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BRASSICA TURLERI (Brassica oleracea L. X Brassica rapa L.) ARASINDA
MELEZLEME YOLUYLA LAHANA KOK URU (Plasmodiophora brassicae
Wor.)’NA KARSI DAYANIKLI HATLARIN GELiSTiRILMESINDE EMBRiYO
KULTUR TEKNiGININ KULLANIM OLANAKLARI

OZET

Bu arastirma; Brassica tiirleri arasinda melezlemeler yaparak lahana kok uru
hastaligina dayanikli hatlarinin gelistirilmesinde embriyo kiiltiir tekniginin kullanim
potansiyelinin belirlenmesi amaciyla, Ondokuz May1s Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Tarla
Bitkileri Boliimiinde, iklimlendirme {tnitesinde, doku kiiltiir odasinda, serada ve tarla
kosullarinda yiirtitiilmiistiir.

Lahana (B. oleracea L.) tiirleri iginde yer alan Diirme lahana ¢esidi ile salgam (B. rapa
L.) tirii iginde yer alan ECD-1, ECD-2, ECD-3 ve ECD-4 salgam hatlar arasinda, sera
kosullarinda 831 ¢icek tomurcugu melezlenmistir. Bu melezlemelerden olusan toplam 284
adet harnuptan, toplam 2663 adet primitif embriyo besi ortamina aktarilmistir. Besi ortamina
aktarilan embriyolardan toplam 15 adet embriyo yasatilmig ve bunlardan toplam 813 adet
haploid bitki elde edilmistir. Embriyo bagina haploid bitki olusum oraninin % 30.5 oldugu
saptanmustir.

Elde edilen haploid bitkilerden toplam 688 bitki katlamaya alinmis olup, katlama
sonrast 348 saglikli double hapolid bitki sera kosullarina aktarilmis olup bu bitkilerden
gelismelerini tamamlayabilen toplam 263 double haploid bitki vernalizasyona alinmistir.

Vernalizasyona alinan double haploid bitkilerden toplam 162 adet double haploid bitki
saglikli olarak sera kosullarina aktarilmig olup bu bitkilerden ¢igceklenme periyoduna gelen
bitkilerde yapilan kendilemeler sonucunda sadece DiirmeXECD-4 melez kombinasyonuna
ait toplam 8 melez bitkiden toplam 148 harnup ve bu harnuplarin harman edilmesi sonucu
toplam 293 adet tohumdan olusan bir gen havuzu olusturulmustur.

Olusturulan gen havuzundaki tohumlar, testlemek amaciyla steril kosullarda ekilerek
toplam 210 adet double haploid kendilenmis bitki yetistirilmis ancak bu bitkilerden sadece
95 tanesinde testleme yapilabilmistir. Testlemeye tabi tutulan bu bitkilerden sadece 33
tanesinde hastalik kaydi yapilabilmistir. Boylece lahana kok uru hastaligina karsi
dayaniklilik geni tasiyan 33 double haploid kendilenmis bitkiden olusan bir gen havuzu
olusturulmustur.

Anahtar Kelimeler: Kok-uru Hastaligi( Plasmodiophora brassicae Wor.), Tiirlerarasi
melezleme, Embriyo Kiiltiirii.
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POSIBILITY OF USE EMBRYO CULTURE TEKNiQU TO IMPROVEMENT
RESISTANCED LINES AGAINS TO Plasmodiophora brassica Wor. VIA
INTERSPESIFIC HYBRIDISATION BETWEEN BRASSICA SPECIES (Brassica
oleraceae L. X Brassica rapa L.)

ABSTRACT

This research was carried out at Ondokuz Mayis University, Faculty of Agriculture,
Department of Field Crops, in growth room, tissue culture room, greenhouse and field
condition between 2010 and 2014,the possibility of use embryo culture technique in order to
improvement resistance lines against clubroot (Plasmodiophora brassicae Wor.) via
interspecific hybridization between B. oleraceae L. and B. rapa L.

