sterilizasyonu yapilan
tomurcuklardan izolasyon ortami kullanilarak mikrosporlar izole edilmistir. izolasyon
isleminde; tomurcuklar beher igerisinde 2 B5 besin ortaminda ezilmis ve ardindan elde
edilen mikrospor silispansiyonu 40 pm’lik filtreden gecirilmistir. Filtrelenen
mikrosporlar, 2 B5 besin elementleri igeren izolasyon ortami ile 20 mL’ye
tamamlanarak 50 mL’lik steril Falcon tiiplerine alinmistir. izole edilen mikrosporlar,
+4°C sicaklikta 950 rpm de 3 dakika siireyle santrifiij edilmistir. Santrifiij islemi
sonrasinda tiiplin iist kisminda kalan siipernatant dokiilmiis ve mikrosporlar ayni
izolasyon ortami ile yikanmistir. Bu yikama islemi toplamda ii¢ kez tekrarlanarak
mikrosporlar izole edilmistir. izolasyonun ardindan mikrospor yogunlugunu belirlemek
amaciyla az miktarda 6rnek alinmis ve hemocytometer (hiicre sayma lami1) kullanilarak
yogunluk hesaplanmistir. Elde edilen sonuglara gore, mikrospor yogunlugu mL’de
25.000 olacak sekilde (2.5x10* mikrospor/mL) ayarlanmistir. Hazirlanan mikrospor
siispansiyonu, 6 cm ¢apindaki steril petri kaplarina indiiksiyon ortamu ile karigtirilarak 7
mL/petri miktarinda dagitilmistir. Petri kaplar1 32°C’de karanlik kosullarda 2 giin
inkiibe edilmis, ardindan kiiltiirlerin 24-26°C sicakliktaki karanlik ortamda
inkiibasyonuna devam edilmistir.
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Anter kiiltiirli caligmalarinda oldugu gibi, mikrospor kiiltlirlerinin oda
sicakligindaki inkiibasyonunun yaklasik 3.—4. haftasinda olusan embriyolar, karanlik
inkiibasyon kosullarindan ¢ikarilarak 16/8 saat aydinlik/karanlik kosullara alinmistir.
Fotoperiyodik kosullarda 2 giin siireyle tutulmalarinin ardindan, embriyojenik yapilar
embriyo gelisimi i¢in rejenerasyon ortamina aktarilmis ve 24-25°C sicaklik ve 16/8 saat
aydinlik/karanlik kosullara sahip iklim odalarinda inkiibe edilmistir. Daha sonra
cekirdek boliinmelerinden itibaren embriyojenik gelisimler diizenli olarak takip
edilmistir (Sekil 3.9).

Sekil 3.9. Mikrospor kiiltiirii asamalar1 ve mikrospor boliinmeleri

3.3.11. Bitki rejenerasyonu, koklendirme ve aklimatizasyonu

I. ve II. Grup anter kiiltiiri denemeleri kapsaminda indiiksiyon asamasinda
gelisen kallus ve embriyolar, rejenerasyonun saglanmasi amaciyla BGD igermeyen B5
besin ortamina (rejenerasyon ortamina) aktarilmistir. Rejenerasyon ortamina alinan
materyallerin kiiltiir kosullar1 altindaki stirglin gelisimi ve kok olusumu takip edilmistir.
B5 ortaminda gelisen siirglinlerde kok olusumunun degerlendirilmesi amaciyla alt
kiltlirler gerceklestirilmis, ancak bu ortamda kok gelisimi sinirli kalmistir. Bununla
birlikte, II. Grup anter kiiltiirii denemelerinde baz1 kotiledonlu embriyolarin gercek kok
olusturabildigi gozlemlenmistir. Koklenme gdsteren silirglinler aklimatizasyon
asamasina alinmistir.

I. ve II. Grup mikrospor kiiltiirii calismalar1 sonucunda elde edilen embriyolar ile
kotiledon agamasina ulasan embriyolar, rejenerasyonun desteklenmesi amaciyla yine
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BGD icermeyen B5 besin ortamina aktarilmistir. Bu ortamda embriyolarin gelisimlerini
sirdiirdiigii, embriyo farklilagsmasinin devam ettigi ve siirglin olusumlarinin
gerceklestigi gozlemlenmistir.

B5 ortaminda smirli diizeyde koklenme goriilmesi nedeniyle, gelisen siirgiinler
koklenmenin tesvik edilmesi amaciyla BGD igermeyen 2 MS ortami ile /2 MS + 1
mg/L NAA igeren besin ortamlarinda alt kiiltiire alinmistir.

Anter ve mikrospor kiiltiirlerinde ger¢ek kok gelisimi gosteren siirgiinler, in vitro
kosullardan dis kosullara adaptasyonlarinin saglanmas: amaciyla aklimatizasyona tabi
tutulmustur. Bu kapsamda, koklenen siirgiinler 1:1:1 oraninda torf:perlit:vermikulit
iceren yetistiricilik ortamina aktarilmis ve daha sonra kontrollii kosullarda kademeli
olarak dis ¢evre sartlarina alistirilmistir.

Sacst kok olusumlar1 ve aklimatizasyon asamasinda karsilasilan bitki kayiplari
nedeniyle saglikli bitki/tohum gelisimi ic¢in alternatif bir yaklasim uygulanmistir.
Rejenerasyon ve koklendirme amaciyla kiiltiir kaplarinda tutulan siirgiinlerde
ciceklenmenin gozlemlenmesi Tlizerine, II. Grup mikrospor kiiltiirii ¢alismalari
sonucunda elde edilen siirgiinlerin bir kismi tohum olusumunu tesvik etmek amaciyla
filtreli kaplarda /2 MS besin ortamiina aktarilmistir.

3.3.12. Androgenesis calismalarinin arastirma tasarimi ve veri analizleri

Androgenesis ¢alismalar1 kapsaminda gerek anter gerek mikrospor kiiltlirlerinde
elde edilen embriyo, kallus ve siirgiin verilerinin istatistik analizleri yapilmistir.

I. ve II. Grup anter Kkiiltiiri denemelerinde; genotip, indiiksiyon ortami ve
genotip X indiiksiyon ortami etkilesimlerinin etkileri, SPSS istatistik paket programi
kullanilarak iki yonlii varyans analizi (ANOVA) ile degerlendirilmistir. III. Grup anter
kiiltiirti denemelerinde ise tek bir indiiksiyon ortam1 bulunmasi nedeniyle veriler SPSS
programi araciligiyla tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile analiz edilmistir. 1. ve II.
Grup anter kiltiirii denemelerinde belirlenen istatistiksel farkliliklarin ortaya
konulmasinda LSD ¢oklu karsilastirma testi kullanilirken, III. Grup anter kiiltiiri
denemelerindeki gruplar arasindaki farkliliklar Tukey testi ile degerlendirilmistir.

Mikrospor kiiltiirii caligmalarina ait istatistiksel degerlendirmelerde ise; 1. ve II.
Grup mikrospor kiiltlirii denemelerinde genotip, indiiksiyon ortami ve genotip X
indiiksiyon ortami etkilesimlerinin etkileri iki yonlii varyans analizi (ANOVA)
kullanilarak analiz edilmistir. III. Grup mikrospor kiiltiirii denemelerinde ise yalnizca
tek bir indiiksiyon ortaminin bulunmasi nedeniyle veriler tek yonlii varyans analizi
(ANOVA) ile degerlendirilmistir. I. ve II. Grup mikrospor kiiltiirii denemelerinde
istatistiksel olarak anlamli bulunan farkliliklarin belirlenmesinde LSD ¢oklu
karsilagtirma testi kullanilirken, III. Grup mikrospor kiiltiirli denemelerinde gruplar
arasindaki farkliliklar Tukey testi ile ortaya konulmustur.
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4. BULGULAR
4.1. Seleksiyon calismalari

2022 ilkbahar-yaz doneminde 3 tekerriirlii olarak yetistirilen bitkilerden her
tekerriirde siray1 temsil eden bitkilerden 4 bitki kendilenmistir (Sekil 4.1). Seleksiyon
asamalarinda V49 ve V35 genotiplerinin bazi bitkileri erkencilik 6zelliginden dolay1
kendi igerisinde 2 farkli gruba ayrilmis ve bu bitkilerin ebeveyn olarak kullanilmasi
planlanmistir.

Sekil 4.1. Seleksiyon sonucu segilen bitkilerden goriintiiler; a) V53/2 genotipine ait
apetal bitki; b) V53/1 genotipine ait petalli bitki; c) V35/2 genotipine ait bitkide kuruma
asamasindaki kapsiil catlamasi; d) Apetal ozellikteki V53/2 genotipine ait bitkideki
kapsiil yapisi
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4.2. Apetal cicek karakteri kalitimi calismalar:

Calismada apetal ¢igek karakterinin kalitimini belirlemek amaciyla, ebeveyn
olarak petalli (V53/1) ve apetal (V53/2) genotipler kullanilmigtir. Bu genotipler arasinda
gerceklestirilen resiprokal melezlemeler sonucunda elde edilen F: bitkilerinin tamami
petalli olarak gbzlemlenmistir. Bu durum, petal 6zelligini belirleyen allelin, apetal allele
kars1 dominant oldugunu ortaya koymaktadir. Ayrica, resiprokal melezleme
sonuglarinin benzer olmasi, V. hispanica’da apetal 6zelligin sitoplazmik bir etki
tasimadigini gostermektedir. Apetal 6zelligin monogenik mi yoksa multigenik mi
oldugunu belirlemek amaciyla, F: bitkileri kendilenmis ve bu yolla F> populasyonu
olusturulmustur.

2023 Sonbahar — 2024 kis doneminde yetistirilen F» bireyleri, ¢igeklenme
doneminde ¢icek morfolojisine gore fenotipik olarak skorlanmistir. Ebeveyn ve Fi
bitkilerinden farkli olarak, bu populasyonda yaripetalli (1-3 petalli) bireyler de
gbzlemlenmistir (Sekil 4.2). Tiim bitkiler ¢icek morfolojisine gore petalli, yaripetalli
veya apetal olarak siniflandirilmistir. Elde edilen fenotipik veriler dogrultusunda ki-kare
(%) analizi gergeklestirilmistir.

d) e) f)
Sekil 4.2. F; bitkilerinden elde edilen populasyonlardaki petal farkliliklari; a-d) Petalli
F> bitkisi ve petali; b-e) Yar petalli F» bitkisi ve petali; c-f) Apetal F» bitkisi ve
tomurcugu

Petal sayis1 bakimindan skorlanan 175 adet F2 bireyinden 123’ii petalli, 35’1 yart
petalli ve 17’si apetal olarak siniflandirilmisgtir. Elde edilen bu fenotipik dagilim; 12:3:1
oraninda bir genetik ag¢ilimi gostermektedir. Yapilan ki-kare (y*) analizi sonucuna gore
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(Cizelge 4.1.), soz konusu 0Ozelligin iki farkli gen tarafindan kontrol edildigi ve bu
genlerden birinin digerine baskin oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.1. 2023 Sonbahar-2024 kis doneminde yetistirilen bitkilerden ki kare analizi

2

Ebevenler Petal Petal Tipi Tahmini | Goézlenen | Beklenen X p
Tipi F1 F2 Oran Bitki Bitki
Sayisi Sayisi
Petalli
\ 12 123 131.25
V53/2 x V53/1 Petalli Yaripetalli
2 \ 3 35 3281 1403 |0.13
LU U
Apetalli
1 17 10.94
4

Literatiire gore, yaripetallilik ya da petallerdeki morfolojik anormalliklerin
diisiik sicaklik stresinden kaynaklanabilecegi bildirilmistir (Ma vd. 2015; McKim vd.
2017). Bu galismada F. bireylerinin yetistirme donemi kis aylarina denk geldiginden,
gbzlemlenen yar1 petallilik durumunun c¢evresel (soguk) kosullardan etkilenmis
olabilecegi diisiinlilmiistiir. Bu olasilig1 degerlendirmek amaciyla, 2024 bahar-yaz
déneminde F. populasyonu yeniden yetistirilmistir. Bu ikinci denemede toplam 178 F-
bireyi fenotiplenmis; bunlardan 133’i petalli, 35’1 yar petalli ve 10’u apetal olarak
kaydedilmistir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. 2024 bahar-yaz doneminde yetistirilen bitkilerden ki-kare (?) analizi

Ebevevnler Petal | Petal Tipi | Tahmini | Gozlenen Be]l;ilfl:‘ie“ 2
y Tipi F1 F2 Oran | Bitki Sayist P
Sayis1
Petalli
‘\ 12 133 133.50
V53/2x V53/1 Petalli Yaripetalli
3 y 3 35 3338 [0.19 | 091
LS N e N A )
Apetalli
1 10 11.13
&
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Her iki yetistiricilik donemi sonucunda da yar1 petalli bireylerin benzer
oranlarda goriilmesi (Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2); bu 6zelligin cevresel degil, genetik
kokenli olabilecegini desteklemekte ve yart petalliligin genetik bir karakter oldugu
hipotezini giliglendirmektedir.

Elde edilen sonuglarin dogrulugunu teyit etmek amaciyla F3 generasyonun
olusturulmasi planlanmistir. Her bir F» bitkisi kendilenmis (Sekil 4.3) ve bu bitkiler
arasindan rastgele sec¢ilen 48 petalli, 16 yaripetalli ve 5 apetal F» bireyinden elde edilen
F3 tohumlari, 2024 Sonbahar — 2025 kis doneminde progeni olarak yetistirilmistir
(Cizelge 4.3).

a) b)
Sekil 4.3. 2024 ilkbahar-yaz déneminde yetistirilen F3 bitkilerinden gériintiiler; a)
kendileme islemi yapilan Fs;  bitkileri, b) yarnn petalli Fs3  bitkisi
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Cizelge 4.3. F, bitkilerinden elde edilen F3 progenilerinde petal tiplerine gore fenotipik dagilim

Sira

Sira

No Biﬁiisi PF: Bitki Bft3ki F B . T " No BitF];si F: Bitki BiFtSki Fs Bitkisi Petal Tipleri
No etal Tipi Sayisi Petal Yaripetal | Apetal No Petal Tipi Sayist Petal | Yaripetal | Apetal
1 1 Petalli 12 12 0 0 27 61 Petalli 14 14 0 0
2 3 Petalli 12 9 1 2 28 63 Petalli 6 6 0 0
3 5 Petalli 10 6 3 1 29 65 Petalli 7 7 0 0
4 7 Petalli 13 9 3 1 30 67 Petalli 12 9 3 0
5 8 Petalli 13 13 0 0 31 69 Petalli 8 8 0 0
6 10 Petalli 9 7 2 0 32 71 Petalli 5 4 1 0
7 17 Petalli 13 11 2 0 33 73 Petalli 12 10 2 0
8 19 Petalli 8 7 0 1 34 75 Petalli 9 9 0 0
17 33 Petalli 10 7 2 1 35 77 Petalli 10 10 0 0
18 35 Petalli 5 5 0 0 36 79 Petalli 12 12 0 0
19 37 Petalli 4 4 0 0 37 81 Petalli 13 13 0 0
20 41 Petalli 10 10 0 0 38 83 Petalli 15 13 2 0
21 42 Petalli 14 10 3 1 39 85 Petalli 13 13 0 0
22 51 Petalli 8 8 0 0 40 92 Yaripetalli 9 0 9 0
23 53 Petalli 13 8 5 0 41 93 Yaripetalli 14 0 14 0
24 55 Petalli 12 10 2 0 42 94 Yaripetalli 13 0 13 0
25 57 Petalli 10 10 0 0 43 95 Apetalli 11 0 0 11
26 59 Petalli 10 10 0 0 44 96 Yaripetalli 14 0 14 0
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Cizelge 4.3.’lin devami
45 97 Apetalli 8 0 0 8 56 142 Petalli 7 7 0 0
46 100 Yaripetalli 7 0 5 2 57 147 Petalli 2 1 0 1
47 101 Petalli 8 4 4 0 58 151 Yaripetalli 6 0 4 2
48 111 Petalli 10 7 3 0 59 157 Petalli 11 10 1 0
49 115 Petalli 4 4 0 0 60 159 Apetalli 8 0 0 8
50 119 Petalli 10 10 0 0 61 163 Petalli 8 4 4 0
51 122 Yaripetalli 14 0 8 6 62 165 Yaripetalli 8 0 6 2
52 127 Apetalli 8 0 0 8 63 169 Petalli 10 8 1 1
53 129 Apetalli 4 0 0 4 64 175 Yaripetalli 10 0 10 0
54 132 Petalli 3 3 0 0 65 177 Petalli 8 5 3 0
55 135 Petalli 4 3 1 0 66 179 Petalli 1 1 0 0
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Petal 6zelligin baskin oldugu digenik kalitim modeline gore; F3 populasyonunda
yar1 petalli bitkilerden hem yaripetalli hem de apetal bireylerin elde edilmesi beklenmis
ve bu beklenti deneysel bulgularla dogrulanmistir. 12 yaripetalli F> bitkisinden elde
edilen F; dollerinden Mendel segregasyon ilkelerine uygun olarak yaklasik 2:1
(yaripetalli-apetal: yaripetal) oraninda fenotip bireylerin goriilmesi dngdriilmiis ve bu
oran 5 farkli F: bitkisinden elde edilen sonuglarla ortiismiistiir (Cizelge 4.4.) Fenotipik
gozlemler sonucunda, aaBB genotipi olarak tahmin edilen tiim bireylerin yaripetalli
fenotip gosterdigi belirlenmistir. Buna karsilik, aaBb genotipi olarak tahmin edilen F»
bitkilerinin F; dollerinde hem yaripetalli hem de apetal fenotipin oldugu saptanmistir
(Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. F, yaripetalli bitkilerin kendilemelerinden elde edilen F3 progenilerinde
petal tipi i¢in ki-kare analizi

Petal Tipi Petal Tipi Tahmini Gozlenen Beklenen X p
F Fs Oran Bitki Sayis1 | Bitki Sayis1
Yaripetalli- Apetalli
-‘\ \ 2 7 8
Yaripetalli 0.38 0.54

y Yaripetalli

L} .\ 1 5 4

Petalli bitkilerde ise, fenotipik olarak F.» kusagindaki AABB, AABb, AABb ve
AADbD genotiplerinden 3:1 oraninda petalli bireylerin elde edilmesi beklenmistir. 48 F»
bitkisi olmasina karsi bazi F» bitkilerin (Cizelge 4.3. de yer alan F; bitkileri:
35;37;45;63;65;132;142;179) F3 yavru sayist az oldugu igin x? analizine tabi
tutulmamistir. Petalli 40 F» bitkisi iizerinden yapilan degerlendirme sonucunda, 15 F»
bitkisinin F3 yavrularinin hepsinin petalli fenotip gosterdigi belirlenmistir (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. F> petalli bitkilerin kendilemelerinden elde edilen F3 progenilerinde petal
tipi i¢in ki-kare analizi

Petal Tipi Petal Tipi Tahmini Gozlenen Beklenen x? p
) Fs Oran Bitki Sayis1 | Bitki Sayisi
Petalli-Yar petalli-
Apetalli
Petalli ' \ \ \ 3 25 30
: 1.03 | 031
\ Petalli
- \ 1 15 10
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Ote yandan, 5 farkli F, apetal bitkisinden elde edilen tiim Fs bireylerinin de
tamamen apetal oldugu gozlemlenmistir (Sekil 4.4).

a)

Sekil 4.4. F3 bitkilerinin petal tipleri; a) 97 numarali apetal olan F. bitkisinden elde
edilen apetal Fs progenisi; b) 27 numarali yaripetalli olan F> bitkisinden elde edilen
yaripetalli F3 progenisi

Elde edilen bu sonugclar; arastirma kapsaminda V. hispanica tiiriinde apetal ¢igek
karakteri kalittiminin digenik kalittmi 12:3:1 (petalli: yaripetalli: apetal) modelini
desteklemekte ve genetik gecisin beklendigi sekilde gergeklestigini ortaya koymaktadir
(Sekil 4.5).

Tim bu veriler toplu olarak degerlendirildiginde; V. hispanica’da apetal ¢igek
Ozelliginin iki gen tarafindan kontrol edildigi ve bu genlerin etkilesimi sonucunda
fenotiplerin 12:3:1 oraninda (petalli: yaripetalli: apetal) dagildigi sonucuna varilmistir.
Bu sonug, V. hispanica tiriinde apetal cicek karakterinin genetik kontroliine iliskin
onemli bilgiler sunmakta ve yapilan melezlemelerle elde edilen Fs bireylerindeki
segregasyon oranlari, teorik beklentilerle yiiksek oranda Ortiiserek digenik kalitim
modelini desteklemektedir.
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? 3
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aabb AABBabb
AaBb
?

3 AB Ab aB ab
AB L) A5 i AaBB \ AaBb i
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Sekil 4. 5. V. hispanica’da apetal ¢igek karekteri kalitiminin punnet karesi

4.3. Backcroos ve melezleme calismalari

Seleksiyonu yapilan bitkilerden elde edilen ebeveyn bireyler, 2022 sonbahar —
2023 kis doneminde yetistirilmis ve uygun c¢igeklenme asamasinda melezleme
caligmalar1 gergeklestirilmistir (Sekil 4.6). Melezleme calismalarinda ¢ogunlukla anne
ebeveyn olarak apetal genotipler, baba ebeveyn olarak ise petalli genotipler
kullanilmistir. Yapilan melezleme caligmalar1 sonucunda V20, V6, V35/1 ve V49/1
numaralt genotiplerde tohum tutumu goézlenmemistir. Bu genotiplerde melezleme
islemlerine bir sonraki donemde de devam edilmistir.

45



BULGULAR A. IZMIRLI

Sekil 4.6. F1 melezleme sonucu tohum baglayan kapstillerden goriintiiler

Art vd. (2022b) tarafindan Tiirkiye’nin farkli bolgelerinden toplanan 66 V.
hispanica genotipinin serada esit kosullarda yetistirildigi calismada, kapsiil basina
tohum sayisinin sera kosullarindaki tohum iiretimi yetistiriciliginde 3 - 15 arasinda
degistigi ve ortalama 9 adet oldugu belirlenmistir. Bu ¢alismada yapilan melezleme
caligmalar1 sonucunda elde edilen kapsiillerde ise genellikle 1-4 adet arasi tohum
bulunmustur (Cizelge 4.6). Bu durum, yapilan melezleme islemlerinin biiyiik dl¢lide
basarili oldugunu gostermektedir. Nitekim bu kapstillerden elde edilen F; bitkilerinin
tamami petalli olarak goriilmiistiir. Buna karsilik, dogal dollenme sonucu olustugu
diisiiniilen ve 8-10 tohum igceren F; bireylerinin tamami apetalli fenotip gostermistir. Fi
bitkileri yetistirilirken her bir kapsiilden elde edilen tohumlar birbirine karistiriimadan
ayri1 ayri ekilmistir.

Elde edilen Fi tohumlarinin bir kismi ile ebeveyn hatlara ait tohumlar, 2023 yil
Nisan ayinda hasat edilmis ve yaklagik bir ay sonra, 2023 ilkbahar-yaz doneminde sera
kosullarinda ekilmistir. Ancak bu ekim denemelerinde tohumlarda ¢imlenme
gozlenmemistir (Cizelge 4.7). Bu durumun, tohumlarda dormansi olasiligindan ya da
yiiksek sicakliklarin olumsuz etkisinden kaynaklanabilecegi diisiiniilmiistiir. Literatiire
gore; V. hispanica tohumlarinin taze olarak primer dormansiye sahip oldugu ve
¢imlenme davranisinin bu dormansi durumuna bagli olarak degistigi bildirilmistir
(Duddu ve Shirtliffe 2014). Cimlenmenin yiiksek sicakliklardan kaynaklanilabilecegi
diisiiniilerek laboratuvar kosullarinda ¢imlendirme c¢aligmalar1 yapilmig, ancak
laboratuar kosullarinda yapilan ¢imlendirme denemelerinde de tohumlarda ¢imlenme
gerceklesmemistir.
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Cizelge 4.6. 2022 sonbahar-2023 kis doneminde melezleme yapilan ebeveyn genotipler
ve Fi tohum sayilari

Ebeveyn genotipler Melez Tutan Kapsiil Etiket 1 Kapsiildeki Tohum Toplam Tohum
Sayis1 (Adet) Adi Saysi Sayisi
Q a (Adet) (Adet)
1 Bl/1 2
V38 V53/1 1 B2 1 3
1 B2/1 6
1 B2/2 10
1 B2/3 8
V8 V49/1 1 B2/4 4 34
1 B2/5 3
1 B2/6 2
1 B2/7 1
1 B3/1 1
1 B3/1 1
V38 V57 1 B32 1 4
1 B3/4 1
1 B4/1 8
1 B4/2 6
V8 V46 1 B4/3 3 21
1 B4/4 3
1 B4/5 1
1 B5/1 3
1 BS/2 7
V38 V42 1 B33 3 14
1 B5/4 1
1 Cl 6
V53/2 V35/2 1 I n 10
V53/2 V8 1 C3 5 5
V5372 V42 1 C4 8 8
V53/2 V46 1 C5 8 8
V53/2 V57 1 Cé6 8 8
1 Cci1 8
V53/2 V49/2 1 C7/2 2 20
1 C7/3 10
1 C8/1 3
V53/2 V53/1 1 C82 3 11
V53/2 V57 1 D1 11 11
1 D2/1 7
V53/2 V49 1 D272 5 13
1 D3/1 8
V53/2 V46 1 D3/2 11 31
1 D3/3 12
1 D4/1 8
V53/2 V42 1 D4/2 11 27
1 D4/3 8
V35/2 V38 1 El 6 6
1 Fl1/1 12
1 F1/2 7
V46 V38 1 F1/3 3 26
1 Fl1/4 2
1 F1/5 2
V46 V8 1 F2 2 2
V46 V5372 1 F3 1 1
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Cizelge 4.7. 2023 ilkbahar-yaz doneminde seraya ekimi yapilan ebeveynler
Genotip Ekim Yapilan Cimlenen Genotip | Ekim Yapilan Cimlenen
Tohum Sayisi Tohum Sayisi Tohum Sayisi Tohum Sayisi
(Adet) (Adet) (Adet) (Adet)
Vo6 30 0 V46 30 0
V8 30 0 V49/1 30 0
V20 30 0 V49/2 30 0
V35/1 30 0 V53/1 30 0
V35/2 30 0 V53/2 30 1
V42 30 0 V57 30 0

Cimlenmenin gerceklesmemesi tlizerine, yaklasitk 3 ay boyunca +4 °C’de
bekletilen ebeveyn hatlar ve F: tohumlari, 2023 sonbahar-2024 kis doneminde yeniden
ekilmistir. Bu donemde tohumlar ekim 6ncesinde, ISTA (International Rules for Seed
Testing) tarafindan Onerilen soguk katlama (pre-chilling) prosediiriine uygun olarak,
nemli kaba filtre kagidi arasinda 1 hafta siireyle +4 °C’de bekletilmis (ISTA 2023),
ardindan viyollere ekilmistir. 3 haftalik ¢imlenme sonuglarina gore tiim ebeveyn
genotiplerde ve Fi tohumlarinda yiiksek oranda ¢imlenme goriilmiis (Cizelge 4.8 ve
Cizelge 4.9), fideler daha sonra seraya dikilmistir (Sekil 4.7).