Study results: 831 flowers were hybridized between B. oreacea L. var. Diirme and B.
rapa L. Line ECD-1, ECD-2, ECD-3 and ECD-4 and 284 bulbs were harvested for embryo
culture. 2663 primitif embriyos were transferred to tissue culture medium and 15 of them
successfully germinated and produced 813 haploid hybrid plants. So that, the percentage of
haploid plant per embryo was found 30.5%

688 haploid plants were treated with colchicine to doubling choromosomes to get
double haploid plants and 348 double haploid plants transferred to greenhouse condition for
completing their growth. 263 double haploid plants of them were transferred to vernalization
rooms.

162 double haploid plants transferred green condition after 3 mounts vernalisation and
self-crossing was done in flowering condition. 148 bulbs were harvested from 8 hybrid
plants from DurmexECD-4 hybrid combination and a gene poole created after treshing with
293 seeds.

210 hybrid double-haploid plants were grown in vitro condition to grown sterile plants
for clubroot disease tests but only 95 plants tedted for disease. After Clubroot disease testing,
survival 33 plants were transferred to the greenhouse condition for completion their growth.
Finally, a gene poole created with this 33 plants.

Key Words: Clubroot Disease (Plasmodiophora brassicae Wor.), Interspecific
hybridization, Embryo culture.
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1. GIRIS

Brassicaceae familyasi kiiltiir bitkileri, siis bitkileri ve yabanci otlardan olusan yaklasik 375
cins ve 3200 tiirli kapsayan ¢ok genis bir familyadir. Brassica cinsi igerisinde yaklagik 159
tiir olmasina karsin ekonomik éneme sahip tiir sayist sadece 13 (Kurt ve dig., 2011)’diir. Bu
tirler; B.carinata (Abyssinian mustard or Abyssinian cabbage), B. elongata (elongated
mustard), B. fruticulosa (Mediterranean cabbage), B. juncea (Indian mustard, brown and leaf
mustards, Sarepta mustard), B. napus (rapeseed, canola, rutabaga, swede/Swedish
turnip/swede turnip), B. narinosa (broadbeaked mustard), B. nigra (black mustard), B.
perviridis (tender green, mustard spinach), B. rupestris (brown mustard), B. septiceps
(seventop turnip), B. tournefortii (Asian mustard), B.oleracea (kale, cabbage, broccoli,
cauliflower, kai-lan, Brussels sprouts, kohlrabi) ve B. rapa syn B. campestris) (Chinese
cabbage, turnip, rapini, komatsuna )’dir (Anonymous, 2011).

Diinya lahana {iretimi yaklasik 71 milyon tondur (FAO, 2013). Tiirkiye beyaz bas
lahana iiretimi ise yaklasik 493 bin tondur (TUIK, 2014). Karadeniz Bélgesi, 115 bin ton
iretim ile Tiirkiye beyaz bag lahana {iretiminin yaklagik % 23.3’{ine sahiptir (Anon, 2014).
Karadeniz bolgesinde Samsun ili 92.68 bin ton iiretim ile Tiirkiye beyaz bas lahana
iiretiminin % 18.8’ine sahiptir (TUIK, 2013; 2014). Ancak Karadeniz Bélgesinde lahana
iretim potansiyeli daha fazlaladir. Bu potansiyele ulagilmasini kisitlayan etkenlerden birisi
de lahana kok-uru hastaligidir (Anonymous, 1995; 2005).

Lahana kok uru drenaj suyu, hareket halindeki hayvanlar, bulasik toprak-alet-ekipman,
hastalikl1 fide, bitki ve bitki atiklari ile yayilmaktadir (Walker, 1952). Yayilim kaynaklarinin
cesitliligi dikkate alindiginda, bu hastaligin, yakin bir gelecekte, Karadeniz bolgesinde beyaz
bas lahana yetistiriciligini sinirlandiracak énemli bir tehlike olacagini soylemek miimkiindiir.