Cizelge 4.8. 2023 sonbahar-2024 kis doneminde ebeveyn olarak kullanilan genotiplerin
¢imlenme oranlar1

Genotip | Ekimi | Cimlenen | Cimlenme Genotip | Ekimi | Cimlenen | Cimlenme
Yapilan Tohum Yiizdesi Yapilan Tohum Yiizdesi
Tohum Sayis1 (%) Tohum Sayisi (%)
Sayisi (adet) Sayisi (adet)
(Adet) (adet)
V6 40 40 100 V46 40 17 42.5
V8 40 39 97.5 V49/1 20 20 100
V20 40 35 87.5 V49/2 13 10 76.9
V35/1 40 32 80 V53/1 19 17 89.5
V35/2 20 16 80 V53/2 40 33 82.5
V42 20 18 90 V57 36 36 100
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Cizelge 4.9. 2023 sonbahar-2024 kis doneminde ekimi yapilan Fi; tohumlarinin
¢imlenme oranlari

Ebeveyn genotipler | Fi Bitkilerinin Etiket | EKimi Yapilan Tohum | Cimlenen Tohum Sayisi
9 El Adi Sayisi (adet) (adet)

A V49/1 B2/3 2 2
B2/5 3 3

B2/7 1 1

V8 V57 B3/4 1 1
V8 V46 B4/1 4 3
B4/5 1 1

V8 V42 B5/3 2 2
B5/4 1 0

V5372 V35/2 Cl1 2 2
V5372 V8 C3 1 1
V53/2 V42 C4 2 2
V53/2 V46 C5 2 2
V5372 V57 C6 2 2
V53/2 V49/2 C7/2 4 4
C7/3 1 1

V5372 V53/1 C8/2 2 2
V53/2 V57 D1 2 2
V53/2 V49/2 D2/2 2 2
V5372 V46 D3/1 4 4
V53/2 V42 D4/2 3 3
V35/2 V8 E1 2 2
V46 V8 F1/4 2 1
F1/5 2 1

Cizelge 4.9°daki ciceklenme asamasina gelen F; bitkilerinden D1 ve D4/2
genotipleri apetal olarak goriiliirken, kalan F; bitkileri petalli fenotip gostermistir. D1 ve
D4/2 genotiplerde, anne ebeveyne benzer sekilde apetal fenotip ortaya c¢ikmasi, ilgili
bireylerin ger¢ek melez olmadigini, tozlanmanin basarili ger¢eklesmedigini ve apetal
ozelligin resesif karakteristik gostermesi nedeniyle kendilenmis olabileceklerini
gostermektedir.

Calismada ayrica  apetal  Ozelligin  farkli  allellerden  kaynaklanip
kaynaklanmadigin1 belirlemek amaciyla, iki farkli apetal genotip (V8 ve V53/2)
birbiriyle melezlenmistir. Bu ¢aprazlama sonucunda elde edilen tiim F; bitkileri apetalli
olarak gelismistir. Bu bulgu, apetal fenotipin farkli genlerden degil, ayni lokustaki
benzer resesif allellerden kaynaklandigin1 gostermektedir.

2022 Eyliil doneminde melez tutmayan genotiplerde de 2023 sonbahar-2024 kis
doneminde melezlemeler yapilmis, V35/1 ve V6 genotipleri V8 hatlar1 ile basarili
sekilde melezlenmistir (Cizelge 4.10).
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Cizelge 4.10. V6 ve V35/1 genotipleri ile yapilan melezleme sonucu elde edilen
tohumlar

Melez Tut Topl
Ebeveyn ¢ ef utan Etiket Tohum Sayis1 / Kapsiil oplam
Kapsiil Sayis1 Ady (Adet) Tohum Sayisi
(Adet) (Adet)
¢ 3
A V35 1 Gl 2 3
A V6 1 HI 3 2

Sekil 4.7. V53/2 ve V53/1 melezi ve ebeyenlerinin bitki gelisim asamasindaki
goruntusu

F: bitkilerinde uygun tomurcuk asamasinda yapilan emaskiilasyon sonrasit hem
kendileme hem de geriye melezleme islemleri basariyla uygulanmistir (Sekil 4.8). F;
bitkileri, uygun tomurcuk asamasinda petalli ve apetal ebeveynlerle geriye
melezlenmistir. Geriye melezleme caligmalarinda, Fi hatlar1 ¢ogunlukla anne ebeveyn
olarak kullanilmigtir. Fi bireylerinin anne olarak tercih edilmesinin nedeni, elde edilen
tohumlarin kendilenip kendilenmediginin anlasilabilmesi ve dolayisiyla melezlemenin
gerceklesip gerceklesmediginin dogrulanmasidir. Farkli melezlemelerden elde edilen F:
bitkilerinin ebeveynlere kiyasla petal 6zellikleri bakimindan farkliliklar1 Sekil 4.9.°da
gosterilmistir.
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Sekil 4.8. V8 x V46 melezi ve ebeveynlerinin ¢igcek donemindeki goriintiileri

?

Va3

o

V4972

o q

V3512 V33i2

T ]

Sekil 4.9. Farkli melezlemelerden elde edilen F: bitkilerinin ebeveynlere kiyasla petal

ozellikleri bakimindan farkliliklar:

4.3.1. Backcross melezlemeleri

Backcross melezlemeleri sonucu elde edilen BC; tohumlari, 2024 ilkbahar-yaz
doneminde ekilmistir. Cimlenme bu donem de de istenilen diizeyde ger¢eklesmemis ve

o5 ?
Va2 Vs
& X %

bazi BC; tohumlarinda ¢imlenme goriilmemistir (Cizelge 4.11).
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Cizelge 4.11. BC melezlemeleri sonucu elde edilen tohum sayilar1 ve seraya dikilen fide
sayilari

Backcross Melezleri | Backcross | Etiket |1 Kapsiildeki Toplam Cimlenen Seraya

icin Kullamlan Tutan Adi Tohum Tohum Tohum Dikilen
Ebeveynler Kapsiil Sayisi (adet) | Sayisi (adet) Sayis1 Fide
Sayis1 (adet) Sayisi

(adet) (adet)

& 3

D2/2 V49

26
27
28

C7/2 V49

C8/2 V53

18

Dl V57

42
46

C4 V42 19
20

47

== NP N BRI N = =N —

Cs V46 21

22

12 0 0

—
—_—

D3/1 V46 13 3 3

41
32

Cl V35 44

45

B2/7 V49 23
24
11
43
52
53
10
49
50

51

31 1 1

B3/4 V57 25

48

V53/2 D3/1 33

V8 B4/1 38
39

40

15 3 3

—_— | m | =m] =m = = = = = m m =m =m =m = = = = = = = = = = = = = = = = = = = =] = = =

AR =|N =B[N N WR|W|—=|NWW|O|—
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Cigeklenme asamasina ulasan bazi bitkilerde ise istenilen fenotip gézlenmemis,
bu durum bireylerde melezlemenin gergeklesmedigini gostermektedir. Teorik olarak,
melezlemenin gerceklesmemesi durumunda BC. bitkilerinde fenotipik bir ayrigma
beklenirken; melezlemenin basarili olmasi halinde elde edilen tiim bireylerin petalli
fenotip gostermesi gerekmektedir. Nitekim Cizelge 4.11.° deki 22 numarali F:
bireyinden elde edilen BC: bitkilerinde apetal fenotipin gozlenmesi, s6z konusu hatta
melezlemenin gergeklesmedigini agikca ortaya koymustur.

Ote yandan, apetal hatlarin anne olarak kullanildig1 melezlemelerde (40 nolu
bitki) (Cizelge 4.11) hem apetal hem de petalli bireyler elde edilmistir. Bu sonug¢ da
teorik beklentiyle uyumlu olup, apetal hatlarin genetik olarak heterojen olabilecegini ve
melezlemenin basariyla gergeklestigini gostermektedir.

Calismada ayrica ¢iceklenme donemine ulagan BC; bitkileri kendilenerek BCiF»
generasyonuna taginmistir. Her bir BC: tohumundan elde edilen bitkiler ayr1 ayri
degerlendirilmis, kendilenenen her bir bitkinin tohumlar1 ayr1 progeni olarak BCiF»
generasyonuna ilerletilmigtir.

2024 yil1 sonbahar-2025 kis doneminde BC.F: tohumlar viyollere ekilmis ve {i¢
haftalik ¢imlenme ve gelisim siirecinin ardindan seraya aktarilmistir. Cigeklenme
donemine ulasan bitkilerde, ¢icek morfolojisi yoniinden petalli, apetal ve yari-petalli
bireyler gozlemlenmis ve kayit altina alimmistir. Apetal fenotip gosteren bitkiler
kendilenerek BCiFs kusagi elde edilmistir.

BCiF: populasyonundaki bazi bireylerden elde edilen tiim bitkilerin petalli
fenotip goOstermesi, teorik beklentilerle uyumludur (Cizelge 4.12). Bu durum,
melezleme yapilan bireylerin genotipik yapist ile agiklanabilir. Ornegin, F1 bireylerinin
AaBb genotipinde ve kullanilan petalli ebeveynin AABB oldugu varsayilirsa, bu
melezleme sonucunda AABbD genotipine sahip bireylerin elde edilmesi miimkiindiir. Bu
genotipten tiireyen tiim bireylerin petalli fenotip gostermesi beklenir.

Tiim BCF, bitkileri degerlendirildiginde; hepsinin petalli oldugu goriilmiis,
BCiF; bireylerinin genotipik dagilimlar1 beklenildigi diizeyde gergeklesmistir. Bu
bireylerin kendilenmesiyle elde edilen progenilerin fenotipik ayrismalari, ebeveyn
genotipine bagli olarak farkli oranlarda gerceklesmistir. Ornegin, aabb fenotipli
bireylerin olusumu yalnizca AaBb genotipli BC: bireylerinin kendilenmesiyle
miimkiindiir ve bu durumda beklenen oran 12:3:1 dir. Ornegin; bu oranla uyumlu
fenotipik ayrisma 32-2- BCF> numarali hatlarda gézlemlenmistir (Cizelge 4.12).

AABB ve AABD genotipine sahip BC: bireylerinin kendilenmesiyle elde edilen
tiim progenilerin petalli fenotipte olmasi1 beklenmektedir. Bu durum, 1-BCiF»>, 2-1-
BCF2 vb. numarali hatlarda gézlemlenmis ve beklentiyle uyumlu bulunmustur.

AaBB genotipli bireylerin ise kendilenmesi durumunda 3:1 oraninda petalli:

yari-petalli fenotip ayrismasi Ongoriilmektedir. Bu ayrigma oOriintilisti, 4-1- BCF2
numarali hatta dogrulanmistir (Cizelge 4.12).
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Cizelge 4.12. 2024 yili sonbahar-2025 kis doneminde yetistirilen BCF> bitkilerinin
petal bakimindan farkliliklar

BCiMelezi Genotip Bitki Petalli Yaripetalli Apetalli Bitki
Genotipler No Sayis1 | Bitki Sayis1 | Bitki Sayis1 Sayisi
Q 48 (adet) (adet) (adet) (adet)
D2/2 x V49 1-BCiF2 61 61 0 0
D2/2 x V49 2-1- BC|F; 40 40 0 0
D2/2 x V49 2-2- BCiF; 69 69 0 0
D2/2 x V49 3-1- BCiF; 43 43 0 0
D2/2 x V49 3-2- BCiF; 45 45 0 0
D1 x V57 4-1- BC|F; 80 61 19 0
C8/2 x V53 6-1- BCF; 55 55 0 0
C8/2 x V53 6-2- BCF; 37 33 4 0
C8/2 x V53 18- BCiF» 46 39 7 0
D3/1 x V46 32-1- BCiF2 52 48 2 2
D3/1 x V46 32-2- BCiF> 51 42 6 3
D3/1 x V46 32-3- BCiF2 38 38 0 0
V8 x B4/1 39 -BCiF» 41 32 6 3
V8 x B4/1 40-1- BC/F» 15 13 0 2
V8 x B4/1 40-2- BC/F» 5 5 0 0
D1 x V57 42-1- BC/F» 88 74 10 4
D1 x V57 42-2- BC/F, 80 80 0 0
DI x V57 42-3- BCiF» 32 32 0 0
D1 x V57 46-1- BC/F» 88 78 10 0
D1 x V57 46-2- BC/F» 80 72 8 0
D1 x V57 46-3- BC/F» 60 60 0 0

Ciceklenme asamasina gelen bitkilerden apetal fenotiptekiler kendilenmistir.
Apetal olmayan bitkilerden yaripetalli olanlar da kendilenmis ve BCF3 generasyonuna
ilerletilmistir. BC1F5 bitkilerin de bitkisel 6zelliklerine bakilmastir.

2025 Mayis doneminde viyollere ekilen BCiF; tohumlar1 uygun asamaya
geldikten sonra seraya aktarilmig, agronomik oOzellikleri tespit edilmis ve Temmuz-
Agustos aylarinda tohum hasatlar1 ger¢eklesmistir. Bitkilerin hasat sonrasi 6zellikleri de
incelenerek ebeveyn genotipler ile kiyaslanmstir.

V. hispanica’da apetal ¢icek karakterinin iki gen tarafindan kontrol edilmesi ve
melezleme sonrast olusan kapsiillerde tohum sayisinin sinirli olmasi, istenilen AaBb
genotipine sahip bireylerin elde edilme olasiliginin %25 (1/4) ile sinirli kalmasina neden
olmus ve bu durum yeterli sayida backcross (geri melezleme) tohumu elde edilmesini
gliclestirmistir. Tim bu nedenler goz Oniinde bulundurularak, Materyal ve Metot
boliimiinde aciklandig1 {izere, her bir F: bitkisi kendilenmis ve bu bireylerden tiiretilen
populasyonlar Fs kusagina kadar ilerletilmistir.
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4.3.2. Melezleme calismalar:

2023 sonbahar- 2024 kis doneminde yetistirilen F; bitkileri 2024 Mart ayinda
hasat edilmis ve 2024 ilkbahar-yaz doneminde F> tohumlar1 ekilmistir. Bu tohumlarda

dormansi gozlendiginden, ¢imlenme oranlari istenilen diizeye ulasmamistir (Cizelge
4.13).

Cizelge 4.13. 2024 ilkbahar-yaz doneminde F» bitkilerinin ¢imlenme yiizdeleri

Ebeveyn Melez Etiket Ad1 Ekilen Tohum Cimlenen Tohum | Cimlenme Yiizdesi
Genotipler Sayisi (Adet) Sayisi (Adet) (%)
¢ &
V8 x V49 B2/5-F; 50 16 32
V8 x V57 B3/4-F, 50 11 22
V8 x V46 B4/1-F, 50 17 34
V8 x V42 B5/3-F» 50 19 38
V53/2 xV35 Cl1-F, 50 16 32
V53/2x V8 C3-F, 50 13 26
V53/2 x V42 C4-F, 50 18 36
V53 x V46 C5-F» 50 15 30
V53/2 x V57 C6-F, 50 25 38
V53/2 x V49 C7/2-F, 50 23 18

Elde edilen fidelerin de bir kismi1 seraya dikildikten sonra sicakliga bagl olarak
govde erimeleri (Phidyum) olmus ve kayip edilmistir (Sekil 4.10). Geriye kalan
bitkilerden elde edilen F, bireyleri arasinda apetal fenotip gosterenler segilerek
kendileme islemi uygulanmstir (Sekil 4.11). Ancak ¢imlenme oranlarinin diisiik olmasi
ve phidyum nedeniyle bitkilerde yeterli say1 olmamasi nedeniyle bazi F» bitkilerinde
(C1-C4-C5-C6) (Cizelge 4.14) apetal bireylere rastlanmamistir. Bu nedenle s6z konusu
hatlarda yar1 petalli bireyler kendilenerek calismaya devam edilmistir. Burada yari
petalli hatlardan F3 bitkilerinde apetal olma ihtmali diisiiniilmiistiir.

Sekil 4.10. Govde erimesi olan bitkilerden goriintiiler
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(@

Sekil 4.11. F; bitkilerinden goriintiiler; a) petalli ve apetalli bitki, b) petalli ve yaripetalli
bitki

Cizelge 4.14. F; bitkilerinin kendilenmesi sonucu elde edilen F» bireylerinde petal
tiplerinin fenotipik dagilimi

Melez Ady Melez Gézlem Yapilan ‘P(j,talli Y‘arllpetalli Apetalli Bitki

0 a Etiket Bitki Sayist (adet) Bitki Sayis1 | Bitki Sayis1 Sayisi

(adet) (adet) (adet)
V8 x V49 B2/5-F; 8 5 0 3
V8 x V57 B3/4-F, 7 4 2 1
V8 x V46 B4/1-F» 7 6 0 1
V8 x V42 B5/3-F; 2 1 0 1
V53/2x V35 Cl-F» 5 3 2 0
V53/2x V8 C3-F;, 7 0 0 7
V53/2x V42 C4-F, 3 1 2 0
V53/2 x V46 C5-F» 10 8 2 0
V53/2x V57 C6-F» 19 15 4 0
V53/2 x V49 C7/2-F, 11 9 1 1

2024 sonbahar-2025 kis doneminde F; tohumlar1 ekilmis ve ¢iceklenme
doneminde yapilan gozlemlerde, apetal F» bitkilerinden elde edilen F3 bireylerin
tamaminin apetal fenotip sergiledigi belirlenmistir (Cizelge 4.15). Yaripetalli F
bitkilerinden elde edilen F3 bireylerde ise hem yaripetalli hem de apetal fenotipler
gbzlenmistir. Bu progeniler igerisinde apetal bireyler secilerek kendilenmis (C1 bitkisi)
ve F4 generasyonu olusturulmustur. Ancak C5, C6 ve C4 hatlarinda apetal birey elde
edilememis, bu nedenle yaripetalli bireyler secilerek kendilenmis ve bu hatlar da Fa
generasyonuna dahil edilmistir.
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Cizelge 4.15. F3 tohumlarinin ¢imlenme sayilari

Genotip Ekilen Tohum Sayisi| Cimlenen Fide | Cimlenme Oram
No (adet) Sayisi (adet) (%)
B2/5-F3 20 14 70
B3/4-F; 20 5 25
B4/5-F3 20 3 15
B5/3-F3 20 14 70
C1-F; 20 10 50
C3-F; 20 6 30
C4-F; 20 12 60
C5-F; 20 10 50
C6-F; 20 8 40
C7/2-F; 20 9 45

2024 ilkbahar-yaz doéneminde ayrica 2023 sonbahar-2024 kis doneminde
melezlemeleri tutan V8 x V6 ve V8 x V35/1 melezleri de yetistirilmistir (Cizelge 4.16).
Ciceklenme asamasina gelen F» bitkilerinde apetal olan bitkiler tiil bir kese ile
kendilenmigtir. Bu hatlarda BC melezlemeleri yapilmamugtir.

Cizelge 4.16. V8 x V6 ve V8 x V35/1 genotiplerinden elde edilen F» bitkilerin
¢imlenme oranlari

Generasyon] Melez Adi Etiket Ad1 Ekilen Tohum Cimlenme Cimlenme Orani
5 3 Sayisi (adet) Sayisi (adet) (%)
F> V8 x V35/1 Gl 100 35 35
V8 x V6 Hl 100 90 90

2024 ilkbahar-yaz doneminde yetistirilen F4 tohumlarindan elde edilen bitkilerin
ekimleri yapilmis ve bu bitkilerden kendileme yapilarak Fs generasyonuna
ilerletilmistir. Bu donemde ayrica morfolojik 6zelliklerin ebeveynlerle karsilastiriimasi
icin ebeveyn bitkiler de yetistirilmistir. Calismada kendilenerek S5 kademesine
getirilmis ebeveyn genotiplere ait ¢cimlenme, ¢i¢ceklenme ve hasat tarihleri ile vejetasyon
siireleri Cizelge 4.17.’de sunulmustur. Genotipler arasinda ilk fide c¢ikis tarihleri
bakimindan belirgin bir farklilik gozlenmemis, tiim genotiplerde c¢ikisin ekimden
yaklagik 3—4 giin sonra gerceklestigi belirlenmistir. Buna karsilik, tomurcuklanma,
ciceklenme ve hasat tarihleri ile vejetasyon siiresi bakimindan genotipler arasinda
belirgin farkliliklar goriilmistiir.

Vejetasyon siiresi bakimindan genotipler degerlendirildiginde (Cizelge 4.17),
V35/1 genotipi 72 giin ile en erkenci genotip olarak 6ne ¢ikmistir. Bunu V20 (77 giin)
ve V49/1 (85 giin) genotipleri izlemistir. Buna karsilik, V49/2 genotipi 98 giin ile en
uzun vejetasyon siiresine sahip gecci genotip olarak belirlenmis; V6 (96 giin) ve V53/1
(95 giin) genotiplerinin de gecci karakter gosterdigi tespit edilmistir.
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Cizelge 4.17. Ebeveynere ait ¢cimlenme ve hasat tarihleri
Genotip Tohum Ekim ik Fide ik ik %50 Hasat Tarihi Vejetasyon
No Tarihi Cikis Tarihi Tomurcuklanma Ciceklenme Ciceklenme Siiresi
Tarihi Tarihi Giin Sayis1 (Giin)
V6 9.05.2025 13.05.2025 20.06.2025 24.06.2025 2.07.2025 08.08.2025 91
V8 9.05.2025 13.05.2025 29.06.2025 - - 07.08.2025 90
V20 9.05.2025 12.05.2025 13.06.2025 17.06.2025 21.06.2025 25.07.2025 77
V35/1 9.05.2025 13.05.2025 10.06.2025 14.06.2025 19.06.2025 20.07.2025 72
V35/2 9.05.2025 12.05.2025 24.06.2025 28.06.2025 2.07.2025 10.08.2025 93
V42 9.05.2025 12.05.2025 16.06.2025 21.06.2025 26.06.2025 07.08.2025 90
V46 9.05.2025 12.05.2025 21.06.2025 26.06.2025 29.06.2025 05.08.2025 88
V49/1 9.05.2025 13.05.2025 12.06.2025 15.06.2025 22.06.2025 02.08.2025 85
V49/2 9.05.2025 12.05.2025 2.07.2025 9.07.2025 20.07.2025 15.08.2025 98
V53/1 9.05.2025 12.05.2025 13.06.2025 18.06.2025 26.06.2025 07.08.2025 90
V53/2 9.05.2025 12.05.2025 30.06.2025 - - 10.08.2025 93
V57 9.05.2025 12.05.2025 15.06.2025 20.06.2025 27.06.2025 05.08.2025 88
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En erkenci ve en gec¢i genotipler arasinda yaklasik 26 giinliik bir farkin
bulunmasi (Cizelge 4.17), V. hispanica’da fenolojik gelisme bakimindan dikkate deger
bir genotipik varyasyonun varligina isaret etmektedir. Deneme siiresince 6zellikle yaz
aylarinda artan sicaklik kosullarinin, genotiplerde vejetatif gelismeyi sinirlandirarak
erken ciceklenmeye neden oldugu disiiniilmekte, bundan dolay1 kapsiil ve tohum
olgunlagsmasinin zaman almasi nedeniyle hasat tarihleri arasinda farkliliklarin ortaya
¢iktig1 tahmin edilmektedir.

Elde edilen bulgular birlikte degerlendirildiginde, V35/1 ve V20 genotiplerinin
erkencilik o6zellikleri nedeniyle Antalya ekolojik kosullarinda yetistiricilik ve 1slah
caligmalar1 agisindan avantajli materyaller oldugu; buna karsilik V49/2 genotipinin
gecei karakterleriyle farkli adaptasyon kosullar1 veya uzun gelisme siiresi gerektiren
calismalar veya iklim kosullarina sahip bolgeler i¢in degerlendirilebilecegi sonucuna
vartlmistir (Cizelge 4.17). Fi hatlarindan gelistirilen F4 hatlar1 ve BCiF3 hatlarin
fenolojik gelisim kriterleri incelendiginde ise, tim materyallerde ekim tarihinin ayni
olmasima ragmen hasat tarihleri ve buna bagli olarak vejetasyon siiresi bakimindan
hatlar arasinda belirgin farkliliklar oldugu goriilmektedir. Elde edilen hatlarda
vejetasyon siiresi 84-98 giin araliginda degismis, bu durum V. hispanica’da fenolojik
gelisim hizinin genotipe bagli olarak degisebildigini gostermistir (Cizelge 4.18).

Fa ve BCiF; hatlarinin vejetasyon siireleri, genel olarak ebeveyn genotiplere
kiyasla bazi hatlarda ebeveynlerle benzerlik gosterirken, bazi hatlarda ise ebeveynlerden
farklilik sergilemistir. Ornegin, baba ebeveyn olarak kullanilan V57 genotipi vejetasyon
siiresini 88 giinde tamamlarken, anne ebeveyn olan V53/2 genotipinde bu siire 93 giin
olarak belirlenmistir. Bu iki ebeveynden gelistirilen C6-F4 hattinin vejetasyon siiresi ise
88 giin olup, baba ebeveyn ile benzerlik gostermistir (Cizelge 4.18). Buna karsilik,
vejetasyon siiresi 88 giin olan V46 ile 93 giin olan V53/2 genotiplerinden elde edilen
C5/F4 hattinda vejetasyon siiresi 95 giin olarak gerceklesmis ve bu hat her iki
ebeveynden de daha ge¢ olgunlasmistir. Bu bulgular, melezleme yoluyla farkl
vejetasyon siirelerine sahip genotiplerin bir araya getirilmesinin, yavru hatlarda
vejetasyon siiresi iizerinde belirgin bir etki olusturabildigini gostermektedir (Cizelge
4.18).

Denemede erkenci 6zellik gosteren V35/1 hattindan elde edilen F2 bireylerinde
bitki sayisinin yetersiz olmasi nedeniyle bu hat ileri generasyonlara aktarilamamistir.
Ancak, ilerleyen calismalarda daha fazla tohum elde edilmesiyle erkenci ve daha
erkenci petalli hatlarin segilmesi miimkiin olabilecektir. Ayrica, ¢aligmada erkenci
genotipler arasinda yer alan V49/1 ve V20 genotipleri kullanilarak gerceklestirilen
melezleme denemelerinde tohum baglanmasinin gerceklesmedigi belirlenmistir.

Bu genotipler, ileride yapilacak calismalarda ebeveyn materyal olarak yeniden
degerlendirilerek erkenci hatlarin gelistirilmesine yonelik potansiyel adaylar olarak ele
alinabilir. BC melezlemelerinde de Fa hatlarma benzer egilimler gézlenmistir. Ornegin,
32-1-BCiF; hattinda vejetasyon siiresi 88 glin olarak belirlenmistir. Bu hat, ebeveynleri
olan V46 (88 giin) ve V53/2 (93 giin) genotiplerinden baba ebeveyn ile yapilan geri
melezleme sonucunda elde edilmis olup, vejetasyon siiresi bakimindan baba ebeveyn ile
(V46) ayn1 degeri gostermistir. Buna karsilik, ayn1 materyalin F4 generasyonu olan (C5-
F4) vejetasyon siiresinin 95 giine ¢iktig1r belirlenmistir. Bu durum, geri melezleme
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uygulamalarinin vejetasyon siiresinin, melezlemede kullanilan ebeveyn genotipe dogru
uzamasi veya kisalmasinda etkili olabilecegini ortaya koymaktadir (Cizelge 4.18).
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Cizelge 4.18. F4 ve BC1F; bitkilerinin ait ¢imlenme ve hasat tarihleri

Genotip No | Tohum Ekim | ilk Fide Cikis Tk IIk Ciceklenme | %50 Ciceklenme Hasat Tarihi Vejetasyon
Tarihi Tarihi Tomurcuklanma Tarihi Giin Sayisi Siiresi (giin)
Tarihi

B2/5-A-F4 9.05.2025 19.05.2025 26.06.2025 - - 10.08.2025 93
B2/5-B- F4 9.05.2025 16.05.2025 26.06.2025 - - 10.08.2025 93
B2/5-C- F4 9.05.2025 16.05.2025 26.06.2025 - - 10.08.2025 93
B3/4-A-F4 9.05.2025 13.05.2025 25.06.2025 - - 08.08.2025 91
B4/5-A-F4 9.05.2025 16.05.2025 25.06.2025 - - 06.08.2025 89
B5/3-A-F4 9.05.2025 16.05.2025 28.06.2025 - - 06.08.2025 89
B5/3-B- F4 9.05.2025 15.00.2025 26.06.2025 - - 08.08.2025 91
Cl-A-F4 9.05.2025 12.05.2025 26.06.2025 30.06.2025 06.07.2025 08.08.2025 91
C1-B-F4 9.05.2025 12.05.2025 26.06.2025 30.06.2025 06.07.2025 10.08.2025 93
C3-F4 9.05.2025 12.05.2025 29.06.2025 - - 10.08.2025 93
C4-A-F4 9.05.2025 13.05.2025 26.06.2025 30.06.2025 08.07.2025 10.08.2025 93
C4-B-F,4 9.05.2025 15.05.2025 25.06.2025 29.06.2025 06.07.2025 08.08.2025 91
C4-C-F,4 9.05.2025 15.05.2025 26.06.2025 31.06.2025 07.07.2025 08.08.2025 91
C5-F4 9.05.2025 12.05.2025 2.07.2025 07.07.2025 15.07.2025 12.08.2025 95
C6- F4 9.05.2025 12.05.2025 15.06.2025 23.06.2025 30.06.2025 05.08.2025 88
C7/2-F4 9.05.2025 12.05.2025 25.06.2025 29.06.2025 05.07.2025 15.08.2025 98
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Cizelge 4.18’ in devami
Genotip No Tohum Ekim ik Fide Cikis ik ik Ciceklenme %350 Ciceklenme Hasat Tarihi Vejetasyon
Tarihi Tarihi Tomurcuklanma Tarihi Giin Sayisi Siiresi (giin)
Tarihi
18-A- BCF; 9.05.2025 13.05.2025 24.06.2025 29.06.2025 02.07.2025 10.08.2025 89
32-1-A- BCiF; 9.05.2025 12.05.2025 24.06.2025 - - 10.08.2025 90
32-2-A- BCiF; 9.05.2025 13.05.2025 20.06.2025 - - 10.08.2025 89
32-2-B- BC/F; 9.05.2025 15.05.2025 22.06.2025 - - 12.08.2025 89
39-A- BCiF; 9.05.2025 16.05.2025 20.06.2025 - - 10.08.2025 86
39-C- BCiF; 9.05.2025 16.05.2025 20.06.2025 - - 10.08.2025 86
42-1-A- BC/F; 9.05.2025 16.05.2025 16.06.2025 - - 12.08.2025 88
42-1-B- BC\F3 9.05.2025 13.05.2025 16.06.2025 - - 12.08.2025 91
42-1-C- BC/F3 9.05.2025 15.05.2025 14.06.2025 - - 12.08.2025 89
YP-46-1-A- 9.05.2025 13.05.2025 18.06.2025 26.06.2025 30.06.2025 12.08.2025 91
BCF3

40-1-A- BC/F; 9.05.2025 13.05.2025 24.06.2025 - - 12.08.2025 91
V42-DH 9.05.2025 16.05.2025 22.06.2025 26.06.2025 31.06.2025 14.08.2025 91
V42-DH-LAB 9.05.2025 12.05.2025 30.06.2025 04.07.2025 09.07.2025 10.08.2025 90
HI-F; 9.05.2025 16.05.2025 20.06.2025 - - 14.08.2025 90
97-F;3 9.05.2025 12.05.2025 28.06.2025 - - 10.08.2025 90
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Cizelge 4.19. Ebeveyn genotiplerin bitki morfolojik 6zelliklerine ait ortalama degerler
Genotip Bitki Bitki Genisligi Tabanda Catal | Tabanda Govde Son 5 Catal Son Alar Bolgesi Kaliks Boyu Kaliks Eni
Yiiksekligi (cm) (cm) (Dal) Sayis1 (Sap) Cap1 (cm) Cicek Sayisi Cicek Sayis1 (mm) (mm)
(adet) (adet) (adet)

Vo6 35.25+£1.60 34.25 +£3.63 1.50£0.29 3.67+0.22 16.75 £0.63 3.75+0.48 11.35+0.18 7.51+0.26
bc ab b bc ab ab abed ab

V8 35.75+1.49 28.25+0.63 1.50 £0.29 5.77+0.24 15.75£0.85 3.00£0.41 12.11+£0.13 8.80£0.21
b b b a ab b a a

V20 23.00 £ 0.41 14.50 £0.29 0.00 = 0.00 3.04£0.27 14.25+£0.48 2.75+0.25 10.95+0.19 8.49 £0.08
g c c bc b b cd a

V35/1 25.25+1.03 1475 +1.11 1.25+£0.25 2.60+0.20 14.00 £ 0.41 2.75+0.25 10.67 £0.37 8.48 £0.09
fg c b c b b cde a

V35/2 32.50 £ 0.65 33.00 +1.08 1.75+£0.25 3.42+0.44 16.00 £ 0.41 4.75+0.25 11.15+0.17 8.48 £0.32
bed ab b be ab a abcd a

V42 30.50 £0.87 19.00 £ 0.82 0.00 £0.00 3.16 £0.28 1425 +£0.25 2.75+£0.25 1148 £0.15 7.63 +£0.09
cde c c be b b abc ab

V46 28.25+0.48 17.25+£0.25 0.00 £0.00 3.59+0.23 16.50 £0.29 3.75+0.48 10.32 £0.12 7.64+0.11
fde c c bc ab ab de ab

V49/1 25.75+1.11 16.75 +£1.38 0.00 = 0.00 2.44 £0.08 14.50 £ 0.65 2.75+0.25 10.62+£0.16 8.30£0.76
efg c c c ab b cde a

V49/2 4225+1.25 40.50 £0.96 3.25+£0.25 6.47£0.30 16.25+£0.48 3.75+£0.25 10.53+£0.16 8.34 £0.09
a a a a ab ab cde a

V53/1 34.75+£0.48 30.00 £2.04 1.00 £0.00 4.03+0.20 16.75 £0.75 4.00+0.41 9.65+0.19 8.10 +£0.09
be b b b ab ab e ab

V53/2 42.25+1.03 40.00 £2.34 1.75+0.25 5.73 £0.50 17.25+1.11 4.00£0.41 10.99 £ 0.38 8.60 +0.45
a a b a a ab bed a

V57 34.75+1.18 31.50 £ 0.96 1.25+£0.25 2.85+0.12 14.75 £0.25 3.25+£0.25 12.09 £ 0.30 6.64 £0.14
be b b bc ab ab ab b

P 0.000 0.000 0.000 0.00 0.001 0.001 0.000 0.000

Ayni stitunda farklr harflerle gosterilen ortalamalar istatistiksel olarak birbirinden farklidir (p<0.05).
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Calismada incelenen morfolojik 6zelliklere iliskin ortalama degerler ve ¢oklu
karsilastirma sonuglar1 degerlendirildiginde; genotipler arasinda bitki ytiksekligi, bitki
genisligi, tabanda catal (dal) sayisi, tabanda govde ¢api, son bes catal ¢igek sayisi, son
alan bolgesi cicek sayisi, kaliks boyu ve kaliks eni 6zellikleri bakimindan istatistiksel
olarak cok yiiksek diizeyde farklilik bulundugu tespit edilmistir (p<0.01) (Cizelge 4.19).
Bu sonug, arastirmada kullanilan genotiplerin morfolojik varyasyon agisindan oldukga
genis bir genetik ¢esitlilik sergiledigini gdstermektedir.

Cizelge 4.19’a gore genel olarak; V49/2, V8, V39/2 ve 53/2 genotiplerinin bitki
boyu, bitki genisligi, ¢igek sayilar1 ve kaliks olgiileri gibi dnemli morfolojik 6zellikler
yoniinden {istlin performans gosterdigi belirlenmistir. Buna karsin V20 ve V46
genotipleri, birgok morfolojik 6zellikte daha diisiik degerlere sahip olup zayif biiylime
egilimi sergilemistir.

Calismanin bir diger 6nemli bulgusu da; ebeveyn genotipler, melezlerden
ilerletilen F4 bitkileri ve BC1F> bitkilerin karsilastirilmasi sonucunda, bitki morfolojisi
ile iligkili oOzellikler bakimindan genotipler arasinda istatistiksel olarak anlamli
farkliliklarin belirlenmis olmasidir.

Cizelge 4.20°de ebeveyn genotipler (V8 ve V46), B4/5-F4 kusagir ve BCiF3
bireyi (40-1) morfolojik ve ¢igekle ilgili 6zellikler bakimindan karsilastiriimistir.

Cizelge 4.20. Ebeveyn genotipler (V8, V46), (B4/5-F4) ve backcross hatt1 (40-1 BCF3)
genotiplerinin bitki morfolojik 6zelliklerine ait ortalama degerler

Genotip Bitki Bitki Tabanda | Tabanda Son 5 Son Alar Kaliks Kaliks
Yiiksekligi | Genisligi Catal Govde Catal Bolgesi Boyu Eni
(cm) (cm) (Dal) (Sap) Cicek Cicek (mm) (mm)
Sayis1 | Cap1 (cm) Sayisi Sayisi
(adet) (adet) (adet)
V8 3575+ 2825+ 1.50 + 577+ 15.75 3.00 £ 12.11+ 8.80 +
1.49 0.63 0.29 0.24 0.85 0.41 0.13 0.21
ab b a a a a ab a
V46 2825+ 1725+ 0.00 + 0.23 + 16.50 + 375+ 1032 + 7.64 +
0.48 0.25 0.00 3.59 0.29 0.48 0.12 0.11
c d b b a a c be
B4/5-F4 39.00 £ 45.00 + 0.50 + 0.12 + 15.50 + 325+ 11.44 + 8.51 +
0.41 0.41 0.29 5.35 0.65 0.25 0.19 0.17
a a ab a a a b ab
40-1 35.00 + 2175+ 0.25 + 0.09 + 16.75 + 325+ 12.90 + 7.26 +
BCiF3 0.41 1.18 0.25 3.30 0.63 0.25 0.30 0.44
b c b b a a a c
P 0.000 0.000 0.004 0.00 0.483 0.538 0.000 0.005

Ayni stitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar istatistiksel olarak birbirinden farklidir (p<0.05)

Cizelge 4.20’ye gore, bitki yiiksekligi bakimindan genotipler arasinda
istatistiksel olarak anlamli farkliliklar belirlenmistir (P<0.001). En yiiksek ortalama
bitki boyu B4/5-F4 genotipinde gozlenirken, V46 genotipi en kisa bitki boyuna sahip
olmustur. Geriye melez bireyi olan 40-1 genotipi, ebeveyn degerlerinin arasinda yer
almis ve o6zellikle V8 ebeveynine daha yakin bir morfolojik goériiniim sergilemistir. Bu
durum, geriye melezlemenin bitki boyu {izerinde ebeveyn etkisini kismen korudugunu
gostermektedir.
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Bitki genisligi ve tabanda catal (dal) sayisi agisindan da genotipler arasinda
anlaml farkliliklar tespit edilmistir (P<0.001). B4/5-F4 genotipi, genislik ve dallanma
bakimindan ebeveynlere kiyasla daha yiiksek degerler gostermistir. 40-1 genotipi ise bu
ozelliklerde orta diizeyde bir performans sergileyerek, geri melez bireylerde beklenen
ara fenotip 6zelligini ortaya koymustur (Cizelge 4.20).

Tabanda govde (sap) c¢api1 incelendiginde, V8 ve B4/5-F4 genotipleri daha
yiiksek degerlere sahipken, 40-1-BC F3 genotipi daha ince gévde yapisi gostermistir.
Bununla birlikte, son 5 catal ¢icek sayis1 ve son ana bolgesi ¢igek sayist bakimindan
genotipler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (P>0.05) (Cizelge
4.20).

Kalikse ait olglimler incelendiginde, kaliks boyu ve kaliks eni agisindan
genotipler arasinda anlamli farkliliklar belirlenmistir (P<0.01). Ozellikle 40-1-BC;F;
genotipi, kaliks boyu bakimindan en yiiksek degeri gostermis ve bu yoniiyle
ebeveynlerden ayrismistir (Cizelge 4.20). Bu durum, geri melezleme sonrasi bazi ¢igek
morfolojisi 6zelliklerinde transgresif varyasyonun ortaya ¢ikabilecegini gdstermektedir.

Cizelge 4.21°de ebeveyn genotipler (V8 ve V42) ve B5/3-F4 populasyonu
morfolojik ve ¢igekle ilgili 6zellikler bakimindan karsilastirilmistir. Bitki morfolojisine
ait baz1 6zellikler yoniinden anlamli farkliliklar tespit edilmistir. Bitki yiiksekligi, bitki
genisligi, tabanda catal sayisi, tabanda govde capi ve kaliks ozellikleri bakimindan
genotip etkisinin istatistiksel olarak 6nemli oldugu belirlenmistir (p<0.05)

Cizelge 4.21. Ebeveyn genotipler (V8, V42) ve (B5/3-F4) hattinin bitki morfolojik
ozelliklerine ait ortalama degerler

Genotip Bitki Bitki Tabanda | Tabanda | Son 5 Son Kaliks | Kaliks
Yiiksekligi | Genisligi Catal Govde Catal Alar Boyu Eni
(cm) (cm) (Dal) (Sap) Cicek | Bolgesi | (mm) (mm)
Sayisi Cap1 Sayisi Cicek
(adet) (cm) (adet) Sayisi
(adet)
V8 3575+ 28.25+ 1.50 + 5.77+ 1575+ | 3.00+ | 12.11+ | 8.80+
1.49 0.63 0.29 0.24 0.85 0.41 0.13 0.21
a a a a a a a a
V42 30.50 = 19.00 + 0.00 £ 3.16 £ 1425+ | 275+ | 1148+ | 7.63 =%
0.87 0.82 0.00 0.28 0.25 0.25 0.15 0.09
b b b b a a b b
B5/3-F4 3475+ 28.00 + 0.50 £ 502+ 1575+ | 3.00+ | 1146+ | 835+
0.48 0.41 0.29 0.16 0.48 0.00 0.04 0.13
a a b a a a b a
P 0.013 0.00 0.004 0.00 0.166 0.767 0.005 0.001

Ayni stitunda farkls harflerle gosterilen ortalamalar istatistiksel olarak birbirinden farklidir (p<0.05)

Genel olarak V8 genotipi birgok 6zellikte daha yiiksek degerlere sahip olmustur.
Ozellikle bitki yiiksekligi, bitki genisligi, son bes ¢atal ¢icek sayis1 ve kaliks eni gibi
bitki biliyiikliiglinii ve ¢igek yapisini etkileyen karakterler yoniinden daha yiiksek veriler
ortaya koymustur (Cizelge 4.21).
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B5/3-F4 hatt1 ise ¢cogu ozellikte daha diisiik performans gostermis olup, diisiik
bitki yiiksekligi ve cicek sayisi ile karakterize edilmistir. Ancak bazi1 oOzelliklerde
(0rnegin kaliks eni) istatistiksel olarak V8 ile ayni grupta yer almasi, hattin belirli
generatif karakterler yoniinden potansiyel tasidigini géstermektedir (Cizelge 4.21).

Cizelge 4.22°de ebeveyn genotipler (V8 ve V49/2) ve B2/5-A- F4 hattinin,
ebeveynlerine kiyasla morfolojik ozellikler bakimindan performansi
degerlendirildiginde ise analiz sonuglarina gore incelenen Ozelliklerin biiyiikk bir
kisminda genotipler arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar bulunmustur
(p<0.05).

Cizelge 4.22. Ebeveyn genotipler (V8, V42/2) ve (B2/5-F4) hattinin bitki morfolojik
Ozelliklerine ait ortalama degerler

Genotip Bitki Bitki Tabanda | Tabanda | Son 5 Catal | Son Alar | Kaliks | Kaliks
Yiiksekligi | Genisligi Catal Govde Cicek Bolgesi Boyu Eni
(cm) (cm) (Dal) (Sap) Sayis1 Cicek (mm) | (mm)
Sayisi Capi (adet) Sayisi
(adet) (cm) (adet)
V8 3575+ 2825+ 1.50 + 577+ 15.75 3.00 + 1211+ | 8.80 %
1.49 0.63 0.29 0.24 0.85 0.41 0.13 0.21
b b b a b a a a
V49/2 4225+ 40.50 + 325+ 6.47 £ 16.25 + 375+ 1053+ | 8.34 %
1.25 0.96 0.25 0.30 0.48 0.25 0.16 0.09
a a a a b a b a
B2/5-F4 40.00 £ 37.75 + 2.00 £ 4.72 20.50 + 375+ 1043+ | 845+
0.71 1.25 0.41 0.13 1.04 0.25 0.16 0.15
ab a ab b a a b a
P 0.012 0.000 0.011 0.002 0.005 0.201 0.000 | 0.146

Ayni stitunda farklr harflerle gosterilen ortalamalar istatistiksel olarak birbirinden farklidir (p<0.05)

Cizelge 4.22°deki baba genotip V49/2; bitki genisligi, tabanda catal sayisi,
tabanda govde cap1 ve kaliks boyu gibi bitki mimarisi ve generatif organ gelisimi ile
iligkili karakterlerde daha yiiksek performans sergilemis ve giiclii bir gelisim ¢izgisi
ortaya koymustur. Anne genotip V8 ise incelenen karakterlerin ¢ogunda daha diisiik
performans gostererek alt gruplarda yer almistir. Bu durum, V8’in fenotipik gelisim
kapasitesinin daha sinirli olduguna isaret etmektedir. Melezleme ile olusan B2/5-A-F4
hatt1 ise ozellikle ¢igek sayisi1 ve kaliks dzellikleri gibi generatif performansi etkileyen
karakterlerde baba genotipe ¢ok yakin veya esdeger performans sergilemis, ¢ogu
ozellikte ise baba genotiple ayn1 performansi sergilemistir. Bu sonug, melezleme ile
olumlu 6zelliklerin basariyla aktarildigini gostermektedir.

Cizelge 4.23’de ebeveyn genotipler (V8 ve V57) ve B3/4-F4 hattinin morfolojik
performansi degerlendirildiginde; bitki yiiksekligi, bitki genisligi ve tabanda govde ¢ap1
gibi 6zelliklerde genotipler arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar belirlenmistir
(p<0.05).
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Cizelge 4.23. Ebeveyn genotipler (V8, V57) ve (B3/4-F4) hattinin bitki morfolojik
Ozelliklerine ait ortalama degerler

Genotip Bitki Bitki Tabanda | Tabanda | Son5 | Son Alar | Kaliks | Kaliks
Yiiksekligi | Genisligi Catal Govde Catal Bolgesi Boyu Eni
(cm) (cm) (Dal) (Sap) Cicek Cicek (mm) (mm)
Sayisi Cap1 Sayisi Sayisi
(adet) (cm) (adet) (adet)
V8 3575+ 28.25+ 1.50 + 577+ 15.75 + 3.00 + 1211+ | 8.80+
1.49 0.63 0.29 0.24 0.85 0.41 0.13 0.21
ab c a a a a a a
V57 3475+ 31.50+ 1.25+ 2.85+ 14.75 + 325+ 12.09+ | 6.64+
1.18 0.96 0.25 0.12 0.25 0.25 0.30 0.14
b b a b a a a b
B3/4-F4 40.00 = 3550+ 225+ 3.85+ 18.25+ 325+ 11.76 £ | 824+
0.82 0.29 0.25 0.21 1.37 0.29 0.31 0.13
a a a c a a a a
P 0.028 0.000 0.060 0.000 0.070 0.569 0.569 0.00

Ayni stitunda farklr harflerle gosterilen ortalamalar istatistiksel olarak birbirinden farklidir (p<0.05)

Cizelge 4.23°deki baba genotip V57; bitki genisligi ve kaliks boyu bakimindan
daha yiiksek veriler ortaya koyarak, daha giiclii bir generatif ve vejetatif gelisim
sergilemistir. Anne genotip V8 ise Ozellikle bitki genisligi ve bitki yiiksekligi
bakimindan daha diisiik degerler olusturmustur. B3/4-F4 hatt1 ise bitki yiiksekligi, bitki
genisligi ve tabanda ¢atal sayis1 bakimindan ebeveynlerinden daha yiiksek veya esdeger
veriler ortaya koymus ve ¢cogu 6zellik yoniinden iistiin performans gostermistir.

Cizelge 4.24°de ebeveyn genotipler (V8 ve V6) ile bunlardan elde edilen H1-F;
hattinin morfolojik performansina gore; Ozellikle tabanda goévde capi, kaliks boyu ve
kaliks eni bakimindan genotipler arasinda istatistiksel anlamli farkliliklar belirlenmistir
(p<0.01). Buna karsilik bitki yiiksekligi, bitki genisligi, tabanda catal sayis1 ve ¢igek
sayilar1 bakimindan genotipler arasinda anlamli bir fark gézlenmemistir (p>0.05).

Cizelge 4.24. Ebeveyn genotipler (V8, V6) ve (HI-F;) hattinin bitki morfolojik
ozelliklerine ait ortalama degerler

Genotip Bitki Bitki Tabanda | Tabanda | Son 5 Son Alar | Kaliks | Kaliks
Yiiksekligi | Genisligi Catal Govde Catal Bolgesi Boyu Eni
(cm) (cm) (dal) (sap) Cicek Cicek (mm) | (mm)
Sayisi Cap1 Sayisi Sayisi
(adet) (cm) (adet) (adet)
V8 3575+ 2825+ 1.50 + 5.77+ 15.75+ 3.00 12.11+ | 8.80 %
1.49 0.63 0.29 0.24 0.85 0.41 0.13 0.21
a a a a a a a a
Vo6 3525+ 3425+ 1.50 + 3.67+ 16.75 + 375+ 1135+ | 7.51 &
1.60 3.63 0.29 0.22 0.63 0.48 0.18 0.26
a a a c a a b b
HI-F; 39.00 = 37.00 + 1.50 + 4.76 = 15.50+ 3.50+ 1136+ | 8.23 &
0.41 3.26 0.20 0.03 0.20 0.20 0.13 0.01
a a a b a a b ab
P 0.136 0.139 1.000 0.000 0.366 0.405 0.007 | 0.004

Ayni stitunda farklr harflerle gosterilen ortalamalar istatistiksel olarak birbirinden farklidir (p<0,05)
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Cizelge 4.24°deki baba genotip V6; kaliks boyu ve kaliks eni bakimindan iist
istatistiksel grupta yer alarak generatif organ gelisimi agisindan daha avantajli bir
performans sergilemistir. Anne genotip V8 ise bu 0Ozelliklerde daha diisiik degerler
gostermigstir. H1 hatti, tabanda gévde ¢ap1 bakimindan ebeveynlerinden ayrisarak farkli
bir istatistiksel grupta yer almis; kaliks 6zelliklerinde ise ebeveynlerle benzer veya ara
degerler sergilemistir. Bu durum, melezleme ve seleksiyon siireci sonucunda bazi
morfolojik ve generatif 6zelliklerde ebeveynlerden bagimsiz bir varyasyonun ortaya
cikabildigini gostermektedir.

Cizelge 4.25°de ebeveyn genotipler (V53/2, V8) ile C3-F4 genotipinin
morfolojik 6zellikler bakimindan karsilastirilmasi sonucunda; bitki yiiksekligi, bitki
genisligi ve tabanda gdvde ¢ap1 Ozelliklerinde genotipler arasinda istatistiksel olarak
anlaml farkliliklar belirlenmistir (p<0.05). Buna karsilik tabanda catal sayisi, ¢icek
sayilar1 ve kaliks ozellikleri bakimindan genotipler arasinda anlamli bir fark tespit
edilmemistir (p>0.05).

Cizelge 4.25. Ebeveyn genotipler (V53/2, V8) ve (C3-F4) hattinin bitki morfolojik
ozelliklerine ait ortalama degerler

Genotip Bitki Bitki Tabanda | Tabanda | Son5 | Son Alar | Kaliks | Kaliks
Yiiksekligi | Genisligi Catal Govde Catal Bolgesi Boyu Eni
(cm) (cm) (Dal) (Sap) Cicek Cicek (mm) (mm)
Sayisi Cap1 Sayisi Sayisi
(adet) (cm) (adet) (adet)
V53/2 4225+ 40.00 + 1.75 573+ 1725+ | 4.00+ 1099+ | 8.60%
1.03 2.34 0.25 0.50 1.11 0.41 0.38 0.45
a a a a a a a a
V8 35.75+ 2825+ 1.50 + 577+ 15.75+ 3.00 + 1211+ | 8.80%
1.49 0.63 0.29 0.24 0.85 0.41 0.13 0.21
b b a a a a a a
C3-F4 3425+ 40.25 + 1.25+ 432+ 16.25 + 3.50+ 1156+ | 934+
0.75 0.85 0.25 0.11 0.75 0.29 0.47 0.26
b a a b a a a a
P 0.002 0.000 0.440 0.019 0.524 0.220 0.141 0.295

Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar istatistiksel olarak birbirinden farklidir (p<0.05)

Cizelge 4.26°da ebeveyn genotipler (V53/2 ve V53/1) ile F4 generasyonunun 97-
F4 hattt ve geri melez 18-A genotipi morfolojik 6zellikler bakimindan
karsilastirildiginda; bitki yiiksekligi, bitki genisligi, tabanda catal sayisi, tabanda govde
capt ve kaliks boyu o0zelliklerinde genotipler arasinda istatistiksel olarak anlamli
farkliliklar belirlenmistir (p<0.05). Buna karsilik, ¢icek sayisi ile iligkili 6zelliklerde
genotipler arasinda anlamli bir fark tespit edilmemistir (p>0.05).

97-F4 hatt1, bitki morfolojisi ile iliskili 6zelliklerin biiylik boliimiinde ebeveyn
genotiplerin altinda veya ara degerler sergilemis ve Ozellikle tabanda govde ¢api
bakimindan diisiik performans gostermistir. Buna karsilik 18-A geri melez genotipi;
tabanda catal sayisi, tabanda govde capi ve kaliks boyu gibi 6zelliklerde ebeveynlere
yakin veya esdeger degerler sergileyerek olumlu karakterlerin geriye melezleme yoluyla
kazanildigini ortaya koymustur (Cizelge 4.26).

68



BULGULAR A. IZMIRLI

Cizelge 4.26. Ebeveyn genotipler (V53/2, V53/1), (97-F4) ve backcross (18-A -BCiF3)
genotiplerin bitki morfolojik 6zelliklerine ait ortalama degerler

Genotip Bitki Bitki Tabanda | Tabanda | Son 5 Son Alar | Kaliks | Kaliks
Yiiksekligi | Genisligi Catal Govde Catal Bolgesi Boyu Eni
(cm) (cm) (Dal) (Sap) Cicek Cicek (mm) | (mm)
Sayisi Cap1 Sayisi Sayisi
(adet) (cm) (adet) (adet)
V53/2 4225+ 40.00 + 1.75 573+ 17.25+ 4.00 = 10.99 + | 8.60 £
1.03 2.34 0.25 0.50 1.11 0.41 0.38 0.45
a a a a a a a a
V53/1 3475+ 30.00 + 1.00 + 4.03 £ 16.75 + 4.00 = 9.65+ | 810+
0.48 2.04 0.00 0.20 0.75 0.41 0.19 0.09
b b ab b a a b a
97-F4 34.00 £ 27.50 + 0.50 + 3.82+ 16.00 = 325+ 10.14 £ | 8.80 +
1.96 0.87 0.29 0.09 0.71 0.25 0.14 0.16
b b b b a a ab a
18-A- 30.00 £ 2725+ 1.75+ 472+ 17.25+ 325+ 10.68+ | 9.05+
BCiF; 1.78 3.20 0.25 0.39 1.25 0.25 0.18 0.22
b b a ab a a a a
P 0.001 0.006 0.005 0.007 0.782 0.233 0.010 | 0.135

Ayni siitunda farklr harflerle gosterilen ortalamalar istatistiksel olarak birbirinden farklidir (p<0.05).