Hastaliklarla etkili miicadele agisindan en saglikli ve etkili yontem, mukavim cesit
gelistirmektir. Mukavim cesit gelistirmede yapilacak il is; mukavemet genlerini tasiyan gen
havuzundan, hassasiyetin bulundugu gen havuzuna, geleneksel ya da biyoteknolojik
yontemler kullanilarak gen ya da genlerin aktarmasidir (Kurt, 2011).

Beyaz bas lahananin iginde yer aldigi B. oleracea L. tiiriiniin gen havuzunda,
maalesef, lahana kok-uru hastaligina dayaniklilik saglayan gen/genler yoktur. B. oleracea L.

tiiriiniin akrabasi olan, B. rapa L. (salgam) gen havuzunda ise lahana kok-uru hastaligina



dayaniklilik arz eden genler bulunmaktadir. Dolayisiyla bu iki tlir arasinda yapilacak
tirleraras1 melezlemeler ile lahana kok-uru hastaligina dayamiklilik genlerinin salgam
hatlarindan, beyaz bag lahana hatlarina/gesitlerine aktarilmasi miimkiin olabilir.

Brassica tiirleri arasindaki sitogenetik iligkiler ve genom yapilar ile ilgili bilgiler ilk
kez Japon arastirict U (1935) tarafindan ortaya konmustur (Sekil 1). Bu arastirici Brassica
bitkileri arasinda ii¢ temel diploid formun, B. rapa (2n=20), B. oleracea (2n=18) ve B. nigra
(2n=16), ve 3 amfidiploid formun B. napus (AACC, 2n= 38), B. juncea (AABB, 2n=36) ve
B. carinata (BBCC, 2n=34) bulundugunu ortaya koymustur.

L

B. nigra
BB. n==5

B. carinata B. juncea
BBCC, n=17 AABB, n=18

]

B. oleracea —_— B. napus —— B. campesiris
CC,n=9 AACC. n=19 AA n=10

Sekil 1.1. Kiiltiire Alinan Brassica Tiirleri ve Tiirler Arasindaki Iliskiler (U, 1935)

Farkli kromozom sayis1 ve farkli genoma sahip bu iki tiir arasinda yapilacak tiirlerarasi
melezlemeler sonucu olusacak F1 dolleri normal olarak haploid ve kisirdirlar. Ancak F1
generasyonunda olusacak primitif embriyolar, belirli bir fizyolojik olgunluk déneminde
(yaklagik 8-15 giinliik), embriyo kurtarma teknigi ile besi ortaminda kiiltiire alinmalari
halinde, disiik frekansta da olsa fertil doller olusturabilirler. Brassica tiirleri arasinda yapilan
melezlemelerden saglikli double haploid déllerin elde edilebilmesine iligkin protokol Kurt ve
dig, (2010) tarafindan ortaya konmustur.

Bu c¢alismanin amaciyla; Lahana kok-uru hastaliginin Karadeniz Bolgesinde tespit
edilen “ECD 16/31/31” wkina karst dayanikli oldugu tespit edilen bazi salgam tiirleri
(Brassica rapa var rapifera line aaBBCC, line AabbCC, line AABBcc ve line AABBCC) ile
kok-uru hastaligina hassas oldugu bilinen beyaz bas lahana ¢esidi “Diirme” arasinda
melezleme yaptiktan sonra olusacak primitif embriyolardan double haploid melez bitkilerin
elde edilmesinde embriyo kiiltiiriiniin (embriyo kurtarma teknigi) kullanim potansiyelini

belirlemektir. Nihai hedef olarak da embriyo kiiltiir tekniginin basarili olmas1 durumunda
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lahana kok uruna karst muhavemet Gzelligi tasiyan genleri bilinyesinde barindiran double

haploid tiirleraras1 melez genotiplerden bitkilerden bir gen havuzu olusturmaktir.