Cizelge 4.27°de ebeveyn genotipler (V53/2 ve V42) ile C4-F4 hatt1 ve V42 DH
(doubled haploid) genotiplerinin karsilastirilmasi sonucunda, bitki yiiksekligi, bitki
genisligi, tabanda catal sayisi, tabanda govde cap1 ve kaliks boyu bakimindan genotipler
arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar belirlenmistir (p<0.05). Buna karsilik
kaliks eni bakimindan genotipler arasinda anlamli bir fark tespit edilmemistir (p>0.05).

Cizelge 4.27. Ebeveyn genotipler (V53/2, V42), (C4-F4) ve DH V42 genotiplerin bitki
morfolojik 6zelliklerine ait ortalama degerler

Genotip Bitki Bitki Tabanda | Tabanda | Son5 | Son Alar | Kaliks | Kaliks
Yiiksekligi | Genisligi Catal Govde Catal Bolgesi Boyu Eni
(cm) (cm) (Dal) (Sap) Cicek Cicek (mm) (mm)
Sayisi Capr Sayisi Sayisi
(adet) (cm) (adet) (adet)
V53/2 4225+ 40.00 + 1.75 + 573+ 1725+ | 4.00+ 1099+ | 8.60=+
1.03 2.34 0.25 0.50 1.11 0.41 0.38 0.45
a a a a a a b a
V42 30.50 = 19.00 + 0.00 £ 3.16 £ 1425+ | 275+ 1148+ | 7.63+
0.87 0.82 0.00 0.28 0.25 0.25 0.15 0.09
c c b c b b b a
C4-F4 3575+ 3425+ 0.25+ 425+ 15.00 = 3.00 11.20+ | 830+
0.48 0.85 0.25 0.14 0.41 0.00 0.09 0.54
b ab b bc ab ab b a
V42- 32.50 = 28.75 1.25+ 525+ 16.00 = 325+ 1337+ | 7.34+
DH 0.29 0.85 0.25 0.12 0.71 0.25 0.23 0.25
c b a ab ab ab a a
P 0.000 0.000 0.000 0.000 0.052 0.035 0.000 0.114

Ayni stitunda farkls harflerle gosterilen ortalamalar istatistiksel olarak birbirinden farklidir (p<0.05)

69



BULGULAR A. IZMIRLI

Cizelge 4.27°deki melezlemelerde elde edilen sonuglar genel olarak
degerlendirildiginde; C4-F4 hatt1 ara fenotipik 6zellikler sergilerken, V42 DH genotipi
birgok karakter bakimindan daha homojen ve belirgin bir morfolojik yap1 ortaya
koymus; bu durum doubled haploid uygulamasinin 1slah ¢alismalarinda etkin bir arag
oldugunu desteklemistir.

Cizelge 4.28’de ebeveyn genotipler (V53/2 ve V46) ile C5-F4 hatt1 ve 32-1A-
BC/F3 geri melez hatt1 karsilastirildiginda; bitki yiiksekligi, bitki genisligi, tabanda catal
sayist ve tabanda gdvde (sap) capt bakimindan genotipler arasinda istatistiksel olarak
anlaml farkliliklar belirlenmistir (p<0.001). Ayrica kaliks eni agisindan da genotipler
arasinda anlamli fark bulunmustur (p<0.01). Buna karsin c¢icek sayisi ile iliskili
ozellikler ve kaliks boyu bakimindan genotipler arasinda anlamli farklilik tespit
edilmemistir (p>0.05).

Cizelge 4.28. Ebeveyn genotipler (V53/2, V46), (C5-F4) ve backcross (32-1A -BCiF3)
genotiplerin bitki morfolojik 6zelliklerine ait ortalama degerler

Genotip Bitki Bitki Tabanda | Tabanda | Son5 | Son Alar | Kaliks | Kaliks
Yiiksekligi | Genisligi Catal Govde Catal Bolgesi Boyu Eni
(cm) (cm) (dal) (sap) Cicek Cicek (mm) (mm)
Sayisi Cap1 Sayisi Sayisi
(adet) (cm) (adet) (adet)
V53/2 4225+ 40.00 + 1.75 573+ 1725+ | 4.00+ 1099+ | 8.60 =+
1.03 2.34 0.25 0.50 1.11 0.41 0.38 0.45
a a b a a a a ab
V46 28.25+ 17.25 0.00 £ 0.23 + 16.50 + 375+ 1032 + 7.64
0.48 0.25 0.00 3.59 0.29 0.48 0.12 0.11
c d c b a a a b
C5-F4 34.00 + 3325+ 275+ 3.62 + 1575+ | 3.25%+ 10.28 £ | 7.66 %
1.47 1.03 0.25 0.22 0.48 0.25 0.29 0.17
b b a b a a a b
32-1A 24,75 + 24.00 + 0.75 + 336+ 1475+ | 3.00+ 10.17+ | 9.16
BCiF; 1.03 0.41 0.25 0.06 0.25 0.00 0.27 0.25
c c c b a a a a
P 0.000 0.000 0.000 0.000 0.082 0.197 0.208 0.005

Ayni stitunda farklr harflerle gosterilen ortalamalar istatistiksel olarak birbirinden farklidir (p<0.05)

Cizelge 4.29.°da ebeveyn genotipler (V53/2 ve V49/2) ile bunlardan elde edilen
C7/2-F4 hattina ait baz1 morfolojik ozellikler karsilastirilmistir. Incelenen o6zellikler
arasinda bitki yiiksekligi, bitki genisligi, son bes ¢ataldaki cicek sayisi, son alar
bolgedeki ¢icek sayisi, kaliks boyu ve kaliks eni bakimindan genotipler arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit edilmemistir (P>0.05). Bu o&zellikler
yoniinden C7/2-F4 genotip, ebeveynleriyle benzer bir fenotipik performans
sergilemigtir. C7/2-F4 hattinin degerlendirilen morfolojik o6zelliklerin biiyiik bir
kisminda ebeveyn genotiplere benzer performans sergiledigi, bazi1 6zelliklerde ise
ebeveynler arasinda ara veya ebeveynlerden birine yakin fenotip gosterdigi ortaya
¢ikmustir.
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Cizelge 4.29. Ebeveyn genotipler (V53/2, V49/2) ve (C7/2-F4) hattinin bitki morfolojik
Ozelliklerine ait ortalama degerler

Genotip Bitki Bitki Tabanda | Tabanda | Son5 | Son Alar | Kaliks | Kaliks
Yiiksekligi | Genisligi Catal Govde Catal Bolgesi Boyu Eni
(cm) (cm) (Dal) (Sap) Cicek Cicek (mm) (mm)
Sayisi Cap1 Sayisi Sayisi
(adet) (cm) (adet) (adet)
V53/2 4225+ 40.00 = 1.75+ 573+ 1725+ | 4.00=+ 1099+ | 8.60 %
1.03 2.34 0.25 0.50 1.11 0.41 0.38 0.45
a a b a a a a a
V49/2 4225+ 40.50 = 325+ 6.47 + 16.25 + 375+ 10.53 + | 834+
1.25 0.96 0.25 0.30 0.48 0.25 0.16 0.09
a a a a a a a a
C7/2-F4 40.25 + 3775+ 2.50+ 395+ 16.75 + 3.00 + 1086+ | 8.31+
1.25 2.72 0.29 0.30 1.11 0.41 0.57 0.20
a a ab b a a a a
P 0.421 0.642 0.010 0.003 0.763 0.184 0.728 0.738

Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar istatistiksel olarak birbirinden farklidir (p<0.05)

Cizelge 4.30’da ebeveyn genotipler (V53/2 ve V35/2) ile bunlarin melezlenmesi
sonucu elde edilen C1-F4 hattinin morfolojik performansi degerlendirildiginde; bitki
yuksekligi, bitki genisligi, tabanda govde (sap) ¢ap1 ve son alar bolgesi cicek sayisi
bakimindan genotipler arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar belirlenmistir
(p<0.01). Buna karsilik tabanda catal sayisi, son 5 ¢atal ¢icek sayisi, kaliks boyu ve
kaliks eni yoniinden genotipler arasinda anlamli bir fark gézlenmemistir (p>0.05).

Cizelge 4.30. Ebeveyn genotipler (V53/2, V35/2) ve (C1-F4) hattinin bitki morfolojik
ozelliklerine ait ortalama degerler

Genotip Bitki Bitki Tabanda | Tabanda | Son 5 | Son Alar | Kaliks | Kaliks
Yiiksekligi | Genisligi Catal Govde Catal Bolgesi Boyu Eni
(cm) (cm) (Dal) (Dap) Cicek Cicek (mm) (mm)
Sayisi Cap1 Sayisi Sayisi
(adet) (cm) (adet) (adet)
V53/2 4225+ 40.00 + 1.75 + 573+ 17.25+ 4.00 = 1099+ | 8.60+
1.03 2.34 0.25 0.50 1.11 0.41 0.38 0.45
a b a a a ab a a
V35/2 3250+ 33.00 + 1.75 + 342+ 16.00 + 475+ 11.15+ | 8.48+
0.65 1.08 0.25 0.44 0.41 0.25 0.17 0.32
b c a b a a a a
C1-F4 3325+ 46.50 + 2.50+ 4.66 = 16.25 + 3.00+ 10.63+ | 8.57+
1.38 1.19 0.29 0.13 0.48 0.00 0.12 0.18
b a a ab a b a a
P 0.000 0.001 0.121 0.008 0.476 0.005 0.359 0.966

Ayni stitunda farklr harflerle gosterilen ortalamalar istatistiksel olarak birbirinden farklidir (p<0.05)

Cizelge 4.30’daki ebeveyn genotiplerden V53/2, bitki yiiksekligi ve tabanda
govde c¢apt bakimindan daha yiiksek degerler ortayan koyarak vejetatif gelisim
acisindan daha giiglii bir performans sergilemistir. V35/2 genotipi ise Ozellikle bitki
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boyu bakimindan daha diisiik degerler gdstermis, buna karsilik son alar bolgesi ¢igek
sayis1 yoniinden daha yiliksek bir performans ortaya koymustur. C1-F4 hatti; bitki
genisligi bakimindan ebeveynlerini asarak daha iistiin performans sergilerken, tabanda
govde ¢ap1 bakimindan ise ebeveynler arasinda ara bir deger sergilemistir.

Son olarak, Cizelge 4.31°de ebeveyn genotipler (V53/2 ve V57) ile bunlarin
melezlenmesi sonucu elde edilen C6-F4 hibrit hatti ve geriye melezleme ile olusturulan
42-1-A-BCF3 backceross hattinin morfolojik performansi karsilagtiriimisgtir.

Cizelge 4.31. Ebeveyn genotipler (V53/2, V57), (C6-F4) ve backcross (42-1-A -BCiF3)
genotiplerin bitki morfolojik 6zelliklerine ait ortalama degerler

Genotip Bitki Bitki Tabanda | Tabanda | Son5 | Son Alar | Kaliks | Kaliks
Yiiksekligi | Genisligi Catal Govde Catal Bolgesi Boyu Eni
(cm) (cm) (dal) (sap) Cicek Cicek (mm) (mm)
Sayisi Capi Sayisi Sayisi
(adet) (cm) (adet) (adet)
V53/2 4225+ 40.00 + 1.75 + 573+ 1725+ | 4.00+ 1099 + | 8.60 +
1.03 2.34 0.25 0.50 1.11 0.41 0.38 0.45
a a a a a a b a
V57 3475+ 3150+ 1.25+ 285+ 14.75 + 325+ 12.09+ | 6.64 +
1.18 0.96 0.25 0.12 0.25 0.25 0.30 0.14
b b ab b a ab ab b
C6-F4 33.00 £ 30.00 + 0.50 + 3.87+ 17.50 325+ 11.88+ | 7.57+
1.29 0.91 0.29 0.15 1.04 0.25 0.16 0.09
bc b b b a ab ab ab
42-1-A 28.00 + 23.75+ 0.25+ 349+ 15.00 = 275+ 12.80+ | 8.02+
BCiF; 1.29 1.03 0.25 0.20 0.71 0.25 0.11 0.23
c c b b a b a a
P 0.000 0.000 0.006 0.000 0.077 0.073 0.003 0.002

Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar istatistiksel olarak birbirinden farklidir (p<0.05).

Cizelge 4.31°’e gore; bitki yiiksekligi, bitki genisligi, tabanda catal sayisi,
tabanda govde (sap) capi, kaliks boyu ve kaliks eni bakimindan genotipler arasinda
istatistiksel olarak anlamli farkliliklar belirlenmistir (p<<0.01). Buna karsilik son 5 catal
cicek sayis1 ve son alar bolgesi ¢igek sayist yoniinden genotipler arasinda anlamli bir
fark saptanmamistir (p>0.05). Anne genotip V53/2; bitki yiiksekligi, bitki genisligi ve
tabanda govde ¢ap1 bakimindan en yliksek degerlere sahip iken, 6zellikle bitki boyu ve
govde capt bakimindan daha diisiik degerler sergilemis, bazi1 Ozelliklerde anne
genotipten belirgin sekilde ayrigmistir. C6-F4 hattr; bitki yiiksekligi, bitki genisligi,
kaliks boyu ve eni bakimindan ebeveynleri arasinda ara bir performans gostermistir. 42-
1-A-BCF3 hatt1 ise; bitki yiiksekligi ve bitki genisligi bakimindan en diisiik degerlere
sahip olup V53/2 anne ebeveynden belirgin sekilde ayrigsmistir. Buna kargin kaliks boyu
ve kaliks eni bakimindan iist istatistiksel grupta yer alarak anne ebeveynine yakin bir
performans gostermistir. Bu durum, geriye melezleme sonucunda bazi 6zelliklerin anne
ebeveyne dogru yoneldigini, baz1 6zellikler yoniinden ise farklilasmanin devam ettigini
ortaya koymaktadir.
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4.3.3. Hasat sonrasi incelenen agronomik ozellikler

Calismada genotiplere ait hasat sonrasi agronomik o&zellikler de incelenmis
ancak s0z konusu oOzelliklere iliskin veriler tekerriirlii olarak elde edilmediginden,
sonuglar istatistiksel analizlere tabi tutulmamis; yalnizca ortalama degerler iizerinden
degerlendirilmistir. Bu nedenle hasat sonrasi agronomik Ozelliklerine ait bulgular
tanimlayict nitelikte olup, genotipler arasindaki karsilagtirmalari ortaya koymak
amaciyla yapilmistir. Hasat ve tohum verimine iliskin 6zellikler; tek bitki agirlig, bitki
basina tohum verimi, hasat indeksi, kapsiil i¢indeki tohum sayis1 ve bin tane agirlig
yoniinden incelenmistir.

Ebeveyn genotiplere ait hasat sonrasi agronomik Ozellikler birlikte
degerlendirildiginde (Cizelge 4.32); tek bitki agirligi bakimindan en yiliksek deger
V49/2 genotipinde (14.0 g) belirlenmis, bunu V53/2 (11.6 g) ve V8 (10.77 g)
genotipleri takip etmistir. En diigiik degerler ise V42 (2.07 g) ve V35/1 (2.34 g)
genotiplerinde saptanmistir. Ebeveynler bitki basina tohum verimi yOniinden
karsilastirilidiginda ise V8 genotipi 2.87 g ile en yliksek degeri gostermis, bunu V53/2
(2.38 g) ve V53/1 (1.89 g) izlemis; V46 (0.22 g) en diisiik degeri sergilemistir. Hasat
indeksi bakimindan en yiiksek deger V42 genotipinde (0.61) belirlenirken, V35/2 ve
V53/1 (0.28) bu genotipi takip etmis, V49/2 (0.04) en diisiik hasat indeksine sahip
olmustur. Kapsiil i¢indeki tohum sayist agisindan V53/2 genotipi 13 adet ile en yiiksek
degeri gostermis, bunu V35/2 (12.2 adet) ve V49/1 (10.8 adet) izlemis; V6 (5.2 adet) en
diisiik degeri vermistir. Bin tane agirlig1 yoniinden ise V6 genotipi 8.39 g ile en yliksek
degeri gosterirken, en diisiik bin tane agirhig V49/1 genotipinde (5.34 g) belirlenmistir.

Cizelge 4.32. Ebeveyn genotiplerin hasat sonrast verim ve verim bilesenlerine ait
agronomik 6zellikleri

Genotip Tek bitki Bitki Basina | Hasat indeksi | Kapsiildeki Bin Dane
Agirhg Tohum Verimi Tohum Sayisi Agirhg
® (® (adet) ®
Vo6 8.83 1.20 0.14 5.20 8.39
V8 10.77 2.87 0.27 9.60 6.78
V20 3.70 0.49 0.13 7.20 5.84
V35/1 2.34 0.41 0.18 6.00 5.73
V35/2 6.13 1.73 0.28 12.20 5.85
V42 2.07 1.26 0.61 9.20 6.02
V46 2.57 0.22 0.09 9.00 6.15
V49/1 2.97 0.56 0.19 10.80 5.34
V49/2 14.00 0.49 0.04 6.00 6.03
V53/1 6.80 1.89 0.28 8.40 6.67
V53/2 11.60 2.38 0.21 13.00 5.50
V57 4.64 0.99 0.21 10.40 6.57

Calismada F4 ve BCiF3 generasyonuna ilerletilen genotipler de ebeveynler ile
karsilastirilarak hasat sonrasi 6zellikleri ortaya konmustur. V8 genotipinin anne ve V46,
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V42, V49/2, V57 ve V6 ebeveynlerinin baba olarak kullanildig1 genotipler ile bunlara
ait F4 ve BCiF3 genotiplerin hasat sonrasi agronomik ozellikleri Cizelge 4.33.’de
verilmigtir.

Cizelge 4.33. V8 ebeveyni, farkli ebeveyn genotipleri ve bu genotiplerden elde edilen

F4 ve BC hatlarinin hasat sonras1 agronomik 6zellikleri

Genotip Tek Bitki Bitki Basina | Hasat indeksi Kapsiildeki Bin Dane
Agirhg Tohum Tohum Sayisi Agirhg
(g) Verimi (adet) (g)
®
V8 10.77 2.87 0.27 9.60 6.78
V46 2.57 0.22 0.09 9.00 6.15
B4/5-F4 22.00 2.03 0.09 6.00 7.78
40-1 9.23 0.13 0.01 0.40 6.74
Genotip Tek Bitki | Bitki Basina | Hasat indeksi | Kapsiildeki Bin Dane
Agirhg Tohum Tohum Sayisi Agirhg
(g Verimi (adet) (g
®
V8 10.77 2.87 0.27 9.60 6.78
V42 2.07 1.26 0.61 9.20 6.02
B5/3-F4 6.90 1.10 0.16 7.20 6.67
Genotip Tek Bitki Bitki Basina | Hasat indeksi | Kapsiildeki Bin Dane
Agirhg Tohum Tohum Sayisi Agirhg
(g) Verimi (adet) (g)
®
V8 10.77 2.87 0.27 9.6 6.78
V49/2 14 0.49 0.04 6 6.03
B2/5--F,4 9.53 2.18 0.23 8 7.67
Genotip Tek Bitki Bitki Basina | Hasat indeksi Kapsiildeki Bin Dane
Agirhg Tohum Tohum Sayisi Agirh@
(g) Verimi (adet) (g)
®
V8 10.77 2.87 0.27 9.6 6.78
V57 4.64 0.99 0.21 10.4 6.57
B3/4-F4 15.50 3.18 0.21 9.20 6.77
Genotip Tek Bitki Bitki Basina | Hasat indeksi Kapsiildeki Bin Dane
Agirhg Tohum Tohum Sayisi Agirhg
(g Verimi (adet) (g
®
V8 10.77 2.87 0.27 9.60 6.78
V6 8.83 1.20 0.14 5.20 8.39
HI1-F3 12.15 3.83 0.32 9.60 7.75
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Cizelge 4.33’e gore, V8 x V46 melezi ve bu melezden ileri kusaklara ilerletilen
B4/5-F4 bireyi ile BC:F3 kusagina ait 40-1 hatt1 karsilastirildiginda; bitki basina tohum
verimi bakimindan V8 ebeveyni 2.87 g ile en yiiksek degeri gostermistir. B4/5-F4
hattinda bu deger 2.03 g olarak belirlenmis ve V46 ebeveynine (0.22 g) kiyasla belirgin
bir artig gostermistir. Buna karsilik, BCiF3 kusagina ait 40-1 hattinda bitki basina tohum
verimi oldukea diisiik (0.13 g) bulunmustur. Hasat indeksi agisindan V8 genotipi 0.27
ile en yiiksek degere sahip olurken, B4/5-F4 ve V46 genotiplerinde benzer ve diisiik
degerler tespit edilmistir. En diistik hasat indeksi 0.01 ile 40-1 hattinda belirlenmis olup,
bu durum generatif tiretimin sinirh kaldigimi gostermektedir. Kapsiil i¢indeki tohum
sayis1 bakimindan V8 ebeveyni en yiiksek degeri (9.60 adet) gdstermis, bunu V46
genotipi izlemistir. B4/5-F4 hattinda kapsiil basina tohum sayis1 daha diisiik bulunurken,
40-1 hattinda bu deger olduk¢a sinirli kalmistir. Bin dane agirli§i yoniinden en yiiksek
deger B4/5-F4 hattinda (7.78 g) belirlenmis olup, bu durum s6z konusu hattin tohum
iriligi bakimindan ebeveynlerine gore iistiinliik gosterdigini ortaya koymaktadir.

V8 ebeveyni, V42 hatt1 ve bunlardan ilerletilen B5/3-F4 genotipi bitki basina
tohum verimi bakimindan karsilastirildiginda; en yiiksek deger 2.87 g ile V8
genotipinde belirlenmistir. V42 hattinda bitki basina tohum verimi 1.26 g olarak
saptanirken, B5/3-F4 hattinda bu deger 1.10 g diizeyinde kalmistir. Genotipler hasat
indeksi agisindan incelendiginde; V42 genotipinin 0.61 ile en yiiksek hasat indeksine
sahip oldugu goriilmistiir. Buna karsilik, V8 genotipinde hasat indeksi 0.27 olarak
belirlenmis, B5/3-F4 genotipinde ise bu deger 0.16’ya diigmiistiir. Kapsiil i¢indeki
tohum sayis1 bakimindan genotipler arasinda biiyiik farkliliklar gozlenmemistir.
Genotiplerin tohumlarinin  bin dane agirligi degerlendirildiginde ise; BS5/3-Fa4
genotipinin 6.67 g ile ebeveynlere yakin bir deger gosterdigi, V8 ve V42 genotiplerinde
ise bin dane agirliginin sirasiyla 6.78 g ve 6.02 g oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.33).

Ebeveyn olan V8 ve V49/2 hatt1 ve bunlardan ilerletilen B2/5-F4 genotipinin
hasat sonras1t Ozellikler bakimindan karsilastirildiginda; bitki basina tohum verimi
yoniinden en yiiksek deger 2.87 g ile V8 genotipinde belirlenmistir. V49/2 hattinda bu
deger oldukca diisiik (0.49 g) bulunurken, B2/5-F4 genotipinde bitki basina tohum
veriminin  2.18 g’a  yiikseldigi goriilmistir. Hasat indeksi bakimindan
degerlendirildiginde; V8 genotipi 0.27 ile en yiiksek degeri sergilerken, V49/2 hattinda
hasat indeksi oldukca diisiikk (0.04) bulunmustur. Kapsiil icindeki tohum sayisi
bakimindan V8 ebeveyni 9.60 adet ile en yiiksek degeri gOstermistir. V49/2 hattinda
kapsiil bagina tohum sayis1 6.00 adet olarak belirlenirken, B2/5-F4 hattinda bu deger 8
adet ile ebeveynler arasinda bir diizeyde yer almistir. Bin dane agirligi yoniinden
degerlendirildiginde; en yiiksek deger 7.67 g ile B2/5-F4 hattinda tespit edilmistir. Bu
durum, hibrit kombinasyonun kendilenmesiyle elde edilen s6z konusu F4 hattinin tohum
iriligi ve dolgunlugu bakimindan ebeveynlerine kiyasla avantajli bir performans
sergiledigini ortaya kotmustur (Cizelge 4.33).

V8 ebeveyni, V57 hatt1 ve bunlarin melezi olan B3/4-F4 genotipi hasat sonrasi
ozellikler bakimindan karsilastirildiginda; bitki basmma tohum verimi yoniinden en
yiiksek deger B3/4-F4 hattinda (3.18 g) belirlenmistir. V8 ve V57 genotiplerinde bu
deger sirasiyla 2.87 g ve 0.99 g olarak saptanmistir. Hasat indeksi bakimindan
genotipler arasinda belirgin farkliliklar goriilmemis; V8 ve B3/4-F4 genotiplerinde
benzer hasat indeksi degerleri (0.27 ve 0.21) tespit edilmistir. Kapsiil i¢cindeki tohum
sayist bakimindan V57 genotipi 10.40 adet ile en yiiksek degeri gostermistir. B3/4-F4
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hattinda kapsiil bagia tohum sayis1 9.20 adet ile ebeveynlere yakin bulunmustur. Bin
dane agirligr yoniinden genotipler arasinda biiylik farkliliklar goézlenmemis; B3/4-F4
hibriti 6.77 g ile ebeveyn degerlerine yakin bir performans sergilemistir (Cizelge 4.33).

V8 x V6 melezi ve bu melezden F3 kusagina ilerletilen H1-F3 genotipinin hasat
sonrast Ozellikler bakimindan karsilastirildiginda; bitki basina tohum verimi yoniinden
en yiiksek deger H1-F4 hibritinde (3.83 g) belirlenmistir. V8 genotipinde bu deger 2.87
g iken, V6 hattinda 1.20 g olarak saptanmistir. Hasat indeksi agisindan
degerlendirildiginde, H1-F4 genotipi 0.32 ile en yiiksek degeri gostermistir. Kapsiil
icindeki tohum sayist bakimindan V8 ve H1-F4 genotipleri benzer degerlere (9.60 adet)
sahip olurken, V6 hattinda kapsiil basina tohum sayisinin belirgin sekilde diistik oldugu
(5.20 adet) goriilmiistiir. Bin dane agirlig1 yoniinden incelendiginde, V6 hatt1 8.39 g ile
en yliksek degeri gostermistir (Cizelge 4.33).

V8 genotipinin ana ebeveyn olarak kullanildigi tiim kombinasyonlar birlikte
degerlendirildiginde; bu genotip cogu karsilagtirmada referans alinabilecek degerlere
sahip olmus ve ileri kusak hatlarin gelistirilmesi agisindan giiclii bir ana ebeveyn profili
ortaya koymustur. V8 ile farkli hatlarin melezlenmesi ve bu melezlerin kendilenerek Fs
populasyonuna ilerletilmesi sonucunda elde edilen hatlarda, verim bilesenlerine verilen
tepkinin kars1 ebeveyn genotipe bagl olarak degistigi belirlenmistir. Baz1 melezlerden
tiiretilen F hatlarinda (6zellikle B3/4-F4 ve H1-F3) bitki basina tohum veriminin V8’i
asmasi, bu kombinasyonlarda seleksiyon ilerledik¢e olumlu genetik kazanimlarin ortaya
ciktigin1 gostermektedir. Hasat indeksi ve kapsiil icindeki dane sayisi bakimidan F4
hatlarinin ¢ogu ebeveynler arasinda bir performans sergilerken, bin dane agirlig
yoniinden bazi F4 hatlarinda V8’e kiyasla artis gozlenmistir. Bu durum, seleksiyon
siireciyle birlikte ozellikle tohum iriligi ve dolgunlugu gibi kalite o6zelliklerinin
tyilestirilebildigini diisiindiirmektedir. Genel olarak elde edilen bulgular, V8 genotipinin
ana ebeveyn olarak kullaniminin uygun oldugunu ve bazi F4 kusagi hatlarinin ileri 1slah
caligmalar1 agisindan timitvar materyaller sundugunu ortaya koymaktadir.

V53/2 genotipinin anne V8, VS53/1, V46, V42, V49/2, V57 ve V35/2
genotiplerinin baba olarak kullanildigi ve bu melezlerden tiiretilen F4 ve BCiF3
genotiplerin hasat sonrasi agronomik ozellikleri Cizelge 4.34° de verilmistir.

Cizelge 4.34’e¢ gore, V53/2, V8 ebeveynleri ve bunlardan elde edilen C3-F4
hattinin hasat sonrasi agronomik 6zellikler bakimindan birlikte degerlendirildiginde; tek
bitki agirlig1 agisindan en yiiksek deger C3-F4 genotipinde (14.36 g) belirlenmis, bunu
V53/2 (11.60 g) ve V8 (10.77 g) genotipleri izlemistir. Bitki basmna tohum verimi
yoniinden C3-F4 hatt1 2.96 g ile en yiiksek degeri gostermis, V8 genotipi 2.87 g ile bu
hatt1 yakindan takip etmis, V53/2 genotipinde ise bu deger 2.38 g olarak saptanmuistir.
Hasat indeksi bakimindan genotipler arasinda biiylik bir farklilik gozlenmemistir.
Kapsiil igindeki tohum sayis1 bakimindan en yiiksek deger V53/2 genotipinde (13 adet)
tespit edilmis, C3-F4 (9.40 adet) ve V8 (9.60 adet) genotipleri benzer degerlere sahip
olmustur. Bin dane agirligi yoniinden ise C3-F4 genotipi 7.10 g ile ebeveynlerine
kiyasla daha yiiksek bir deger géstermis olup, bu durum s6z konusu hattin tohum iriligi
ve dolgunlugu bakimindan avantajli bir performans sergiledigini ortaya koymaktadir.
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Cizelge 4.34. V53/2 ebeveyni, farkli ebeveyn genotipleri ve bu genotiplerden elde
edilen F4 ve BC hatlarinin hasat sonras1 agronomik 6zellikleri

Genotip Tek Bitki | Bitki Basina | Hasat indeksi | Kapsiildeki Bin Dane
Agirhg Tohum Tohum Sayisi Agirhg
(4] Verimi (g) (adet) ®
V5372 11.60 2.38 0.21 13.00 5.50
V8 10.77 2.87 0.27 9.60 6.78
C3-F4 14.36 2.96 0.21 9.40 7.10
Genotip Tek Bitki Bitki Basina | Hasat indeksi Kapsiildeki Bin Dane
Agirhg Tohum Tohum Sayisi Agirhg
(4] Verimi (g) (adet) (4]
V5372 11.60 2.38 0.21 13.00 5.50
V53/1 6.80 1.89 0.28 8.40 6.67
97 —F4 10.17 2.36 0.23 7.40 6.85
18-A 10.15 2.86 0.28 10.20 6.04
Genotip Tek Bitki Bitki Basina | Hasat indeksi Kapsiildeki Bin Dane
Agirhg Tohum Tohum Sayisi Agirhg
(4] Verimi (g) (adet) (4]
V53/2 11.6 2.38 0.21 13.00 5.50
V42 2.07 1.26 0.61 9.20 6.02
C4-F4 7.03 0.88 0.13 8.00 8.54
V42-DH 3.76 0.02 0.01 0.10 0.00
V42- 9.60 2.15 0.22 7.40 5.85
DHLab
Genotip Tek Bitki | Bitki Basina | Hasat indeksi | Kapsiildeki Bin Dane
Agirhg Tohum Tohum Sayisi Agirhg
® Verimi (g) (adet) (4]
V5372 11.60 2.38 0.21 13.00 5.50
V46 2.57 0.22 0.09 9.00 6.15
C5-F4 10.13 2.06 0.20 8.20 5.80
32-1B 3.21 0.40 0.12 9.00 6.95
Genotip Tek Bitki | Bitki Basina | Hasat indeksi | Kapsiildeki Bin Dane
Agirhg Tohum Tohum Sayisi Agirhg
e Verimi (g) (adet) (4]
V53/2 11.60 2.38 0.21 13.00 5.50
V49/2 14.00 0.49 0.04 6.00 6.03
C7/2-F,4 9.53 1.23 0.13 9.80 6.34
Genotip Tek Bitki Bitki Basina | Hasat indeksi Kapsiildeki Bin Dane
Agirhg Tohum Tohum Sayisi Agirhg
e Verimi (g) (adet) (4]
V5372 11.60 2.38 0.21 13.00 5.50
V35/2 6.13 1.73 0.28 12.20 5.85
Cl-F4 7.20 1.27 0.18 10.20 6.36
Genotip Tek Bitki | Bitki Basina | Hasat indeksi | Kapsiildeki Bin Dane
Agirhg Tohum Tohum Sayisi Agirhg
(4] Verimi (g) (adet) (4]
V53/2 11.6 2.38 0.21 13 55
V57 4.64 0.99 0.21 10.4 6.57
C6-F4 7.57 0.86 0.11 9.2 6.34
42-1 7.66 1.8 0.23 10.2 6.04
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Cizelge 4.34’e gore, V53/2 ve V53/1 ebeveynleri ile bunlardan elde edilen 97-F4
ve BCiF> kademesindeki 18-A hatlar1 hasat sonras1 agronomik 6zellikler bakimindan
birlikte degerlendirildiginde; tek bitki agirligi acisindan en yiiksek deger V53/2
genotipinde (11.6 g) belirlenmistir. Bunu 18-A (10.15 g) ve 97-F4 (10.17 g) genotipleri
izlerken, V53/1 genotipi (6.80 g) daha diisiik bir deger sergilemistir. Bitki bagina tohum
verimi yoniinden en yiiksek deger 18-A genotipinde (2,86 g) saptanmis, V53/2 (2.38 g)
ve 97 -F4 (2.36 g) genotipleri bu degere yakin performans gostermistir. Hasat indeksi
bakimindan V53/1 ve 18-A genotipleri 0.28 ile en yiiksek degerlere sahip olurken,
V53/2 genotipinde bu deger 0.21 olarak belirlenmistir. Kapsiil i¢indeki tohum sayisi
acisindan en yiiksek deger V53/2 genotipinde (13.00 adet) tespit edilmistir. Bin dane
agirhigr yoniinden ise 97-F4 genotipi 6.85 g ile en yiliksek degeri gostermis, diger
genotipler birbirine yakin degerler sergilemistir.

V53/2 ve V42 ebeveynleri ile bunlardan tiiretilen C4-F4 hatti ve V42 kokenli
doubled haploid (DH ve DHLab) hatlar1 hasat sonras1 agronomik 6zellikler bakimindan
birlikte degerlendirildiginde; tek bitki agirligi acisindan en yiiksek deger V53/2
genotipinde (11.60 g) belirlenmis, bunu V42 DHLab (9.60 g) ve C4-F4 hatt1 (7.03 g)
izlemigstir. V42 ebeveyni (2.07 g) ve V42 DH hatt1 (3.76 g) daha diisiikk degerler
sergilemistir. Bitki basina tohum verimi yoniinden V53/2 genotipi 2.38 g ile en yiiksek
degeri gostermis, V42 DH-lab hatt1 (2.15 g) bu genotipi yakindan takip etmis; V42 DH
hattinda tohum verimi oldukga diistik (0,02 g) bulunmustur. Kapsiil i¢cindeki tohum
sayist acisindan V53/2 genotipi 13 adet ile en yiiksek degeri gostermis, C4-F4 hattinda
bu deger 8.00 adet, V42 DHlab hattinda ise 7.40 adet olarak belirlenmistir; V42 DH
hattinda kapsiil i¢i tohum sayist olduke¢a sinirli (0.10 adet) kalmistir. Bin dane agirligi
yoniinden en yiiksek deger C4-F4 hattinda (8.54 g) tespit edilmis olup, DHIab hattinda
orta diizey bir deger (5.85 g) belirlenmistir. DH hattinda ise tohum sayisi ¢ok az oldugu
i¢cin bin dane agirlig1 hesaplanamamistir (Cizelge 4.34).

V53/2 ebeveyni, V46 hatt1 ve bunlardan elde edilen C5-F4 ile 32-1 genotipleri
birlikte degerlendirildiginde, bitki basina tohum verimi bakimindan en yiiksek deger
V53/2 genotipinde (2.38 g) belirlenmis, bunu C5-F4 hatti (2.06 g) izlemistir. V46
ebeveyninde tohum verimi olduk¢a diisiik bulunurken, 32-1 hattinda orta diizey bir
deger saptanmistir. Hasat indeksi genotipler arasinda genel olarak diisiik diizeylerde
seyretmis, belirgin bir Ustiinlik ortaya ¢ikmamustir. Kapsiil igindeki tohum sayisi
acisindan V53/2 genotipi 13.00 adet ile one cikarken, diger genotipler ebeveynlere
yakin veya daha diisiik degerler gostermistir. Bin dane agirlig1 yoniinden ise 32-1 hatti
yuksek bir deger sergileyerek tohum iriligi bakimindan dikkat ¢cekmistir (Cizelge 4.34).

V53/2 ve V49/2 ebeveynleri ile bunlardan elde edilen C7/2-F4 hatti birlikte
degerlendirildiginde; bitki bagina tohum verimi bakimindan en yiiksek deger V53/2
genotipinde (2.38 g) belirlenmis, C7/2-F4 hatt1 (1.23 g) orta diizey bir performans
sergilemistir. V49/2 genotipinde ise tohum verimi oldukca diisiik kalmistir (0.49 g).
Hasat indeksi acisindan V53/2 genotipi daha yiiksek bir degere sahip olurken, V49/2
hattinda bu degerin belirgin sekilde diisiik oldugu goriilmiistiir. Kapsiil i¢indeki tohum
sayis1 bakimindan C7/2-F4 hatt1 9.80 adet ile ebeveynler arasinda bir deger gostermistir.
Bin dane agirligi yoniinden genotipler arasinda belirgin bir farklilik gézlenmemis,
degerlerin birbirine yakin oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.34).
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V53/2 ve V35/2 ebeveynleri ile bunlardan elde edilen C1-F4 hatti birlikte
degerlendirildiginde, bitki basina tohum verimi bakimindan en yiiksek deger V53/2
genotipinde (2.38 g) belirlenmis, V35/2 hatt1 (1.73 g) bu genotipi takip etmistir. C1-F4
hatt1 1.27 g ile orta diizey bir performans sergilemistir. Hasat indeksi agisindan V35/2
genotipi 0.28 ile 6ne ¢ikarken, V53/2 (0.21) ve C1-F4 (0.18) genotiplerinde daha diisiik
degerler saptanmistir. Kapsiil i¢indeki tohum sayis1 bakimindan V53/2 genotipi 13.00
adet ile en yiliksek degeri gostermis, V35/2 (12.20 adet) ve CI-F4 (10.20 adet)
genotipleri bunu izlemistir. Bin dane agirhi§i yoniinden ise C1-F4 hatt1 6.36 g ile
ebeveynlerine kiyasla daha yiiksek bir deger sergileyerek tohum iriligi bakimindan
dikkat cekmistir (Cizelge 4.34).

V53/2 ve V57 ebeveynleri ile bunlardan tiiretilen C6-F4 ve 42-1 genotipleri hasat
sonras1 Ozellikler bakimindan birlikte ele alindiginda; bitki basina tohum veriminin
V53/2 genotipinde en yiiksek diizeyde gergeklestigi (2.38 g) goriilmiistiir. 42-1 hatt1
(1.80 g) bu degeri izlerken, V57 ve C6-F4 genotiplerinde tohum veriminin daha siirh
kaldig1 belirlenmistir. Hasat indeksi bakimindan genotipler arasinda biiytik farkliliklar
gozlenmemis, degerlerin 0.11-0.23 araliginda degistigi tespit edilmistir. Kapstil icindeki
tohum sayis1 yoniinden V53/2 genotipi 6ne ¢ikmis (13.00 adet), diger genotiplerde bu
Ozellik birbirine yakin diizeylerde (9.00-11.00 adet) seyretmistir. Bin dane agirligi
acisindan ise genotipler arasinda belirgin bir istiinliik olugsmamis, C6-Fs ve 42-1

hatlarinin ebeveynlere yakin degerler sergiledigi goriilmiistiir (Cizelge 4.34).

Tiim tablolar birlikte degerlendirildiginde; F4 kusagina ilerletilmis hatlar ile
BCiF;> hatlarin ebeveyn genotiplere kiyasla bircok hasat sonrasi 6zellik bakimindan
daha dengeli ve bazi durumlarda istiin bir performans sergiledigi goriilmektedir.
Ozellikle bitki basma tohum verimi ve bin dane agirlig1 gibi verimi dogrudan etkileyen
ozelliklerde, baz1 F4 hatlarinin ebeveynleri astig1 ya da ebeveyn degerlerine yakin ve
istikrarli sonuglar verdigi belirlenmistir. Buna karsilik ebeveyn genotipler, bazi
ozelliklerde (6rnegin kapsiil i¢indeki tohum sayis1 veya hasat indeksi) yiiksek degerlere
sahip olmakla birlikte, bu {stlinlik her zaman toplam tohum verimine dogrudan
yansimamistir. Elde edilen bu bulgular; Fs populasyonuna ilerletilmis hatlarin ileri 1slah
calismalar1 ve seleksiyon siireclerinde kullanilabilecek, verim ve verim bilesenleri
bakimindan olumlu o6zellikler sergileyen {imitvar genetik materyaller oldugunu
gostermektedir.
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4.4. Androgenesis ¢calismalari bulgular:
4.4.1. Anter Kkiiltiirii deneme bulgulan

4.4.1.1. I. Grup anter Kkiiltiirii deneme bulgular:

I. Grup anter kiiltiirii caligmalar1 kapsaminda V8 ve V57 genotiplerinin her birisi
5 farkli indiiksiyon ortaminda androgenesis performanslar1 yoniinden test edilmistir. Bu
kiiltiirlerde her 100 anter basina elde edilen ortalama kallus olusturan anter sayisi, direkt
embriyo, embriyo ve siirgiin sayilar1 tespit edilmis olup, genotip ve indiiksiyon
ortamlarinin bu parametreler lizerindeki etkilerini belirlemek {iizere yapilan varyans
analizinin (ANOVA) sonuglar1 Cizelge 4.35’de verilmistir.

Cizelge 4.35. 1. Grup anter kiiltlirii denemelerinde genotip ve indiiksiyon ortamlarinin

kallus olusturan anter sayisi, embriyo ve siirgiin sayisi / 100 anter iizerine etkileri

Genotip Kallus Olusturan Direkt Embriyo Indirekt Embriyo Siirgiin Sayisi
Anter Sayisi Sayis1 Sayis1 /100 Anter
/100 Anter /100 Anter /100 Anter
V8 1.34 1.00 3.50 2.10
V57 1.00 0.00 2.10 1.50
P 0.582 <0.05 0.391 0.624
Indiiksiyon | Kallus Olusturan Direkt Embriyo indirekt Embriyo Siirgiin Sayisi
Ortam Anter Sayisi Sayisi Sayisi /100 Anter
/100 Anter /100 Anter /100 Anter
1 1.25b 0.00b 3.75 ab 2.10 ab
2 0.00b 0.00b 0.00b 0.00b
3 0.00b 0.00b 0.00b 0.00b
4 4.59 a 2.50 a 10.20 a 6.90 a
5 0.00b 0.00b 0.00b 0.00b
LSD (0.05) 1.90 1.45 5.15 3.70
F value 8.670 4.714 5.858 5.040
SE + 0.67 0.51 1.84 1.33
Pr>F <0.01 <0.05 <0.01 <0.05
Genel 1.17 0.50 2.79 1.80
ortalama

Anter kiiltiiri caligmalar1 kapsamindaki 2 genotipin 5 farkli indiiksiyon
ortaminda kiiltiire alindig1 I. Grup anter kiiltiirlerinde gézlemlenebilir farkliliklar ortaya
cikmistir. Cizelge 4.35’e¢ gore, genotipler arasi karsilastirmalarda kallus olusumu
bakiminda en fazla kallus olusumu V8 genotipinde (1.34 kallus olusturan anter
say1s1/100 anter) olusmustur. Kallus olusumu yoniinden genotipler arasinda dnemli fark
(F = 0.306, P > 0.05) gozlenmemistir. Indiiksiyon ortami faktédrii yoniinden en yiiksek
kallus olusumu 4 nolu ortamdan (4.59 kallus olusturan anter sayisi/100 anter) elde
edilirken, 1 nolu ortamda 1.25 kallus olusturan anter sayisi/100 anter meydana
gelmistir. 2, 3 ve 5 nolu ortamlarda ise kallus olusumu goriilmemistir. Kallus olusumu
bakimindan indiiksiyon ortamlar1 arasinda fark énemli bulunmustur (F = 8.670, P <
0.01) (Cizelge 4.35).
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I. Grup anter kiiltiirii denemelerinde kullanilan iki genotipten yalnizca V8
genotipinde direkt embriyo olusumu gézlenmis ve bu genotipte 1 embriyo/100 anter
veriminde direkt embriyo olusmus, genotipin bu olusumdaki etkisi de istatistiksel olarak
anlamli (p <0.05) bulunmustur (Cizelge 4.35). Genotiplerin kiiltiire alindig1 indiiksiyon
ortamlar1 degerlendirildiginde; 5 farkli ortamdan yalnizca 4 nolu indiiksiyon ortaminda
direkt embriyo olusumu gerceklesmistir. Indiiksiyon ortamlari arasindaki farklilik da
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (F = 4.714; p < 0.05) (Cizelge 4.35). Bu
bulgular dogrultusunda, II. Grup anter kiiltiirii denemelerinde 4 nolu indiiksiyon
ortamina farkli BGD kombinasyonlar1 ve aktif karbon kaynaklar: eklenerek denemelere
devam edilmistir.

Cizelge 4.36 ya gore genotip ve indiiksiyon ortami interaksiyonu yoniinden 100
anterden elde edilen kallus ortalamasi 1.67 kallus olusturan anter say1s1/100 anter olarak
gerceklesmis, ancak genotip x ortam interaksiyonu bakimindan énemli bir fark olmadig:
ortaya konulmustur (F =0.115, P > 0.001).

Cizelge 4.36. 1. Grup anter kiiltliri denemelerinde genotip x ortam interaksiyonunun
kallus olusturan anter, embriyo ve siirglin sayisi / 100 anter {izerine etkileri*

Indiiksiyon | Kallus Olusturan Direkt Embriyo Indirekt Embriyo Siirgiin Sayisi
Ortam Anter Sayisi Sayisi Sayisi /100 Anter
/100 Anter /100 Anter /100 Anter
Genotipler
V8 V57 V8 V57 V8 V57 V8 V57
1 1.67 a 0.83 a 0.00 b 0.00 b 542 a 2.08 a 2.50a 1.67 a
2 0.00 a 0.00 a 0.00 b 0.00 b 0.00 a 0.00 a 0.00 a 0.00 a
3 0.00 a 0.00 a 0.00 b 0.00 b 0.00 a 0.00 a 0.00 a 0.00 a
4 5.00a 4.17 a 5.00 a 0.00 b 12.08a | 833 a 792 a 583a
5 0.00 a 0.00 a 0.00 b 0.00 b 0.00 a 0.00 a 0.00 a 0.00 a
LSD (0.05) Onemli degil 2.05 Onemli degil Onemli degil
F value 0.115 4.714 0.28 0.118
SE + 0.95 0.73 2.60 1.88
Pr>F <0.05 <0.05 <0.05 <0.05
Genel 1.17 0.50 2.79 1.79
ortalama

*LSD testi ile ayrilan ortalamalar1 igin iki yonlii ANOVA kullanilmistir. Bir siitun i¢inde farkli harfle
ifade edilen ortalamalar p<0.05 diizeyinde anlamli olarak farklidur.

Cizelge 4.36’ya gore, direkt embriyo verimi bakimindan genotipler ve
indiiksiyon ortamlar1 arasindaki interaksiyon etkisi istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (F = 4.714; p < 0.05). Interaksiyon etkisinin incelendiginde; genotiplerin
indiiksiyon ortamlarina verdikleri embriyogenik tepkilerin farkli oldugunu ortaya
cikmistir. Bu kapsamda, direkt embriyo olusumu yalnizca 4 nolu indiiksiyon ortaminda
V8 genotipinde gbézlenmis ve bu kombinasyonda 5.00 embriyo/100 anter degeri elde
edilmistir (Sekil 4.12). V57 genotipinde ise hi¢bir indiiksiyon ortaminda direkt embriyo
olusumu ger¢eklesmemistir. Bu bulgular, direkt embriyogenesis acgisindan genotiplerin
cevresel kosullara verdikleri tepkinin ortama bagimli oldugunu ve uygun indiiksiyon
ortaminin embriyo olusumunda belirleyici bir faktér oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.12. 1. Grup anter kiiltiirii sonucu elde edilen direkt embriyolar

Genotiplerin indirekt embriyo olusturma bakimindan genel ortalamalari
incelendiginde; V8 genotipinin (2.79 embriyo/100 anter) V57 genotipine kiyasla daha
yiiksek bir ortalama degere sahip oldugu goriilmekle birlikte, bu fark istatistiksel agidan
anlamli bulunmamistir (F = 0.742; p > 0.001) (Cizelge 4.36).

Indiiksiyon ortamlar arasindaki indirekt embriyo olusumu degerlendirildiginde,
ortam etkisinin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir (F = 5.85; p < 0.001).
Indiiksiyon ortamlar1 incelendiginde, indirekt embriyo olusumunun yalmzca 1 ve 4
no’lu ortamlarinda gergeklestigi tespit edilmistir (Cizelge 4.35).

En yiiksek indirekt embriyo verimi 4 no’lu indiiksiyon ortaminda (10.20
embriyo/100 anter) elde edilmistir. Buna karsin, 1 nolu ortamda 3.75 embriyo/100 anter
elde elde edilirken 2. 3. ve 5. nolu ortamlarda indirekt embriyo olusumu gozlenmemistir
(Cizelge 4.35).

Indirekt embriyo verimi bakimindan genotip x indiiksiyon ortami interaksiyonu
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (F=0.281, p>0.001) (Cizelge 4.36).

Denemede anterlerden elde edilen kalluslar araciligiyla olusan indirekt
embriyolar, BS ortaminda siirgiin gelisiminin tesvik edilmesi amaciyla hormonsuz kati
besin ortamlarina aktarilmigtir. Bu dogrultuda elde edilen siirgilinlerin genotip,
indiiksiyon ortami ve genotip X ortam interaksiyonu bakimindan degerlendirilmesi
yapilmistir (Cizelge 4.36).

Genotip ile ortam interaksiyonunun silirglin  olusumu iizerine etkisi
incelendiginde; siirgiinlerin yalnizca 1 ve 4 no’lu indiiksiyon ortamlarinda gerceklestigi
belirlenmistir. En yiiksek siirgiin verimi 4 no’lu ortamda V8 genotipinde elde edilmis
(7.92 siirgiin/100 anter) (Sekil 4.13), ayn1 ortamda V57 genotipi daha diisiik bir deger
(5.83 siirgiin/100 anter) olusturmustur. Birinci indiiksiyon ortaminda ise her iki
genotipte smurlt diizeyde siirgiin olusumu gozlenmis; V8 ve V57 genotiplerinde
sirastyla 2.50 ve 1.67 siirglin/100 anter degerleri kaydedilmistir. Diger indiiksiyon
ortamlarinda her iki genotipte de siirgiin olusumu gerceklesmemistir (Cizelge 4.36)
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Sekil 4.13. I. Grup anter kiiltiiri sonucu elde edilen kalluslar ve siirgiinler

Siirglin - verimi  bakimindan genotip x indiiksiyon ortami interaksiyonu
istatistiksel olarak anlamli bulunmamis, benzer sekilde genotip ve ortamin bireysel
etkileri acisindan da anlamli bir farklilik saptanmamuistir.

4.4.1.2. II. Grup anter kiiltiirii deneme bulgulari

II. Grup anter kiiltiirii denemeleri kapsaminda; 5 genotipin her biri 10 farkh
indiiksiyon ortaminda test edilmis olup, varyans analiz sonuglarina gore (Cizelge 4.37)
kallus olusumu bakimindan genotipler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
belirlenmemistir (F = 1.584; p > 0.05). Buna karsilik, indiiksiyon ortamlar1 arasinda
kallus olusumu yo6niinden istatistiksel olarak yiiksek derecede anlamli farklar tespit
edilmistir (F = 11.078; p < 0.05). Bu bulgu, indiiksiyon ortami i¢eriginin kallus olusumu
iizerinde belirleyici bir etkiye sahip oldugunu ortaya koymaktadir.

Genotip ve indiiksiyon ortami gruplarindan hangi grubun digerlerinden farkli
oldugunu bulmak i¢in LSD testi yapilmistir. II. Grup anter kiiltlirii denemelerinde 5
genotipin hepsinde kallus olusmustur. Bunlar arasindan en yiiksek kallus tiretimi 2.84
kallus olusturan anter sayis1/100 anter ortalama ile V20 genotipinden elde edilirken, en
diisiik ortalama 1.45 kallus olusturan anter sayisi/100 anter ile V46 genotipinde
meydana gelmistir (Cizelge 4.37).

Genotiplerin kiiltiire alindig1 indiiksiyon ortamlar1 yoniinden ise ortamlarin
hepsinde kallus olusmustur. Bunlar arasindan en ytiksek kallus iiretimi ortalama 6.00
kallus olusturan anter sayis1/100 anter ile 2. ortamdan elde edilirken, onu 4.00 kallus
olusturan anter say1s1/100 anter ortalama ile 8. ortam takip etmistir. En diisiik ortalama
deger olan 0.11 kallus olusturan anter sayis1/100 anter ise 6. ortamda meydana gelmistir
(Cizelge 4.37).
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Cizelge 4.37. II. Grup anter kiiltiiri denemelerinde genotip ve ortamlarin kallus
olusturan anter sayis1/100 anter iizerine etkileri*

Genotip
A%} V20 V42 V46 V53
Kallus 245a 2.84a 229a 1.45a 2.06 a
Olusturan
Anter
Sayis1/
100 anter
LSD (0,05) 1.15
F value 1.584
SE + 0.41
Pr>F <0.178
Genel
ortalama 2.17
Indiiksiyon Ortamlar
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Kallus 1.78 6.00 1.00 0.22 1.45 0.11 0.79 4.00 3.00 3.79
Olusturan bed a cd d bed d cd ab bc ab
Anter
Sayis1 /
100 anter
LSD (0,05) 1.6
F value 11.078
SE + 0.58
Pr>F <0.001
Genel 2.21
ortalama

Kallus olusumu agisindan genotip x indiiksiyon ortami interaksiyonunun da
istatistiksel olarak anlamli oldugu saptanmistir (F = 1.886; p<0.05). Bu durum, genotip
ve indiiksiyon ortamlarinin kallus olusumunu tek baslarina etkilemelerinin yani sira,
birlikte degerlendirildiklerinde kallus olusumu iizerinde 6nemli bir etkilesim ortaya
koyduklarin1 gostermektedir (Cizelge 4.38).