2. GENEL BIiLGIiLER

Embriyo kiiltiirli, olgun bitkilerin elde edilmesi amaci ile olgunlagmamis veya olgun
embriyolarin steril kosullarda izole edilmesi ve biiyiitiilmesini kapsayan bir teknik olarak
tanimlanmaktadir. Embriyo kiiltiirii; kiiltiire alinan embriyolarin olgunlagmamis veya olgun
olma durumuna gore iki degisik sekilde uygulanmaktadir. Olgunlasmamis embriyolarin
kiiltiirti, genellikle normal dogal kosullarda gelismesini tamamlayamayan embriyolardan
yasama kabiliyetindeki bitkilerin elde edilmesi amaciyla yapilmaktadir. Olgun embriyolarin
kiiltiirii ise, tohumun ¢imlenmesini engelleyen dormansi gibi faktorleri ortadan kaldirmak
amaciyla uygulanmaktadir.

Embriyo kiiltiiriinde, melezlemeden 2-3 hafta sonra embriyolar izole edilerek in vitro
kosullarda kiiltiire alinmakta ve bu melez embriyolardan melez bitkiler elde edilebilmektedir.
Embriyo kiiltiir tekniginin kullanim alanlar1 ve amacina yonelik olarak yapilan ¢alismalar

ana basliklar altinda agagida verilmistir.

2.1. Cimlenme Sorunu Olan Tiirlerin Tohumlarimin Cimlendirilmesi AmaciylaEmbriyo

Kiiltiiriiniin Kullammina iliskin Genel Bilgiler

Bazi  bitki tirlerinin  tohumlar1 dormansi veya tohum sterilitesi nedeniyle
¢imlenememektedir. Bu gibi durumlarda tohumdan olgunlagsmamis embriyo izole edilmekte
ve besi ortaminda kiiltiire alinmaktadir. Hatipoglu (2001), bu tip ¢imlenme sorunu olan
Pinus armandii x Pinus corainensis melezine ait déllerden izole edilen embriyolardan
fidelerin gelistirilebildigini bildirmistir.

Diger taraftan Bhojwani ve Razdan (1996), bazi Hindistan Cevizlerinde sivi
endosperm yerine yumusak ve yaglh bir doku gelistigini, bu tip Hindistan Cevizlerinin
“makapuno” olarak adlandirildigimi ve bunlarin tohumlarinin normal kosular altinda
cimlenemedigini; in vitro kiltiir teknigi kullanilarak makapuno embriyolarindan bitkicikler
yetistirildigini ve bu yolla elde edilip tarlada yetistirilen bitkilerin % 85’inin makapuno

cevizlerinin 6zelligini tagidigini bildirmislerdir.



2.2. Mutlak Parazit Bitkilerinin Tohumlarmin Cimlendirilmesinde Embriyo

Kiiltiiriiniin Kullanimina iliskin Genel Bilgiler

Bazi bitkilerin tohumlar dogada ¢imlenebilmek i¢in konukguya ihtiya¢ duyarlar. Bu tip
problemlerin oldugu bitkilerde de embriyo kiiltiirii yapilarak olgun bitkiler elde
edilebilmektedir. Ornegin 6kse otu; yar1 parazit bir bitki olup, yaprakli ve ibreli agaglarin
dallar1 ve govdeleri lizerinde yasamaktadir. Bu bitkinin tohumlari suda, toprakta veya baska
bir ortamda ¢imlenememektedir. Tohumlar kusglar aracilig ile diger agaclara bulasmakta ve
bitki bu sekilde yasamini nesiller boyunca siirdiirmektedir (Argun ve Sahin, 2006). Bu
bitkinin tohumlarindan izole edilen embriyolar uygun besi ortaminda kiiltiire alindiginda
konukc¢uya gerek kalmadan tohumlar ¢imlenebilmektedir.