Ortam ve genotip interaksiyonu yoniinden ise, en yiiksek ortalama kallus tiretimi
2. ve 8. ortamda kiiltiire alinan V20 ve ve V8 genotipinden (8.89 kallus olusturan anter
say1s1/100 anter) elde edilirken, en diisiik ortalama deger 0.55 kallus olusturan anter
say1s1/100 anter 5.,6. ve 7. ortamda kiiltiire alman V8, V20 ve V42 genotipinde
olusmustur (Cizelge 4.38).
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Cizelge 4.38. II. Grup anter kiiltiirii denemelerinde genotip x ortam interaksiyonunun
kallus olusturan anter sayis1/100 anter iizerine etkileri*

Indiiksiyon Genotip
Ortami
V8 V20 7% V46 V53
! 2.22 be 0.00¢ 3.33 be 0.00 ¢ 3.33 be
2 500b 8.89 a 778a 6.11 ab 222 be
3 0.00 ¢ 500b 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢
4 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 111 ¢
5 0.55 ¢ 3.33 be 1.67 ¢ 0.00 ¢ 1.67 ¢
6 0.55¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢
7 0.00 ¢ 0.55¢ 0.55¢ 0.00 ¢ 2.78 be
8 8.89 a 3.33 be 389b 111 ¢ 2.78 be
9 1.67 ¢ 5.55 ab 2.78 be 2.78 be 2.22 be
10 5.55ab 1.67 2.78 be 4441 4441
LSD (0,05) 3.60
F value 1.886
SE + 1.29
Pr>F <0.05
Genel 2.21
ortalama

*LSD testi ile ayrilan ortalamalar i¢in iki yonlii ANOVA kullanilmigtir. Bir siitun iginde farkli harfle
ifade edilen ortalamalar p<0.05 diizeyinde anlamli olarak farklidir

II. Grup anter kiiltiiri denemeleri kapsaminda elde edilen direkt embriyo
olusumu verilerine iligkin varyans analizi sonuglar1 incelendiginde (Cizelge 4.39);
direkt embriyo olusumu bakimindan genotipler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik belirlenmemistir (F = 1.978; p > 0.01). Indiiksiyon ortamlar1 arasinda ise direkt
embriyo olusumu yoOniinden istatistiksel olarak yiiksek derecede anlamli farklar tespit
edilmistir (F = 7.918; p < 0.01). Bu bulgu, indiiksiyon ortam1 igeriginin direkt embriyo
olusumu tizerinde belirleyici bir etkiye sahip oldugunu ortaya koymaktadir.

II. Grup anter kiiltiirii denemeleri kapsaminda, incelenen 5 genotipten 4
tanesinde direkt embriyo olusumu gozlenmistir. Genotipler arasinda yapilan
degerlendirmede, en yiiksek direkt embriyo liretimi ortalama 0.61 embriyo/100 anter ile
V20 genotipinde elde edilirken, en diisiik ortalama deger 0.11 embriyo/100 anter ile
V46 genotipinde belirlenmigtir. V42 genotipinde ise direkt embriyo olusumu
gozlenmemistir (Cizelge 4.39).

Genotiplerin kiiltiire alindig1 indiiksiyon ortamlar1 degerlendirildiginde, test
edilen 10 indiiksiyon ortamindan yalnizca 3’linde direkt embriyo olusumu meydana
geldigi tespit edilmistir. Bu ortamlar arasinda en yiiksek direkt embriyo olusumu
ortalama 2.11 embriyo/100 anter ile 1. indiiksiyon ortaminda elde edilmis, bunu
ortalama 0.11 embriyo/100 anter ile 5. ve 7. indiiksiyon ortamlar: takip etmistir (Cizelge
4.39). Bu sonuglar, indiiksiyon ortami iceriginin direkt embriyo olusumunu baslatmada
ve siirdlirmede kritik bir belirleyici faktdr oldugunu ortaya koymaktadir.
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Cizelge 4.39. I1. Grup anter kiiltiiri denemelerinde genotip ve ortamlarin direkt embriyo
sayis1 / 100 anter tizerine etkileri

Genotip
V8 V20 V42 V46 V53
Direkt 0.17a 0.61 2 0.00 2 0.11a 0.29a
Embriyo
Sayis1/
100 anter
LSD (0,05) 0.65
F value 1.978
SE + 0.165
Pr>F 0.097
Genel
ortalama 0.23
Indiiksiyon Ortamlar
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Direkt 2.11a | 0.00b | 0.00b | 0.00b | 0.11b | 0.00b | 0.11b | 0.00b | 0.00b | 0.00b
Embriyo
Sayis1/
100 anter
LSD (0,05) 0.65
F value 7.918
SE + 0.235
Pr>F <0.001
Genel 0.23
ortalama
Direkt embriyo olusumu agisindan genotip X indiiksiyon ortami

interaksiyonunun da istatistiksel olarak anlamli oldugu saptanmistir (F = 1.779; p <
0.05) (Cizelge 4.40). Elde edilen bulgular, direkt embriyo olusumunun yalnizca genotip
ile degil, ortam veya genotip x ortam interaksiyonu ile birlikte embriyo olusumu
tizerinde 6nemli rol oynadigini ortaya koymaktadir.

Ortam x genotip interaksiyonu bakimindan yapilan degerlendirmede, en yiiksek
ortalama direkt embriyo {retiminin 2. indiiksiyon ortaminda kiiltiire aliman V20
genotipinde gerceklestigi ve bu degerin 5.55 embriyo/100 anter oldugu belirlenmistir
(Sekil 4.14). Buna karsilik, en diislik ortalama deger olan 0.55 embriyo/100 anter, 1., 5.
ve 7. indiiksiyon ortamlarinda kiiltiire alinan V46 ve V20 genotiplerinde saptanmistir
(Cizelge 4.40).
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Sekil 4.14. II. Grup anter kiiltiirii sonucu elde edilen direkt embriyo ve kotiledon
asamasindaki embriyolar

Cizelge 4.40. 1I. Grup anter kiiltiirii denemelerinde genotip X ortam interaksiyonunun
direkt embriyo sayisi / 100 anter iizerine etkileri*

Indiiksiyon Genotip
Ortam
\'%] V20 V42 V46 V53
1 1.67 ¢ 5.56 a 0.00d 0.56d 2.78 b
2 0.00d 0.00d 0.00d 0.00d 0.00d
3 0.00d 0.00d 0.00d 0.00d 0.00d
4 0.00d 0.00d 0.00d 0.00d 0.00d
5 0.00d 0.00d 0.00d 0.56d 0.00d
6 0.00d 0.00d 0.00d 0.00d 0.00d
7 0.00d 0.56d 0.00d 0.00d 0.00d
8 0.00d 0.00d 0.00d 0.00d 0.00d
9 0.00d 0.00d 0.00d 0.00d 0.00d
10 0.00d 0.00d 0.00d 0.00d 0.00d
LSD (0.05) 1.45
F value 1.779
SE + 0.525
Pr>F <0.05
Genel 0.23
ortalama

*LSD testi ile ayrilan ortalamalari icin iki y&nlii ANOVA kullanilmigtir. Bir siitun icinde farkli harfle
ifade edilen ortalamalar p<0.05 diizeyinde anlaml olarak farklidir

Cizelge 4.40’a gore, direkt embriyo olusumu bakimindan indiiksiyon ortaminin
ana etkisinin genotip etkisine kiyasla daha belirgin oldugu, bununla birlikte genotiplerin
farkli  indiiksiyon ortamlarina verdikleri tepkilerin  degiskenlik  gosterdigi
anlasilmaktadir. Bu durum, direkt embriyo olusumunun yalnizca genetik yapidan degil,
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ayni zamanda kullanilan indiiksiyon ortamlarinin bilesiminden ve bu ortamlarin
genotiplerle olan etkilesiminden de giiclii bicimde etkilendigini ortaya koymaktadir.

II. Grup anter kiiltiiri denemelerinde elde edilen kalluslarin bir siire sonra
embriyojenik gelisim gosterdigi gozlenmistir. Bu kapsamda olusan indirekt
embriyolardan elde edilen veriler de varyans analizine tabi tutulmustur. Varyans analizi
sonuglarma gore (Cizelge 4.41) indirekt embriyo olusumu bakimindan genotipler
arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar belirlenmistir (F = 5.023; p < 0.01).
Benzer sekilde, kalluslarin indirekt embriyo olusturma kapasiteleri indiiksiyon ortamlari
acisindan karsilastirildiginda da istatistiksel olarak anlamli farklar tespit edilmistir (F =
9.736; p <0.01).

Cizelge 4.41. II. Grup anter kiiltiiri denemelerinde genotip ve ortamlarin indirekt
embriyo sayist / 100 anter {izerine etkileri

Genotip
V8 V20 V42 V46 V53
<t 5332 4722 178 b 1.72b 3.79 ab
Embriyo
Sayist/
100 anter
LSD (0,05) 2.05
F value 5.023
SE + 0.74
Pr>F <0.001
Genel
ortalama 3.47
Indiiksiyon Ortamlar
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Indirekt 244 [10.56a | 2.22 0.55 2.55 0.00 0.22 6.10 5.10 4.90
Embriyo bede bede cde bede e de ab be bed
Sayist/
100 anter
LSD (0,05) 2.95
F value 9.736
SE + 1.05
Pr>F <0.001
Genel 3.46
ortalama

Calismada indirekt embriyo olusumu bakimindan incelenen 5 genotipin
hepsinde indirekt embriyo olusumu goézlenmistir. Genotipler arasinda yapilan
degerlendirmede, en yiiksek indirekt embriyo olusumu ortalama 5.33 embriyo/100 anter
ile V8 genotipinde elde edilirken, bunu 4.72 embriyo/100 anter ile V20 genotipi takip
etmistir. En diisiikk ortalama deger 1.72 embriyo/100 anter ile V46 genotipinde
belirlenmistir (Cizelge 4.41).

Genotiplerin kiiltiire alindig1 indiiksiyon ortamlar1 degerlendirildiginde, test

edilen 10 indiiksiyon ortamindan yalnizca 6 numarali ortam hari¢ diger ortamlarda
indirekt embriyo olusumu meydana geldigi gézlemlenmistir. Bu ortamlar arasinda en
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yiksek indirekt embriyo olusumu 2. ortamda 10.56 embriyo/100 anter ile elde
edilmistir. Indiiksiyon ortamlar1 arasinda en diisiik indirekt embriyo verimi en ise
0.55embriyo/100 anter ile 4. indiiksiyon ortaminda gerceklesmistir (Cizelge 4.41).

Ayrica, indirekt embriyo olusumu yoniinden genotip % indiiksiyon ortami
interaksiyonunun da istatistiksel olarak yiiksek derecede anlamli oldugu saptanmistir (F
= 3.845; p < 0.001) (Cizelge 4.42). Elde edilen bu bulgular, indirekt embriyo
olusumunun yalnizca genotip veya indiiksiyon ortaminin tek basina etkisiyle degil, ayni
zamanda genotip ve ortam faktorlerinin birlikte etkilesimiyle sekillendigini ve bu
etkilesimin embriyojenik siirecin basarisinda Onemli bir rol oynadigini ortaya
koymaktadir.

Cizelge 4.42. II. Grup anter kiiltlirii denemelerinde genotip x ortam interaksiyonunun
indirekt embriyo sayis1 / 100 anter iizerine etkileri*

Indiiksiyon Genotip
Ortami
) V20 V42 V46 V53
! 444 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 778b
2 833 b 12.22b 16.67 b 833 b 722b
3 0.00 ¢ 11.11b 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢
4 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 278 ¢
5 111¢ 722b 111¢ 0.00 ¢ 333 ¢
6 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢
7 0.00 ¢ 111 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢
8 24.44a 333 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 278 ¢
9 333 ¢ 11.11b 0.00 ¢ 722b 389 ¢
10 11.67 b 111 ¢ 0.00 ¢ 1.67 ¢ 10.00 b
LSD (0.05) 6.55
F value 3.845
SE + 234
Pr>F <0.001
Genel 347
Ortalama

*LSD testi ile ayrilan ortalamalari i¢in iki yonlit ANOVA kullanilmistir. Bir siitun i¢inde farkli harfle
ifade edilen ortalamalar p<0.05 diizeyinde anlamli olarak farklidir

Ortam x genotip interaksiyonu bakimindan yapilan degerlendirmede ise, en
yiiksek ortalama indirekt embriyo iiretiminin 8. indiiksiyon ortaminda kiiltiire alinan V8
genotipinde 24.44 embriyo/100 anter oldugu belirlenmistir (Sekil 4.15). V8 genotipini
2. indiiksiyon ortaminda kiiltiire alinan 16.66 embriyo/100 anter ile V42 genotipi takip
etmistir. En diistik indirekt embriyo verimi ise 1.11 embriyo/100 anter ile 5. Ortamda
kiiltiire alinan V8 ve V42 genotiplerinde saptanmistir (Cizelge 4.42).
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Sekil 4.15. II. Grup anter kiiltiiri denemelerinde olugsan embriyolar ve gelisimleri

II. Grup anter kiiltiirii denemeleri kapsaminda elde edilen indirekt embriyolardan
gelisen siirglinler, uygun gelisim diizeyine ulastiklarinda BS5 besin ortamina
aktarilmistir. Elde edilen siirgiinlere ait veriler, embriyolarin kdken aldigi indiiksiyon
ortamlar1 dikkate alinarak degerlendirilmis ve varyans analizine tabi tutulmustur.
Stirglin olusumuna iliskin ANOVA sonuclarina gore (Cizelge 4.43), siirglin sayisi
bakimindan genotipler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik belirlenmemistir
(F = 3.339; p > 0.01). Buna Kkarsilik, indiiksiyon ortamlar1 i¢in yapilan
karsilastirmalarda anlamli farklar tespit edilmistir (F = 8.771; p < 0.01). Ayrica, siirglin
olusumu yoniinden genotip x indiiksiyon ortami interaksiyonunun da istatistiksel olarak
anlamli oldugu saptanmustir (F = 2.718; p < 0.001). Elde edilen bu bulgular, siirgiin
olusumunun yalnizca indiiksiyon ortaminin tek basma etkisiyle agiklanamayacagini;
genotip ve indiiksiyon ortami faktorlerinin birlikte etkilesiminin siirgiin olusumu
stirecinde belirleyici bir rol oynadigini ortaya koymaktadir.

Cizelge 4.43. II. Grup anter kiiltlirii denemelerinde genotip ve ortamlarin slirgiin sayis1 /
100 anter iizerine etkileri

Genotip
V8 V20 V42 V46 V53
Siirgiin 2.55a 240 a 1.11a 0.89a 2.50a
Sayist/
100 anter
LSD (0,05) 1.25
F value 3.339
SE + 0.45
Pr>F >0.05
Genel 1.89
ortalama
Indiiksiyon Ortamlanr
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Stiirgiin 1.55bc | 6.33a | 1.11bc | 044bc | 1.22bc | 0.00c | 0.11c | 2.78bc | 2.44bc | 3.00b
Sayis1/
100 anter
LSD (0,05) 1.80
F value 8.71
SE + 0.64
Pr>F <0.001
Genel 2.55
ortalama
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Genotiplerin siirgiin sayis1 bakimindan ortalama degerleri incelendiginde
(Cizelge 4.43), V8 genotipi 2.56 siirgiin/100 anter ve V53 genotipi 2.50 siirgiin/100
anter ile en yliksek silirgiin olusumuna sahip genotipler olarak 6ne ¢ikmaktadir. Bu
genotipleri, V20 genotipi 2.45 siirgiin/100 anter yakin ortalama degeriyle takip
etmektedir. Buna karsilik, V42 genotipi 1.11 siirgiin/100 anter ve 6zellikle V46 genotipi
0.89 siirgiin/100 anter degerli siirgiin verimi yoniinden daha diisiik ortalamalara sahip
olmustur. Elde edilen bulgular dogrultusunda siirgiin olusumu bakimindan genotipler
arasinda istatistiki anlamda bir farklilik bulunmamistir. Siirgiin sayis1 bakimindan
indiiksiyon ortamlar1 degerlendirildiginde, test edilen 10 indiiksiyon ortamindan 6
numarali ortam hari¢, diger tiim ortamlarda siirgiin olusumu meydana gelmistir.
Indiiksiyon ortamlari arasinda yapilan karsilastirmada, en yiiksek siirgiin olusumu
ortalama 6.33 siirgiin/100 anter ile 2. indiiksiyon ortaminda elde edilmistir. Buna
karsilik, en diisiik slirglin olusumu ortalama 0.11 siirglin/100 anter ile 7. indiiksiyon
ortaminda belirlenmistir.

Stirgiinlerin ortam x genotip interaksiyonu bakimindan degerlendirilmesi
sonucunda ise, en yliksek ortalama siirgiin liretiminin 8. indiiksiyon ortaminda kiiltiire
alinan V8 genotipinde, 10.56 siirgiin/100 anter degeriyle gergeklestigi tespit edilmistir
(Cizelge 4.44).

Cizelge 4.44. 1I. Grup anter kiiltiirii denemlerinde genotip x ortam interaksiyonunun
stirgiin sayis1 / 100 anter iizerine etkileri*

indiiksiyon Genotip
Ortami
V8 V20 V42 V46 V53
1 3.89 be 0.00 ¢ 0.00 c 0.00 c 3.89 be
2 3.33 be 7.22 ab 2.11 be 5.55b 5.00b
3 0.00 ¢ 5.55b 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢
4 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 c 0.00 c 2.22 be
5 0.55¢ 3.33 be 0.55¢ 0.00 c 1.67c
6 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢
7 0.00 ¢ 0.55¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢
8 10.55 a I.11c 0.00 c 0.00 c 2.22 be
9 1.67 ¢ 555b 0.00 c 2.78 be 2.22 be
10 5.55b 1.11c 0.00 ¢ 0.55¢ 7.78 ab
LSD (0.05) 4.00
F value 2.718
SE + 1.43
P r>F <0.001

*LSD testi ile ayrilan ortalamalar1 igin iki yonlii ANOVA kullanilmistir. Bir siitun i¢inde farkli harfle
ifade edilen ortalamalar p<0.05 diizeyinde anlamli olarak farklidur.

II. Grup anter kiiltiirii ¢aligmalar1 kapsaminda, indirekt embriyolardan elde
edilen siirgiinler koklendirme ortamlarina aktarilmis, ancak bu siirglinlerden kok
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gelismemistir. Buna karsin, direkt embriyolardan elde edilen siirgiinler arasinda, V20
genotipine ait iki silirglinde ve V53 genotipine ait bir siirgiinde B5 ortaminda kok
gelisimi gerceklesmis ve bu bitkiler basartyla aklimatizasyon siirecine alinmistir.
Ancak, aklimatizasyon asamasina tabi tutulan bitkicikler daha sonraki donemde
yasamlarini siirdlirememistir.

Sekil 4.16. Elde edilen direkt embriyolarin rejenerasyon ortamindaki gelisimleri

4.4.1.3. I11. Grup anter Kkiiltiirii deneme bulgular:

II. Grup anter kiiltiirii denemelerinden elde edilen sonuglar dogrultusunda III.
Grup anter kiiltiirii denemeleri planlanmis ve II. grupta kullanilan 10 farkli indiiksiyon
ortami arasindan, performansi en yliksek olan 1 numarali ortam en uygun ortam olarak
belirlenmigstir. Bu dogrultuda, III. grup denemeler s6z konusu ortam esas alinarak
ylritiilmistir. 1 nolu ortaminda kiiltire aliman BCiF; ve F; populasyonlarina ait
bitkilerden secilen toplam 6 genotip ile denemeler gerceklestirilmis ve sonuglar Cizelge
4.45.da sunulmustur.

Cizelge 4.45. I11. Grup anter kiiltiirii denemelerinde farkli genotiplerin kallus olusturan
anter sayis, direkt ve indirekt embriyo sayis1 /100 tomurcuk {izerine etkileri*

Genotip Kallus Olusturan Direkt Embriyo Indirekt Embriyo
Anter Sayis1 Sayisi1 /100 anter Sayis1 / 100 anter
/100 anter
B2/5-F; 3.33 6.67 4.44
B3/4-F3 5.00 6.67 3.33
C4-F; 0.55 0.00 0.00
32-1-BCyF, 3.33 6.11 3.33
40-1-BCF; 4.44 3.33 2.22
42-1-BCF; 2.22 3.33 1.67
P 0.249 0.414 0.441

*Ortalamalar tek yonli ANOVA ve Tukey HSD ¢oklu karsilagtirma testi ile degerlendirilmistir. Ancak
genotipler arasinda anlamli istatistiksel fark saptanmadigindan (p>0.05) ortalamalar harflendirilmemistir.
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Cizelge 4.45° deki genotip faktoriiniin kallus olusturan anter sayisi, indirekt
embriyo sayisi ve siirgiin sayisi iizerindeki etkileri incelendiginde, ortalama degerler
arasinda sayisal farkliliklar gozlenmis olmakla birlikte bu farkliliklarin istatistiksel
olarak anlamli olmadigr belirlenmistir (p>0.05). Kallus olusturan anter sayisi
bakimindan en yiiksek ortalama deger B3/4-F3 genotipinde (5.00 kallus olusturan
anter/100 anter) elde edilirken, bunu 40-1-BC;F; (4.44 kallus olusturan anter /100 anter)
ve B2/5-F3 (3.33 kallus olusturan anter/100 anter) genotipleri izlemistir. En diisiik kallus
olusumu ise C4-F; genotipinde (0.56 kallus olusturan anter sayisi/100 anter)
saptanmistir. Ancak genotipler arasindaki bu sayisal farkliliklar istatistiksel olarak
anlamli bulunmamustir (p=0.249).

Direkt embriyo sayist acisindan degerlendirildiginde (Sekil 4.17), B2/5-F3 ve
B3/4-F3 genotiplerinin en yiiksek ortalama degeri (6.67 embriyo/100 anter) verdigi
goriilmiis, 32-1-BCF; genotipi ise 6.11 embriyo/100 anter ortalama ile bu genotipleri
takip etmistir. Buna karsin C4-F3 genotipinde indirekt embriyo olusumu
gbézlenmemistir. Buna ragmen, genotipler arasindaki farkliliklar istatistiksel agidan
anlamli bulunmamustir (p=0.414).

2 mm

Sekil 4.17. III. Grup anter kiiltiiri denemelerinde elde edilen direkt ve indirekt
emriyolar

Indirekt embriyo sayis1 sayis1 bakimindan en yiiksek ortalama deger B2/5-F;
genotipinde (4.44 indirekt embriyo/100 anter) belirlenirken, B3/4-F3 ve 32-1-BCiF;
genotipleri 3.33 indirekt embriyo/100 anter ortalama ile benzer performans gostermistir.
En disiik indirekt embriyo sayis1 ise 42-1-BCiF; genotipinde (1.67 indirekt
embriyo/100 anter) kaydedilmistir. Ancak indirekt embriyo sayis1 bakimindan da
genotipler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamustir (p=0.441)III.
Grup anter kiiltiirii denemeleri genel olarak degerlendirildiginde, bazi genotiplerin
kallus olusumu, direkt ve indirekt embriyo gelisimi bakimindan daha yiiksek ortalama
degerler gostermesine ragmen farkliliklar istatistiksel olarak desteklenmemistir.
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4.4.2. Mikrospor Kkiiltiirii deneme bulgular:

4.4.2.1. I. Grup mikrospor Kkiiltiirii deneme bulgular

I. Grup mikrospor kiiltiirii denemeleri kapsaminda, elde edilen embriyo olusumu
genotip ve ortamlardan elde edilen embriyo verilerine iliskin yapilan varyans analizi
sonuclar1 Cizelge 4.46.’de gosterilmistir. Sonuglara gore embriyo olusumu bakimindan
genotipler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik belirlenmistir (F = 46.192; p
< 0.01). Indiiksiyon ortamlar1 arasinda da yapilan varyans analizi songlarmna goére
embriyo olusumu yoniinden istatistiksel olarak onemli farklar tespit edilmistir (F =
114.720; p <0.01).

Cizelge 4.46. 1. Grup mikrospor kiiltlirii denemelerinde genotip ve ortamlarin embriyo
say1s1/100 tomurcuk {izerine etkileri

Genotip
V8 V20 V42 V46 V53
Embriyo 24.98 ¢ 6.61 cd 91.21a 0.91d 53.39b
Sayis1/
100
tomurcuk
LSD (0,05) 15.29
F value 46.192
SE + 5.49
Pr>F <0.001
Genel 35.41
ortalama
indiiksiyon Ortamlan
1 2 3 4
Embriyo 112.39 a 11.75b 348¢ 0.00 ¢
Sayis1/
100
tomurcuk
LSD (0,05) 13.64
F value 114.720
SE + 491
Pr>F <0.001
Genel 31.90
ortalama

Cizelge 4.46’daki ANOVA sonuglarina gore hangi gruplarin birbirinden farkli
oldugunu belirlemek i¢in LSD testi uygulanmistir. Genotipler i¢in LSD degeri 15.29
olarak bulunmustur. En yiiksek embriyo verimi 91.21 embriyo/100 tomurcuk ortalama
deger ile V42 genotipinde gozlenirken, bunu en diisiik embriyo verimi 53.39
embriyo/100 tomurcuk ortalama deger ile V53 genotipi izlemistir. Embriyo verimi
bakimindan en diisiik genotip ise V46 genotipinde 0.91 embriyo/100 tomurcuk ile
gdzlenmistir. Indiiksiyon ortamlar1 arasindaki LSD degeri ise 13.64 olarak bulunmustur.
En yiiksek embriyo verimi 112.39 embriyo/100 tomurcuk ortalama ile 1. ortamda, en
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diisiik embriyo verimi 3.49 embriyo/100 tomurcuk degeriyle 3. ortamda gozlenirken 4.
ortamda embriyo verimi goriilmemistir (Cizelge 4.46).

Embriyo olusumu agisindan genotip X indiiksiyon ortami interaksiyonu
karsilastirildiginda ise yine istatistiksel olarak anlamli oldugu saptanmistir (F = 48.928;
p < 0.01) (Cizelge 4.47). Sonuglar, V. hispanica ‘da mikrospor Kkiiltiirlinde embriyo
olusumunun hem genotipik yapidan hem de kullanilan indiiksiyon ortamindan énemli
diizeyde etkilendigini ortaya koymaktadir.

Cizelge 4.47. 1. Grup mikrospor Kkiiltiiri denemelerinde genotip X ortam
interaksiyonunun embriyo say1s1/100 tomurcuk {izerine etkileri*

Indiiksiyon Genotip
Ortami
V8 V20 V42 V46 V33
1 32.08d 2291d 360.25 a 3.67¢ 143.00 b
2 63.25 ¢ 275¢ 3.67 ¢ 0.00 ¢ 59.58 ¢
3 458 ¢ 0.91 ¢ 0.92 ¢ 0.00 ¢ 11.00
4 0.00e 0.00 e 0.00 e 0.00 e 0.00 e
LSD (0.05) 30.58
F value 48.928
SE + 10.85
Pr>F <0.001
Genel ortalama 3.22

*LSD testi ile ayrilan ortalamalar i¢in iki yonlii ANOVA kullanilmistir. Siitunlar iginde farkli harfle
ifade edilen ortalamalar p<0.05 diizeyinde anlaml olarak farklidir

Cizelge 4.47°deki genotip x indiiksiyon ortami interaksiyonunun da istatistiksel
olarak anlamli bulunmasi, genotiplerin farkli indiiksiyon ortamlarma verdikleri
tepkilerin degiskenlik gosterdigini ve embriyo olusumunun her genotip—ortam
kombinasyonu i¢in farklilik arz edebilecegini gdstermektedir. Dolayisiyla, mikrospor
kiltlirii ¢alismalarinda maksimum embriyo verimi elde edilebilmesi i¢in hem genotip
se¢ciminin hem de uygun indiiksiyon ortaminin birlikte degerlendirilmesi ve genotip-
spesifik kiiltiir protokollerinin gelistirilmesi gerekmektedir. Genotip ve ortam
interaksiyonu i¢in ise LSD degeri 30.58 olarak tespit edilmistir. En yliksek embriyo
verimi V42 genotipinde 360.25 embriyo/100 tomurcuk ortalama deger ile 1. ortamda
bulunurken, en diisiik embriyo verimi ise tepki veren ortamlar arasindan 0.92 embriyo
/100 tomurcuk deger ile yine 3. ortamda kiiltiire alinan V20 ve V42 genotipinde
gozlenmistir (Sekil 4.18). Bu sonu¢ da ayn1 genotiplerin farkli ortama farkli tepkiler
verdiginin gostergesi sayilabilir.
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Sekil 4.18. I. Grup mikrospor kiiltiirii denemelerinde V53 genotipinde farkli ortamlarda
kiiltiire alinan mikrosporlardan elde edilen embriyolar; A) pH: 5.9 (Kontrol); B) pH:5.9
+ 200 mg /fin; C) pH:6.5; D) pH: 6.5 + Aktif karbon

I. Grup mikrospor kiiltiiri c¢alismalar1 kapsaminda goézlemlenen kotiledon
asamasindaki embriyolar i¢in varyans analizi yapilmistir (Cizelge 4.48). ANOVA
sonuglart genotipler (F=17.319, p <0.001), ortam (F=50.661, p<0.001) ve genotip x
ortam interaksiyonu (F=17.532, p<0.001) yoniinden 6nemli farkliliklar gostermistir.
Hangi gruplarin birbirinden farkli oldugunu belirlemek i¢in LSD testi uygulanmastir.

Genotip i¢in en yiiksek kotiledon embriyo V42 genotipinde 9.39 ortalama
embriyo/100 tomurcuk deger ile gbzlenirken, en diisiik kotiledon embriyo 3.21 ortalama
deger ile V8 genotipinde gozlenmistir. Ortamlar arasindaki embriyo degerlerinde ise en
yliksek embriyo verimi 12.46 embriyo/100 tomurcuk ortalama ile 1. Ortamda
gerceklesirken, bunu 1.65 embriyo/100 tomurcuk verimiyle 2. ortam izlemistir.
Denemede 3. ve 4.ortamda kotiledon asamasinda embriyo gézlenmemistir (Cizelge
4.48).

Genotip ve ortam interaksiyonu i¢in (Cizelge 4.49) ise en yiiksek kotiledon
embriyo verimi, V42 genotipinde 37.58 embriyo/100 tomurcuk ortalama deger ile 1.
ortamda bulunmustur (Sekil 4.18). Genotip x ortam interaksyonlarinda V20 ve V46
genotiplerinin  kiiltlire alindig1 indiiksiyon ortamlarinin  higbirinde = embriyo
gozlemlenmemistir. Aymi sekilde 3. ve 4. ortamlarda da hicbir genotip kotiledon
embriyo goriilmemistir.
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Cizelge 4.48. 1. Grup mikrospor kiiltiirii denemelerinde genotip ve ortamlarin kotiledon
embriyo say1s1/100 tomurcuk iizerine etkileri

Genotip
V8 V20 V42 V46 V53
Kotiledon 3.21 be 0.00 ¢ 9.39a 0.00 ¢ 5.04b
Embriyo
Sayis1/
100 tomurcuk
LSD (0,05) 2.64
F value 17.319
SE + 0.95
Pr>F <0.001
Genel 3.54
ortalama
Indiiksiyon Ortamlar
1 2 3 4
Kotiledon 12.46 a 1.65b 0.00b 0.00b
Embriyo
Sayis1/
100 tomurcuk
LSD (0,05) 2.31
F value 50.661
SE + 0.85
Pr>F <0.001
Genel 3.53
ortalama

Cizelge 4.49. 1. Grup mikrospor Kkiiltiiri denemelerinde genotip X ortam
interaksiyonunun kotiledon embriyo say1s1/100 tomurcuk {izerine etkileri*

Indiiksiyon Genotip
Ortam
V8 V20 V42 V46 V53
1 8.25¢ 0.00d 37.58 a 0.00d 16.50 b
2 4.58 c¢d 0.00d 0.00d 0.00d 3.67cd
3 0.00d 0.00d 0.00d 0.00d 0.000 d
4 0.00d 0.00d 0.00d 0.00d 0.00d
LSD (0.05) 508
F value 17.532
SE + 1.89
Pr>F <0.001
Genel 3.608
Ortalama

*LSD testi ile ayrilan ortalamalari igin iki yonli ANOVA kullanilmistir. Siitunlar i¢inde farkli harfle
ifade edilen ortalamalar p<0.05 diizeyinde anlamli olarak farklidir
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(d)
Sekil 4.19. I.Grup mikrospor kiiltiirii denemeleri kapsaminda elde edilen embriyolar; a-
b) Globular embriyolar, c-d) kotiledon embriyolar.

I. Grup mikrospor kiiltiirii denemelerinde V57 genotipinde arabinogalaktan
proteinlerinin embriyo ve kotiledonlu embriyo olusumu iizerindeki etkisi incelenmis ve
elde edilen bulgular Cizelge 3.50’de sunulmustur. Yapilan istatistiksel analizler
sonucunda, arabinogalaktan uygulamasinin kontrol grubuna kiyasla embriyo ve
kotiledonlu embriyo olusumu bakimindan istatistiksel olarak anlamli farkliliklar
olusturdugu belirlenmistir (p<0.05).

Cizelge 4.50. 1. Grup mikrospor Kkiiltiiri denemelerinde V57 genotipinde
arabinogalaktan proteinlerinin embriyo sayisi ve kotiledon embriyo say1s1/100 tomurcuk
tizerine etkileri™®

Indiksiyon Ortam icerigi Embriyo Sayis1 | Kotiledon Embriyo Sayis
Ortam /100 tomurcuk /100 tomurcuk
! NLN (Kontrol) 85.25 11.91
2 NLN + 10 mg/L 18.34 0.92
Arabinogalaktan
P 0.014 0.040

*Veriler tek yonlii varyans analizi (One-way ANOVA) ile degerlendirilmistir. iki uygulama arasindaki
farklar p<0.05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamlidir.
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Bununla birlikte, her iki uygulamada da embriyo ve kotiledonlu embriyo
olusumunun ger¢eklesmis olmasi, arabinogalaktanin embriyo indiiksiyonunu baskilayici
bir etki gostermedigini ve mikrosporlarin embriyojenik potansiyelini olumsuz ydnde
etkilemedigini ortaya koymaktadir (Cizelge 3.50). Embriyo olusum diizeylerinde
kontrol ve arabinogalaktanli ortamda ortaya c¢ikan istatistiksel farkliliklar,
arabinogalaktanin etkisinin kullanilan temel besin ortami, uygulama kosullar1 ve
genotip Ozelliklerine bagli olarak degisebilecegini diisiindiirmektedir. Bu nedenle,
arabinogalaktan proteinlerinin mikrospor kiiltiiriindeki potansiyel etkilerinin daha net
ortaya konulabilmesi i¢in farkli besin ortamlar1 ve konsantrasyonlarla birlikte
degerlendirilmesinin yararl olacagi kanaatine varilmstir.

4.4.2.2. I1. Grup mikrospor kiiltiirii deneme bulgulari

II. Grup mikrospor kiiltlirii denemeleri kapsaminda kiiltiire alinan 3 genotipin
her birisinin 4 farkli indiiksiyon ortaminda test edildigi mikrospor kiiltiirleri verilerine
gore embriyo olusumu bakimindan genotipler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik goriiliirken (F = 34.361; p < 0.01), indiiksiyon ortamlar1 arasinda yapilan
varyans analizi songlarina gore de embriyo olusumu ydniinden istatistiksel olarak
anlamh farklar tespit edilmistir (F = 27.751; p < 0.01) (Cizelge 4.51). Varyans analizi
sonucuna gOre embriyo olusumu agisindan genotip X indiiksiyon ortami
interaksiyonunun da istatistiksel olarak anlamli oldugu saptanmistir (F = 12.348; p <
0.01).

Cizelge 4.51. II. Grup mikrospor kiiltiirii denemelerinde genotip ve ortamlarin embriyo
sayist ve kotiledon embriyo say1s1/100 tomurcuk {izerine etkileri*

Genotip Genotiplerin Emriyo Sayisi Genotiplerin Kotiledon Emriyo Sayis1
/100 Tomurcuk /100 Tomurcuk
V8 7.56b 1.14b
V42 32.54a 344 a
V46 1.37b 0.00b
LSD (0.05) 7.92 1.21
F value 34.361 17.500
SE + 2.82 0.42
Pr>F <0.001 <0.001
Genel Ortalama 13.81 1.53
Indiiksiyon Ortamlarin Emriyo Sayisi Ortamlarin Kotiledon Emriyo Sayis1 /
Ortam /100 Tomurcuk 100 Tomurcuk
1 3759 a 6.12 a
2 2.750 c 0.00 b
3 1497 b 0.00b
4 0.00 ¢ 0.00 b
LSD (0.05) 9.13 1.32
F value 27.751 40.000
SE + 3.24 0.48
Pr>F <0.001 <0.001
Genel Ortalama 13.82 1.53

Kotiledon embriyolarin varyans analizine gore, genotipler arasinda (F = 17.500,
P < 0.05), ortamlar arasinda (F = 40.000, P < 0.001) 6nemli farkliliklar bulunmustur
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(Cizelge 4.51). Genotip x ortam interaksiyonu acisindan da kotiledomn embriyo verimi
bakimindan istatiktiksel olarak énemli farkliliklar bulunmustur (F = 17.500, P < 0.01)
(Cizelge 4.52).

Cizelge 4.52. II. Grup mikrospor kiiltiirii denemelerinde genotip x ortam
interaksiyonunun embriyo sayisit ve kotiledon embriyo sayisi/100 tomurcuk iizerine
etkileri*

Indiiksiyon Emriyo Sayis1 Kotiledon Emriyo Sayisi
Ortami /100 Tomurcuk /100 Tomurcuk
\'%} V42 V46 V8 V42 V46
1 23.83 ¢ 85.25a 3.67d 4.58b 13.75a 0.00 ¢
2 1.83d 5.50d 0.92d 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢
3 4.58d 3941b 0.92d 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢
4 0.00d 0.00d 0.00d 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 ¢
L3D Q03 15.73 2.31
F value 12.348 17.500
SE + 5.63 0.84
Pr>F <0.001 <0.001
Genel Ortalama 13.83 1.53

*LSD testi ile ayrilan ortalamalari igin iki yonli ANOVA kullanilmistir. Siitunlar i¢inde farkli harfle
ifade edilen ortalamalar p<0.05 diizeyinde anlaml olarak farklidir

Genotip, ortam ve genotip x ortam interaksiyonlarindan elde edilen embriyo
verimi karsilastirildiginda en yiiksek embriyo verimi 32.54 embriyo/100 tomurcuk ile
V42 genotipinde bulunurken, en yiiksek embriyo verimi 37.59 embriyo/100 tomurcuk
ile 1. ortamdan elde edilmistir. Genotip ve ortam interaksiyonu i¢in ise en yiiksek
embriyo verimi, V42 genotipinde 85.25 embriyo / 100 tomurcuk ortalama deger ile 1.
ortamda tespit edilmistir (Cizelge 4.52).

Kotiledon embriyo veriminde yapilan gézlemler sonucunda ise 3.44 emriyo/100
tomurcuk ile V42 genotipi en yiiksek genotip iken bunu 1.14 kotiledon embriyo/100
tomurcuk takip etmis, V46 genotipinde kotiledon embriyo olusumu gozlemlenmemistir
(Cizelge 4.51). II. Grup mikrospor kiiltiirii denemelerinde kotiledon embriyolarinin
olusumunda ortamin etkisine bakildiginda ise en fazla kotiledon embriyo 6.11 kotiledon
embriyo/100 tomurcuk ile 1 numarali ortamdan elde edilmis ve diger 3 ortamdan
kotsledon embriyo elde edilmemistir (Cizelge 4.51).

Genotip x ortam interaksiyonunun kotiledon embriyo {iizerine etkisine
bakildiginda ise en yliksek kotiledon embriyo 1 numarali ortamda V42 genotipinden
elde edilmis olup (Cizelge 4.52), elde edilen sonuglar I. Grup mikrospor kiiltiirii
sonuglart ile uyumlu olup, mikrospor kiiltiirii ¢alismalarinda basariya ulagsmak icin
genotip-spesifik ve ortam-uyumlu protokollerin gelistirilmesinin gerekli oldugunu
ortaya koymaktadir.

II. Grup mikrospor kiiltiiri deneme sonuglari degerlendirildiginde, kontrol

olarak kullanilan NLN ortaminin embriyo olusumu bakimindan dikkat c¢ekici oldugu
goriilmiistiir. Kontrol ortamina kiyasla embriyo veriminin istatistiksel olarak daha diisiik
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olmasina ragmen CHB ortaminda embriyo olusumunun gerceklesmis olmasi (Sekil
4.20), bu ortamin mikrosporlarin embriyojenik gelisimini destekleyebilecek potansiyele
sahip oldugunu gdstermektedir. Buna karsilik, CHU ortaminda embriyo olusumunun
gozlenmemis olmasi, mikrospor embriyogenezinin ortam bilesimine son derece duyarl
oldugunu ve kullanilan besin elementleri ile biiylime diizenleyici dengesinin embriyo
indiiksiyonu {izerinde belirleyici rol oynadigini ortaya koymaktadir.

Sekil 4.20. II. Grup mikrospor denemelerinde 3 nolu indiiksiyon ortaminda (CHB) elde
edilen embriyolar

Bu sonuglar birlikte degerlendirildiginde, embriyo veriminin artirilabilmesi i¢in
farkli besin ortamlarinin denenmesi ve ortam bilesiminin biiyiime diizenleyici maddeler
(BGD’ler) ile optimize edilmesinin gerekli oldugu anlasilmaktadir. Ozellikle CHB
ortaminin, kontrol ortamina alternatif veya destekleyici bir temel ortam olarak ele
aliabilecegi ve uygun BGD kombinasyonlar1 ile embriyo indiiksiyon veriminin
artirilabilecegi diislinlilmektedir.

4.4.2.3. I11. Grup mikrospor Kkiiltiirii deneme bulgular

II. Grup mikrospor kiiltiirii denemelerinden elde edilen sonuglar dogrultusunda
III. Grup denemeleri planlanmis ve performansi en yiiksek olan 1 numarali ortam
kullanilmistir. Bu dogrultuda, III. grup denemeler s6z konusu ortam esas alinarak
ylriitiilmistir. 1 nolu ortaminda kiiltire aliman BCiF; ve F; populasyonlarina ait
bitkilerden secilen toplam 5 genotip ile denemeler gerceklestirilmis ve sonuglar Cizelge
4.53.”de sunulmustur.

Cizelge 4.53°deki genotipler arasinda embriyo sayisi ve kotiledon embriyo sayisi
bakimindan farkliliklar incelendiginde, her iki 6zellik agisindan genotipler arasinda
istatistiksel olarak anlamli farkliliklarin bulundugu belirlenmistir (p<0.05).
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Cizelge 4.53. III. Grup anter kiiltiirii denemelerinde farkli genotiplerin embriyo sayisi
ve kotiledon embriyo say1s1/100 tomurcuk iizerine etkileri*

Genotip Embriyo Sayisi Kotiledon Emriyo Sayisi /
/100 tomurcuk 100 Tomurcuk

B2/5-F5 6.00 ¢ 0.75b
C3-F; 7.50 be 1.50b
32-1-BCiF; 0.75 ¢ 0.00 b
40-1- BCiF 17.25 b 450b
42-1- BCiF 3150 a 11.99 a
P 0.000 0.000

* Aym siitunda farkli harflerle gdsterilen ortalamalar istatistiksel olarak birbirinden farklidir (p<0,05)

Embriyo sayis1 bakimindan degerlendirildiginde (Sekil 4.21), en yiiksek
ortalama deger 42-1-BC;F; genotipinde (31,50 embriyo/100 tomurcuk) elde edilmistir.
Bu genotipi 40-1-BCiF1 (17.25 embriyo/100 tomurcuk) izlemistir. B2/5-F3 (6.00
embriyo/100 tomurcuk) ve C3-F3 (7,50 embriyo/100 tomurcuk) genotipleri daha diisiik
ortalama degerler gostermistir. En diisiik embriyo sayisi ise 32-1-BCiF; genotipinde
(0.75 embriyo/100 tomurcuk) saptanmistir. Embriyo sayist bakimindan genotipler
arasindaki farkliliklarin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir (p=0.000)
(Cizelge 4.53).

Sekil 4.21. III. Grup mikrospor kiiltiirii ¢aligmalar1 sonucu elde edilen embriyolar

Kotiledon embriyo sayis1 agisindan yapilan degerlendirmede, en yiiksek
ortalama deger yine 42-1-BC;F; genotipinde (11,99 kotiledon embriyo/100 tomurcuk)
elde edilmistir. Bunu 40-1-BC1F; genotipi (4.50 kotiledon embriyo/100 tomurcuk) takip
etmistir. B2/5-F3 (0.75 kotiledon embriyo/100 tomurcuk) ve C3-F3 (1.50 kotiledon
embriyo/100 tomurcuk) genotiplerinde daha diisiik degerler gozlenirken, 32-1-BCiF;
genotipinde kotiledon embriyo olusumu tespit edilmemistir. Kotiledon embriyo sayisi
bakimindan genotipler arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p=0.000) (Cizelge 4.53).
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4.4.3. Rejenerasyon, koklendirme ve aklimatizasyon bulgular:

I. Grup anter kiiltiirii calismalarinda elde edilen kallus ve embriyolar,
rejenerasyon agamasina ulastiklarinda hormonsuz B5 besin ortamiina aktarilmistir. BS
ortamina alinan kallus ve embriyolardan toplam 14 adet siirgiin elde edilmistir (Sekil
4.22). Ancak ayn1 ortamda alt kiiltlire alinan stirgiinlerde kok gelisimi gozlenmemistir.

2 mm
= |

Sekil 4.22. 1. Grup anter kiiltiirii denemeleri sonucu rejenerasyon ortamina alinan
kalluslardan gelisen stirgiinler

II. Grup anter kiiltiirii ¢alismalarinda gelisen kalluslar, siirgiin rejenerasyonu
amaciyla hormonsuz B5 besin ortamina aktarilmig ve siirglin gelisimleri takip
edilmistir. Elde edilen siirgiinlerin biiyiik ¢ogunlugunda kok gelisimi veya sagaksi kok
olusumu gozlenmemistir. Ancak II. Grup anter kiiltiirii ¢aligmalar1 kapsaminda, V20
genotipinden elde edilen 2 adet ve V53 genotipinden elde edilen 1 adet kotiledonlu
embriyo B5 ortamina alinmig ve bu siirgiinlerde gercek kok olusumu gerceklesmistir.

Gergek kok gelisimi gosteren siirglinler, daha sonra aklimatizasyon amaciyla
1:1:1 oraninda torf:perlit:vermikiilit igeren yetistirme ortamina aktarilmis ve kademeli
olarak dis kosullara alistirilmistir (Sekil 4.23). Ancak dis kosullara adaptasyon saglayan
stirglinler, bir siire sonra seraya aktarilmadan 6nce kaybedilmistir.
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Sekil 4.23. II. Grup anter kiiltiirii denemeleri sonucu aklimitizasyon agamasina gelmis
bitki ve aklimatizasyon edilen bitki
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I. Grup mikrospor kiiltiirii ¢aligmalar1 kapsaminda elde edilen embriyolar ile
kotiledon asamasma ulasan embriyolar, rejenerasyonun desteklenmesi amaciyla
hormonsuz B5 besin ortamiina aktarilmigtir. Rejenerasyon ortamina alinan embriyolarin
gelisimlerini siirdiirdiikleri, embriyo farklilagsmasinin devam ettigi ve bu embriyolardan
siirglin olusumunun gerceklestigi gozlemlenirken bazi embriyolarinda sagst kok
olusumu ve normal kok olusumu sergiledigi goriilmiistiir (Sekil 4.24). Bu bulgular,
hormonsuz BS5 ortamimin mikrospor kaynakli embriyolarin rejenerasyonu, siirgiin
gelisimini ve kok olusumu agisindan uygun bir ortam sundugunu gostermektedir.

Sekil 4.24. 1. Grup mikrospor kiiltlirii denemeleri sonucu rejenerasyon ortamina alinan
embriyo ve kalluslardan gelisen embriyo ve siirgiinler
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B5 rejenerasyon ortaminda gergek kok olusumunun sinirli kalmasi nedeniyle
elde edilen embriyolardan gelisen siirglinler, hormonsuz 2 MS ve 2 MS + 1 mg /L
NAA ile desteklenmis ortamlara aktarilmistir. NAA iceren ortamda kiiltiire alinan
siirglinlerde kallus olusumu goézlemlenirken, hormonsuz > MS ortamina aktarilan
stirgiinlerde ise kismi kok gelisimi tespit edilmistir (Sekil 4.25).

Sekil 4.25. 1. Grup mikrospor kiiltiirii denemeleri sonucu koklendirme ortamina alinan
stirgiinler; a) 2 MS ortamina alinan siirgiinler (kiiltire alindiktan 3 hafta sonra); b) 2
MS + 1 mg /L NAA ortamina alinan siirgiinler (kiiltiire alindiktan 3 hafta sonra); c¢) /2
MS ortamina alinan siirgiinler (kiiltiire alindiktan 6 hafta sonra)
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Gergek kok olusumu gozlenen siirgiinlerde daha sonra aklimatizasyon islemleri
yapilmistir. Aklimatizasyon yapilan bitki sayilar1 ve genotipleri Cizelge 4.54°de
gosterilmistir.

Cizelge 4.54. Aklimatizasyonu yapilan genotipler ve bitki sayilari

Genotip Aklimatizasyonu Aklimatizasyondan Seraya
Yapilan Bitki Sayis1 Aktarilan Bitki Sayisi
(Adet) (Adet)
V8 32 0
V20 2 0
V42 33 1
V53 7 0

I. Grup mikrospor kiiltiirii g¢aligmalar1 sonucunda aklimatizasyona alinan
bitkilerden yalnizca bir bitkinin hayatta kaldig1 belirlenmis ve bu bitki daha sonra sera
kosullarina aktarilmigtir. Seraya aktarilan bitkide tohum olusumunun gergeklestigi
gozlemlenmis olup, bu durum s6z konusu bitkide spontan kromozom katlanmasinin
meydana gelmis olabilecegini diisiindiirmiistiir. Bu nedenle, ilgili bitkide herhangi bir
yapay kromozom katlama islemi uygulanmamistir. V. hispanica’da spontan kromozom
katlanma oraninin yaklasik %50 oldugu daha 6nce yapilan calismalarda bildirilmistir
(Ferrie, 2009; Ferrie ve Ehlert, 2021).

Spontan katlanma gosterdigi varsayilan DH bitkiden elde edilen tohumlarin
basarili bir sekilde ¢imlendigi belirlenmistir (Sekil 4.26.). Ancak, bitkilerin ploidi
diizeylerinin dogrulanmasina yonelik olarak flow sitometri analizi uygulanmamuistir.

III. Grup mikrospor kiiltiirii ¢alismalarinda ise sinirli sayida siirgiin elde edilmis
olsa da, bu siirgiinlerde erken donemde sararma ve gelisim geriligi gézlenmis, siirgiinler
koklendirme ve aklimatizasyon agamalarina ulasilamadan kaybedilmistir.

Sacst kok olusumlar1 ve aklimatizasyon asamasinda elde edilen bitkilerin
kaybedilmesinin ardindan alternatif bir yontem uygulanmistir. Rejenerasyon ve
koklendirme icin kiiltiir kaplarina alinan siirgiinlerde ¢icek olusumunun gézlemlenmesi
tizerine, II. Grup mikrospor kiiltiiri caligmalar1 sonucunda elde edilen siirgiinlerin bir
kismi, tohum olusumunu tesvik etmek amaciyla filtreli kaplarda 2 MS besin ortamina
aktarilmistir (Sekil 4.27).
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Sekil 4.26. 1. Grup mikrospor kiiltiirii denemeleri sonucu bitkilerin aklimitizasyon
agsamalar1
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Sekil 4.27. 1. Grup mikrospor kiiltiirii deneleri sonucu elde edilen stirgiinlerin ¢igek
gelismleri ve kapsiil olusumu

Ortamlara alinan toplam 10 siirgiinden, 1 bitkide (V42 genotip) slirgiin iizerinde
tohum olusumu gozlemlenirken, 6 siirgiinde tohum olusumu gerceklesmemis, 2
siirgiinde ise ¢iceklenme asamasina gelememistir (Sekil 4.28).

In vitro kosullarda elde edilen tohumlar vernilizasyon ihtiyaglar1 karsilandiktan

sonra viyollere ekilmis ve 3 tohumdan 1 si ¢imlenmis ve bitki uygun gelisim
asamasinda kendilenerek tohumlar ¢cogaltilmistir.
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a) b) ¢)
Sekil 4.28. In vitro sartlarda yetistirilen siirgiinlerden elde edilen kapsiiller; a) Tohum
icermeyen kapsiil (V8 genotip); b) Tohum iceren kapsiil (V42 genotip); ¢) In vitro
kusullarda elde edilen tohumlar (V42 genotip)
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5. TARTISMA

Bu calismada, V. hispanica’da apetal ¢icek karakterinin kalitimi ile birlikte in
vitro androgenesis teknikleri (anter ve mikrospor kiiltiirii) ele alinmigtir. Androgenesis,
haploid ve doubled haploid bitki {iretimini miimkiin kilarak bitki 1slahinda c¢esit
gelistirme siiresinin kisaltilmasi ve genetik safiyetin hizli sekilde saglanmasi agisindan
onemli bir biyoteknolojik yaklasimdir. Ancak bu ¢alismada androgenesis yontemlerine
alternatif olarak yiiriitiilen melezleme ¢aligmalari ile de farkli agronomik ve morfolojik
ozelliklere sahip ¢esit adaylar1 gelistirilmistir.

Tezin apetal ¢igek karakterinin belirlenmesine iliskin bdliimiinde, ilk olarak
apetal ve petalli hatlar melezlenerek bu 6zelligin kag gen tarafindan kontrol edildigi
ortaya konulmaya calisilmistir. Yapilan literatlir taramalarina gore, apetal g¢igek
karakterinin V. hispanica’da daha Once arastirilmadigi, buna karsin Gzellikle
Brassicaceae familyasinda bu o6zelligin kaliimina iliskin ¢ok sayida c¢alismanin
bulundugu goriilmektedir (Ramanujum 1940; Singh 1961; Cours ve Williams 1977;
Buzza 1983; Rakow ve Séguin-Swartz 1999; Zhang vd. 2005; Jiang 2007). S6z konusu
caligmalarda, apetal ¢icek karakterinin farkli genetik mekanizmalarla kontrol edildigi
rapor edilmistir. Nitekim Brassica rapa’da apetal cicek karakterinin kalitimimnin tek
lokus tarafindan kontrol edildigi bildirilirken (Ramanujum 1940; Singh 1961; Cours ve
Williams 1977), Brassica napus’ta bu 6zelligin iki resesif lokus (Buzza 1983; Rakow ve
Séguin-Swartz 1999) ya da dort lokus (Lu ve Fu 1990) tarafindan kontrol edildigi
belirtilmistir. Ayrica, baz1 ¢alismalarda apetal ¢igek karakterinin kalitiminda
sitoplazmik etkinin bulundugu ve bu durumun erkek kisirligi ile iligkili olabilecegi rapor
edilmistir (Zhang vd. 2005). Brassicaceae familyasi disinda yer alan Capsella bursa-
pastoris’te ise apetal ¢igek 6zelliginin iki gen tarafindan kontrol edildigi bildirilmistir
(Klepikova vd. 2021).

Tez kapsaminda yiiriitiilen melezleme ¢alismalart sonucunda elde edilen Fi
melezleri ile bu hattan tiiretilen F2 ve Fs populasyonlarindan elde edilen bulgular, V.
hispanica’da apetal ¢igek karakterinin iki resesif gen tarafindan kontrol edildigini
gostermektedir. Elde edilen bu sonuglar, Brassica tiirlerinde yiiriitiilen caligsmalar
(Buzza 1983; Rakow ve Séguin-Swartz 1999) ile Capsella bursa-pastoris’te bildirilen
bulgularla (Klepikova vd. 2021) uyumludur. Resiprokal melezlemeler sonucuda elde
edilen sonuclar ise V. hispanica’da sitoplazmik bir etkinin bulunmadigini ortaya
koymustur. Brassicaceae tiirlerinde yiiriitiilen baz1 ¢caligmalarda sitoplazmik etki oldugu
bildirilirken (Zhang vd. 2005) baz1 ¢aligmalarda ise sitoplazmik etkinin olmadigi (Singh
1961; Buzza 1983) bildirlmistir. Apetal ¢igek karakterinin sitoplazmik etki agisindan
farklilik gostermesi; ¢alisilan bitki tiirii ve kullanilan genotipler ile iliskili olabilecegini
diistindiirmektedir.

Calismada dikkat c¢eken bir diger Onemli bulgu, F» populasyonunda
ebeveynlerden farkli bir fenotipin ortaya ¢ikmasidir. Yari-petalli fenotipin, yetistirme
donemindeki cevresel ve iklimsel kosullara bagli olarak degisebildigi daha Onceki
caligmalarda bildirilmistir (Ma vd. 2015; McKim vd. 2017). Ancak bu tez ¢caligmasinda,
farkli yetistirme zamanlara ragmen yari-petalli bireylerin tutarli bicimde gozlenmesi
ve Fs ile BC populasyonlarinda elde edilen segregasyon sonuglari, bu fenotipin cevresel
etkilerden ziyade genetik olarak kontrol edildigini ortaya koymaktadir. Benzer sekilde,
Capsella bursa-pastoris lizerinde yiirltiilen ¢alismalarda da yari-petalli fenotiplerin
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gozlemlendigi ve yar1 petal gelisiminin genetik kontrol altinda oldugu rapor edilmistir
(Klepikova vd. 2021).

Elde edilen genotiplerin agronomik &zellikleri degerlendirildiginde, gelistirilen
Fs hatlarinin bazi1 ozellikler bakimindan ebeveyn genotiplere kiyasla daha yiiksek
performans gosterdigi, bazi Ozelliklerde ise daha diisiik degerlere sahip oldugu
belirlenmistir. Ornegin, ebeveyn olarak kullanilan V53/2 ve V35/2 genotiplerinin
melezlenmesiyle elde edilen C1-F4 hatti, bitki genisligi bakimindan ebeveynlerine
kiyasla istatistiksel olarak daha yiiksek bir degere sahip olmustur. Anne ebeveyn olarak
kullanilan V53/2 genotipinde bitki genisligi 40.00 cm, baba ebeveyn V35/2 genotipinde
ise 33.00 cm olarak Oolgiilirken, C1-Fs4 hattinda bu deger 46.50 cm olarak
kaydedilmistir. Bitki yliksekligi bakimindan degerlendirildiginde, V53/2 ebeveyni 32.50
cm, V35/2 ebeveyni ise 33.25 cm olarak Olclilmiistiir. C1-F4 hattinin bitki yiiksekligi
33.25 cm olarak belirlenmis; bu hat V35/2 ebeveyni ile ayni istatistiksel grupta yer
alirken, V53/2 ebeveynine kiyasla daha diisiik bir degerde bulunmustur. Bu durum,
ayrisan populasyonlarda bazi bireylerin, ilgili 6zellik bakimindan her iki ebeveynin
fenotipik degerlerinin iizerinde veya altinda degerlere ulasabilmesi ile agiklanmakta
olup, transgresif ayrisma olarak tanimlanmaktadir (DeVicente 1993). Transgresif
ayrisma sonucu ortaya c¢ikan bu tiir u¢ fenotipler, popiilasyonlarda yeni veya secilim
acisindan elverigli  Ozelliklerin  gelismesine olanak saglayan Onemli genetik
mekanizmalardan biri olarak kabul edilmektedir (Vega 1980; De Vicente 1993).

Tezin androgenesis ¢aligmalar1 kapsaminda, uygun kiiltiir tiplerinin ve etkili
indiiksiyon ortamlarinin belirlenmesi amaglanmistir. Bu dogrultuda hem anter hem de
mikrospor kiiltiirleri kullanilarak farkli genotipler ve farkli indiiksiyon ortamlari
denenmistir. I. Grup anter kiiltiirii caligmalarinda iki farkli genotip ve bes farkli besin
ortami test edilmis; elde edilen sonuglara gore genotipler arasinda embriyo ve kallus
olusumu bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadigi, buna karsin
kullanilan indiiksiyon ortamlarinin istatistiksel olarak anlamli diizeyde farklilik
gosterdigi belirlenmistir. Kullanilan indiiksiyon ve rejenerasyon ortamlarinin bilesimi,
androgenesis basarisini etkileyen dnemli faktorlerden biri olarak bilinmektedir (Zheng,
2003). I. Grup anter kiiltiiri calismalarindan elde edilen bulgular dogrultusunda, en iyi
sonuglarin CHB ortaminda elde edildigi belirlenmistir. Benzer sekilde, farkli bitki
tiirlerinde yiiriitiilen androgenesis c¢alismalarinda da CHB ortaminin, embriyoid
indiiksiyonu ve bitki rejenerasyonu agisindan basarili sonuglar verdigi rapor edilmistir
(Holme vd. 1999; Ekhveh vd. 2013; Sharafat vd. 2023). Bu bulgular, CHB ortaminin
androgenesis ¢alismalarinda etkili ve gilivenilir bir indiiksiyon ortami oldugunu
desteklemektedir. Bununla birlikte, V. hispanica’da literatiirde anter kiiltiiri ile ilgili bir
calismanin bulunmamasi, elde edilen sonuglarin tiir agisindan ilk veriler olmasi
bakimindan 6nemini artirmaktadir. Nitekim Li vd. (2025), Francesco karanfil ¢esidinde
yuriittiikkleri ¢alismada, 1.0 mg L™ TDZ ve 0.5 mg L' 2,4-D igeren ortamda kiiltiire
aldiklar1 anterlerden oncelikle kallus, bu kalluslardan ise siirgiin elde ettiklerini
bildirmiglerdir. S6z konusu calismada, kalluslarin sivi ortamda kiiltiire alinmasiyla
%100 kallus olusumu, kalluslardan siirgiin rejenerasyon oraninin ise %80 oldugu rapor
edilmistir. Her ne kadar bu oranlar, bu ¢alismada elde edilen sonuglara kiyasla daha
yiiksek goriinse de, sivi ortamlarin kati ortamlara gore Caryophylacea familyasi
bitkilerinde androgenesis ve rejenerasyon agisindan daha etkili olabilecegini
gostermektedir. Ayrica, bu farkliliklarin kullanilan bitki biiylime diizenleyicilerinin
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(BGD) tiirii ve konsantrasyonuna bagli olarak degisebilecegi literatiirde yaygin olarak
bildirilmektedir.

II. Grup anter kiiltiiri calismalarinda genotip sayist artirilmig ve 10 farkh
indiiksiyon ortami1 denenmistir. Farkli karbonhidrat kaynaklar1 ile bitki biiylime
diizenleyicilerinin kullanildig1 bu denemelerde, kontrol grubu olarak yer alan CHB-3
ortaminin (2 mg/L kinetin + 2 mg/L 2,4-D + 10 mg/L arabinogalaktan + %9 maltoz)
one ¢ikmasi, bu ortamin V. hispanica i¢in uygunlugunu desteklemektedir. Buna karsilik,
denemede bitki biliylime diizenleyicisi igermeyen veya diisiik konsantrasyonlarda
kullanilan CHB ortamlarinda kallus ya da embriyo olusumu goézlenmemistir. Bu
bulgular, bitki biiylime diizenleyicilerinin embriyo ve kallus olusumunda kritik bir rol
oynadigimi bir kez daha ortaya koymaktadir. II. Grup anter kiiltiirii denemelerinde,
direkt embriyo ve kallus olusumu bakimindan genotiplerin etkisi istatistiksel olarak
anlamli bulunmazken, ortamlar arasinda ve genotip x ortam etkilesimlerinde anlamli
farkliliklar tespit edilmistir. V. hispanica’da anter kiiltiirii {izerine yapilan caligmalarin
literatiirde olmamasi nedeniyle, elde edilen verilerin mutlak anlamda yiliksek ya da
diisiik olarak degerlendirilmesi gii¢ olmakla birlikte, bu sonuglar tiir i¢in uygun ortam
kombinasyonlarinin belirlenmesi agisindan 6nemli bilgiler sunmaktadir.

Tez calismasi kapsaminda yiiriitiillen mikrospor kiiltiirii denemelerinden elde
edilen embriyo verimleri Kernan ve Ferrie (2006) tarafindan bildirilen bulgularla genel
olarak uyum gdostermektedir. Kernan ve Ferrie (2006), V. hispanica’da mikrospor
kiiltiirii icin bir protokol gelistirmis ve hem genotipin hem de kiiltiir ortaminin embriyo
olusumu tizerindeki belirleyici etkisini agik¢a ortaya koymustur. Bu tez calismasinda
gerceklestirilen I. Grup mikrospor kiiltiirii denemelerinin sonuglarina gore, en yiiksek
embriyo verimi V42 genotipinde, BGD icermeyen NLN ortaminda, 360.25 embriyo
/100 tomurcuk olarak elde edilrken ayni ortamda V 46 3.33 embriyo / 100 tomurcuk
elde edilmistir. Buna karsilik, denemeye alinan tiim genotiplerde 4 numarali (Aktif
karbon destekli) ortamda embriyo olusumu gézlenmemistir.

Kernan ve Ferrie (2006) tarafindan yiiriitiilen ¢alismada, mikrospor kiiltiiriinde
genotipe bagli yanit farkliliklarinin oldukga belirgin oldugu rapor edilmistir. S6z konusu
calismada ‘White Beauty’ genotipinde 352 embriyo /100 tomurcuk gibi yiiksek bir
embriyo verimi elde edilirken, ‘Turkey’ genotipinde bu degerin yalnizca 20 embriyo
/100 tomurcuk ile siurl kaldigr bildirilmistir. Bu bulgular, V. hispanica’da mikrospor
embriyogenezinin genotipten gii¢lii bi¢imde etkilendigini ortaya koymaktadir. Benzer
sekilde, Ar1 vd. (2022b) tarafindan 66 farkli V. hispanica genotipi ile gerceklestirilen
kapsamli calismada, en yiiksek embriyo verimi V42 genotipinde 300,6 embriyo /100
tomurcuk olarak belirlenmis; buna karsin iic genotipte embriyo olusumu hig
gozlenmemistir. Bu durum, aymi tiir igerisinde dahi mikrospor kiiltiiriine verilen yanitin
genotipler arasinda biiylik degiskenlik gdsterebildigini ortaya koymaktadir. V42
genotipi ile farkli yillarda ve farkli ¢alismalarda benzer diizeylerde yiiksek embriyo
verimlerinin elde edilmesi, bu genotipin mikrospor kiiltiiriine yiiksek yanit kapasitesine
sahip oldugunu gostermekte ve elde edilen sonuglarin tekrarlanabilirligini ve
giivenilirligini desteklemektedir. Bu tez ¢calismasinda elde edilen bulgular da, genotipler
arasinda embriyo olusum kapasitesi bakimindan belirgin farkliliklarin bulundugunu bir
kez daha dogrulamistir. Ayrica, Arabzai (2025) tarafindan baklagiller, tahillar ve
Brassicaceae tiirlerinde mikrospor kiiltiirii iizerine yapilan derlemede, haploidi ve ¢ift
haploid iiretiminde genotip etkisinin temel belirleyici faktdrlerden biri oldugu
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vurgulanmistir. Bu degerlendirmeler, tez c¢alismasinda elde edilen sonuglarla
ortiismektedir.

Bununla birlikte, elde edilen sonuglar yalnizca genotip etkisinin degil, genotip x
kiiltlir ortam1 etkilesiminin de mikrospor embriyogenezi iizerinde belirleyici oldugunu
gostermektedir. Nitekim bu tez calismasinda, en yiiksek embriyo verimi V42
genotipinde, BGD icermeyen NLN ortaminda elde edilirken, denemeye alinan tiim
genotiplerde 4 numarali ortamda embriyo olusumu gézlenmemistir. Bu durum, belirli
genotiplerin yalmizca uygun Kkiiltiir ortamlarinda yiliksek embriyogenik potansiyel
gosterebildigini; baz1 ortam kombinasyonlarinin ise genotipten bagimsiz olarak embriyo
gelisimini sinirlandirabildigini diisiindiirmektedir. Kernan ve Ferrie (2006) tarafindan da
benzer sekilde, mikrospor kiiltiirlinde basarty1 belirleyen en kritik unsurlardan birinin
genotip ile ortam bilesiminin uyumu oldugu vurgulanmastir.

Genel olarak degerlendirildiginde, bu tez ¢aligmasindan elde edilen bulgular V.
hispanica’nin mikrospor kiiltiiriine 1yi yanit veren bir tiir oldugunu ortaya koymakla
birlikte, mikrospor embriyogenezi basarisinin genotipten genotipe Onemli Olglide
degistigini ve basarili ¢ift haploid iiretimi i¢in uygun genotip se¢iminin kritik 6neme
sahip oldugunu gostermektedir.

I. Grup mikrospor kiiltiirii ¢alismalarinda farkli ortam denemeleri
degerlendirildiginde, aktif karbon iceren ortamlarda embriyo olusumunun hig
gozlenmemesi dikkat c¢ekici bir bulgu olarak ©ne ¢ikmaktadir. Aktif karbonun
mikrospor kiiltiiriindeki etkisine iliskin literatiir, bu bilesenin ortam bilesimine bagl
olarak hem destekleyici hem de inhibitér rol oynayabildigini ortaya koymaktadir.
Brassicaceae tiirlerinde mikrospor kiiltiirii {izerine yapilan bazi ¢aligmalarda, aktif
karbon ilavesiyle embriyo verimlerinin belirgin sekilde arttigi rapor edilmistir. Bu
olumlu etkinin, aktif karbonun fenolik bilesikleri ve toksik metabolitleri adsorbe ederek
embriyogenez i¢in daha uygun bir mikrogevre olusturmasina baglandig: bildirilmektedir
(Dias, 1999; Prem vd., 2008; Shumilina vd., 2020). Bununla birlikte, bitki doku kiiltiirii
literatiiriinde aktif karbonun yalnizca fenolik bilesikleri degil; ayni zamanda biiylime
diizenleyicileri, vitaminleri ve baz1 mikroelementleri de adsorbe edebildigi, bu durumun
ise belirli genotip x ortam kombinasyonlarinda embriyo indiiksiyonu ve gelisimini
olumsuz yonde etkileyebilecegi vurgulanmaktadir (Thomas 2008). Bu baglamda, aktif
karbonun mikrospor kiiltiiriindeki etkisinin genotipten bagimsiz tek yonlii bir faktor
olarak degil, genotip ve ortam bilesimi ile etkilesim i¢cinde degerlendirilmesi gerektigi
anlagilmaktadir. Nitekim bu tez caligmasinda aktif karbon ilavesi yapilan ortamlarda
embriyo olusumunun gézlenmemesi, aktif karbonun ortamin biyoyararlanim dengesini
degistirmesi ve genotip % ortam etkilesimi kapsaminda embriyogenezi baskilamasi ile
aciklanabilir. Bu durum, literatiirde bildirilen farkli tiir ve genotiplerdeki degisken aktif
karbon etkileriyle uyum gostermektedir.

Mikrospor kiiltliri caligmalarinda antibiyotik ilavesinin ortam
kontaminasyonunu azaltabildigi ve baz1i durumlarda embriyo gelisimini tesvik
edebildigi bildirilmis olmasmna ragmen (Mineykina 2020), bu tez calismasinda
antibiyotik uygulanan ortamlarda kontrol gruplarina kiyasla daha diisiik embriyo
verimleri elde edilmistir. Calismamizda bakteriyel kokenli  belirgin  bir
kontaminasyonun  bulunmamasi, antibiyotiklerin = koruyucu etkisinin  ortaya
konulamamasina neden olmus; buna karsin embriyo veriminde kontrol grubuna gore bir
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diisiis gozlenmistir. Bu durumun, kullanilan bitki tliri ve genotipe 6zgli fizyolojik
farkliliklardan kaynaklanabilecegi diistintilmektedir. Nitekim literatiirde,
antibiyotiklerin mikrospor kiiltiiriindeki olumlu etkilerinin kosula bagli oldugu ve her
sistemde benzer sonuclar vermedigi vurgulanmaktadir. Asif (2023), antibiyotiklerin
baz1 kiiltiir tekniklerinde ve uygun dozlarda embriyo gelisimini tesvik edebildigini;
ancak bazi genotip ve ortam kombinasyonlarinda embriyogenik aktiviteyi baskilayici
veya notr etki gosterebildigini bildirmistir. Benzer sekilde, Meng (2014) de
antibiyotiklerin dozuna ve Kkiiltiir kosullarina bagli olarak hiicre bdliinmesi ve
embriyogenezi olumsuz yonde etkileyebilecegini rapor etmistir. Bu bulgular birlikte
degerlendirildiginde, antibiyotik kullaniminin mikrospor kiiltiiriinde rutin bir embriyo
artirict faktér olmadigi, etkisinin genotip, ortam bilesimi, kontaminasyon diizeyi ve
kullanilan antibiyotik tiirii ile doza bagli olarak degistigi anlasilmaktadir.

Androgenesis ¢aligmalar1  kapsaminda, rejenerasyon ve aklimatizasyon
asamalarinda ise 6nemli sinirlamalarla karsilasilmistir. Literatiirde de belirtildigi lizere,
Vaccaria hispanica’da ozellikle tiiylii (sacak) kok olusumu, gercek kok gelisimini
sinirlamakta ve bu durum aklimatizasyon siirecinde 6nemli bir sorun olusturmaktadir
(Ar1 vd. 2022b).

Genel olarak degerlendirildiginde, bu calisma ile Vaccaria hispanica’da apetal
cicek karakterinin kalitimi ilk kez ortaya konmus, elde edilen bulgularin literatiirde
benzer tiirlerde bildirilen sonuclarla uyumlu oldugu gosterilmistir. Ayrica, s6z konusu
karakterin 1slah programlarinda kullanilabilecek nitelikte oldugu ve istenilen agronomik
ozelliklere aktarilabilirliginin miimkiin oldugu ortaya konulmustur.

Haploidi ¢aligsmalar1 agisindan degerlendirildiginde ise, V. hispanica’da en etkili
androgenesis yonteminin genel olarak mikrospor kiiltiirii oldugu belirlenmistir. Bununla
birlikte, elde edilen sonuglar androgenesis basarisinin kullanilan yonteme ve genotipe
bagli olarak onemli farkliliklar gosterebildigini ortaya koymustur. Nitekim bu
caligmada, V20 genotipinde mikrospor kiiltiirii ile embriyo elde edilemezken anter
kiiltiiri yoluyla embriyo olusumu saglanmig, buna karsilik V42 genotipinde anter
kiltiriinde embriyo gelisimi gozlenmezken mikrospor kiiltiiriinde basarili embriyo
olusumu elde edilmistir. Benzer sekilde, bazi genotiplerin (6zellikle V20) anter
kiiltiriinde daha basarili sonuglar vermesi, anter kiiltliriiniin mikrospor kiiltiiriine
yalnizca alternatif degil, ayn1 zamanda tamamlayict bir yontem olarak da
degerlendirilebilecegini gostermektedir.

Bu sonuglar, V. hispanica’da haploid ve doubled haploid bitki elde edilmesine
yonelik caligmalarda tek bir androgenesis yontemine bagli kalinmamasi, genotipe 6zgii
yanitlarin dikkate alinarak mikrospor ve anter kiiltiirlerinin birlikte ve karsilagtirmali
sekilde kullanilmasi1 gerektigini ortaya koymaktadir.
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6. SONUCLAR

Bu tez calismasinda, Vaccaria hispanica (Mill.) Rauschert tiiriinde yiiriitiilen
apetal c¢igek Ozelligine yonelik arastirmalar kapsaminda; s6z konusu o6zelligin
kalittminin ortaya konulmasi ve melezleme ile geri melezleme (backcross) islah
teknikleri kullanilarak  farkli  Ozelliklere sahip genotiplere aktarilabilirliginin
degerlendirilmesi amaglanmistir. Ayrica, androgenesis yoluyla (mikrospor ve anter
kiiltiirii) yiiksek verimlilikte haploid ve DH bitkilerin elde edilmesine olanak saglayacak
etkili kiiltiir ortamlar1t ve protokol kombinasyonlarin gelistirilmesi hedeflenmistir.
Gergeklestirilen bu ¢alismada, oncelikle apetal cicek 6zelligine sahip bitkiler (V8 ve
V53/2 genotipleri) petalli hatlar ile melezlenmis ve elde edilen F: bitkileri kendileme
yoluyla Fs generasyonuna kadar ilerletilmistir. Ayrica, F: bitkiler kullanilarak geri
melezleme (backcross) ¢alismalart yiiriitiilmiis ve bu yolla elde edilen materyal BCiFs
generasyonuna kadar gelistirilmistir. Ebeveyn genotipler ile baslatilan androgenesis
caligmalar1 kapsaminda, II. grup denemelerde en uygun indiiksiyon ortamlari
belirlenmis; III. grup androgenesis ¢alismalari ¢ercevesinde ise elde edilen bazi apetal
Fs ve BCiF2 genotiplerinden haploid ve ¢ift haploid bitki iiretimine yonelik denemeler
gerceklestirilmistir. Tez calismasi kapsaminda elde edilen genel sonuclar asagida
Ozetlenmistir;

e V. hispanica’da apetal ¢icek karakterinin kalittmina yonelik yapilan melezleme
ve segregasyon analizleri sonucunda, 6zelligin iki gen tarafindan kontrol
edildigi ve s6z konusu 6zelligin ortaya ¢ikisinda herhangi bir sitogenetik etkiye
bagli bulunmadigi belirlenmistir. F- populasyonunda goézlenen 12:3:1 (petalli:
yar1 petalli: apetal) segregasyon orani, apetal cicek Ozelliginin iki bagimsiz
genin epistatik etkilesimi sonucu kontrol edildigini ortaya koymustur. Bu bulgu,
0zelligin Mendel kalitim esaslarina uygun sekilde aktarildigini ve cevresel ya da
sitogenetik  faktorlerden ziyade genetik kontrol altinda oldugunu
gostermektedir.

e Fi bitkilerinin kendilenmesi ve geri melezleme (BC) calismalar1 sonucunda, F4
ve BCiFs generasyonlarinda fenotipik olarak stabil apetal ¢igekli yeni hatlar
elde edilmistir. Elde edilen bu hatlarin, apetal ¢igek 6zelligini kararl1 bir sekilde
sergilemeleri, s6z konusu oOzelligin ileri generasyonlarda basariyla
sabitlenebildigini gostermektedir. Bu nedenle, gelistirilen hatlar ileri 1slah
caligmalar1 ve gesit gelistirme programlari agisindan 6nemli genetik materyaller
olarak degerlendirilmistir.

e Flde edilen ebeveyn hatlar, melez hatlar ve BC populasyonlar
karsilagtirildiginda, erkencilik bakimindan belirgin farkliliklarin ortaya ¢iktig
belirlenmistir. Ozellikle erkenci ebeveyn hatlar ile melezlenen gegci
genotiplerde, erkencilige dogru bir kaymanin gézlenmesi, s6z konusu 6zelligin
melezleme yoluyla kismen aktarilabildigini gostermektedir

e (alismanin hasat zamaninda apetal genotiplerin kapali kapsiillii yapida olmasi
dikkat ¢ekici bir 6zellik olarak degerlendirilmistir. Her ne kadar caligmada
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kapali kapsiil 6zelligi ile veriler ve hesaplamalar yapilmamis olsa da, s6z
konusu 0zelligin ilerleyen c¢alismalarda kapsiil agilmasinin kontrol altina
alimmasina yonelik 1slah stratejilerinde dolayli olarak kullanilabilecegine isaret
etmektedir. Bu baglamda, ileride yapilacak denemeler ve agilimlar ile birlikte
apetal cicek Ozelliginin kapsiil yapis1 ve tohum kaybinin azaltilmasi agisindan
degerlendirilmesinin timit verici oldugu diistiniilmektedir.

e Anter kiiltliirii ¢aligmalarinda, genotip ve indiiksiyon ortamina bagli olarak
kallus ve embriyo olusumu saglanmis; rejenerasyon asamasinda hormonsuz B5
rejenerasyon ortaminin etkisi goriilmiistiir. Ancak, siirglinlerin biiyiik bir
kisminda kok gelisiminin siirli kaldigir ve aklimatizasyon asamasinda bitki
kayiplarinin yasandigi belirlenmistir.

e Anter kiiltlirii caligmalarinda, genotip ve indiiksiyon ortamlarinin kiiltiir basarist
iizerinde etkili oldugu belirlenmistir. Yapilan karsilagtirmalar sonucunda, anter
kiiltliri i¢in en uygun indiiksiyon ortaminin CHB-3 ortami oldugu tespit
edilmistir. Buna karsilik, mikrospor kiiltiirii denemelerinde en yiiksek yanitin
hormonsuz NLN ortamindan elde edildigi belirlenmistir. Bu sonuglar, anter ve
mikrospor kiiltiirlerinin farkli fizyolojik gereksinimlere sahip oldugunu ve bu
nedenle kiiltiir tipine 6zgii ortam optimizasyonunun gerekli oldugunu ortaya
koymaktadir.

e Mikrospor kiiltiirii ¢aligmalarinda, embriyo olusumu basariyla gerceklestirilmis
olup, mikrospor kiiltiiriiniin embriyo verimi bakimindan anter kiiltiiriine kiyasla
daha etkin oldugu goriilmiistiir..

e Androgenesis ¢alismalarinda kullanilan genotiplerin yanitlari, uygulanan
androgenesis teknigine bagli olarak farklilik gostermistir. Anter kiiltiiri
denemelerinde en yiiksek yanit V20 genotipinden elde edilirken, mikrospor
kiiltlirii caligmalarinda ise en iyi sonuglar V42 genotipinde gdzlenmistir. Bu
bulgu, genotiplerin androgenetik kapasitesinin kiiltiir teknigine 6zgii olarak
degisebildigini ve basarili bir haploid iiretimi i¢in genotip X teknik uyumunun
dikkate alinmasi gerektigini ortaya koymaktadir.

e III. Grup androgenesis ¢aligmalart kapsaminda kullanilan Fs ve BCiF:
genotiplerinin androgenetik yanitlarinin, ebeveyn genotiplere bagli oldugu
belirlenmistir. Ornegin, V57 genotipinde anter kiiltiirii yoluyla embriyo elde
edilemezken, V8 genotipinde basarili embriyo olusumu gozlenmistir. Bununla
birlikte, bu iki hattin melezi olan B3-4 hattinda da anter kiiltiirii sonucunda
embriyo elde edilmistir. Bu durum, anter kiiltliriine yanit verebilme 6zelliginin
genotipik bir 6zellik oldugunu ve melezleme yoluyla sonraki generasyonlara
aktarilabildigini birkez daha ortaya koymaktadir.

e Yapilan androgenesis ¢alismalari sonucunda siirgiin olusumu saglanmis
olmakla birlikte, elde edilen siirgiinlerde koklenme ve aklimatizasyon
basarilarinin istenilen diizeyde olmadigr belirlenmistir. Bu durumun, V.
hispanica lizerinde daha Once gercgeklestirilen benzer calismalarda bildirilen
bulgularla uyumlu oldugu goriilmektedir.

e Ogzellikle mikrospor kiiltiirii kaynakli embriyolarm ortam kosullarinda bazi
sirgiinlerde ~ ¢igeklenmenin ~ gdzlemlenmesi, mikrosporlarin  rejeneratif
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potansiyelini ortaya koymus; bu siirgiinlerde tohum olusumunu tegvik etmeye
yonelik alternatif kiiltlir yaklagimlarinin uygulanabilecegi degerlendirilmistir.

e Genel olarak, bu tez ¢alismasi ile V. hispanica’da apetal ¢icek karakterinin
kalitim1 aydinlatilmig, 1slah programlarinda kullanilabilecek ileri generasyon

apetal hatlar gelistirilmis ve androgenesis uygulamalarinin potansiyeli ile
mevcut siirliliklari ortaya konulmustur.
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