Orkide bitkisinde ise yumrular endosperm i¢ermediginden dogada ¢imlenebilmek i¢in
bazi funguslara ihtiya¢ duymaktadirlar, ancak uygun besi ortaminda embriyo kiiltiiriine
alindiklarinda kolaylikla ¢imlenebildikleri bildirilmektedir (Caglayan ve ark., 1998). Bu
arastirmacilar ¢alismalarinda 6 farkli orkide tiiriinde (Orchis anatolica, B. orchih coriopra
L., Ophrys bornmuelleri S., Ophyrs phrigra F. B., Serapias vomeraceae, Himantoglossum
afine) uyguladiklar1 embriyo kiltiirii sonrasinda Orchis ve Opyrus cinsine ait salep
orkidelerinin embriyo Kkiiltiirii ile ¢ogaltilabilecegini, ancak Himantoglosum cinsine ait

orkidelerin kullanilan 14 ortamin hig birinde ¢imlenme gostermedigini bildirmislerdir.

2.3. Yasam Cemberinin Kisaltlmasinda Embriyo Kiiltiiriiniin Kullanimina Iliskin

Genel Bilgiler

Baz tiirlerin ¢) tohumlarinin endosperminde bazi engelleyicilerin olmasi, ) ¢imlenme igin
ozel 151k ve sicakliklara gereksinim duyulmasi, zzz) embriyonun tam olarak olgunlagmamig
olmasi veya =) sert tohum kabugu nedeniyle ¢imlenme gecikebilmektedir. Bu tiirlerde
embriyo kiiltiirii teknigi uygulanarak ¢ok kisa siirede cimlenme saglanmakta ve bu sayede bu
tiirlerin yetistirme siirecleri kisaltilmaktadir.

Baz tiirlerde tohumun olgunlagsmasini beklemeye gerek kalmadan, olgun olmayan
embriyolarm Kkiiltiiriiyle 1slah siireci kisaltilabilmektedir. Ornegin, Iris tohumlarinin birkag
y1l siiren bir dormansi periyoduna sahip oldugu, ancak embriyo kiiltiirii yoluyla Irisin yasam
¢cemberinin 2 veya 3 yildan 1 yila indirilebilecegi bildirilmistir (Biiriin ve Giirel, 2001).

Bu teknik soya ve ayciceginde yasam c¢emberinin kisaltilmasinda kullanilmaktadir.
Ornegin ayciceginde tohumun olgunlasmasi yasam ¢emberinin (120-150 giin) % 50-60’1m1
kapsamaktadir. Bhojvani ve Razdan (1996), ayciceginin 10 giinliik olgunlagsmamis
embriyolarinin kiiltiirli ile yasam ¢emberinin yariya (60-75 giin) indirilebilecegini ve 1 yilda
2’den fazla generasyon elde edilebilecegini bildirmislerdir.
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2.4. Uyusmazhik Nedeniyle Gelisemeyen Embriyolarin Gelisimini Saglamak Amaciyla

Embriyo Kiiltiiriiniin Kullanimina iliskin Genel Bilgiler

Tiirler ve cinsler aras1 melezlemelerde ve farkli ploidi diizeyindeki bitkilerin
melezlenmesinde, uyusmazlik problemleri sik sik ortaya cikmaktadir. Bu uyusmazlik
problemlerinin bir¢ok sebebi mevcuttur. Bunlarin bir kismi dollenme 6ncesi ortaya g¢ikan
uyusmazlik problemleri (z. Polenlerin stigma {izerinde ¢imlenmemesi, . Polenlerin anormal
¢imlenmesi, . Polen tiiptiniin kisa kalmasi, bu nedenle de yumurtaliga ulasamamasi, v.
Yumurtaliga veya yumurtaya ulasmadan once polen tiipiiniin kaybolmasi, v. Dollenmenin
gerceklesememesi); bir kismi ise dollenme gerceklestikten sonra ortaya ¢ikan uyusmazlik
problemleri (2. Déllenme gergeklesir fakat zigot boliinemez, u. Zigot birkag hiicreli embriyo
olusturmak tizere boliiniir ve daha ileri gelisme gosteremez veya oOlir, . Endosperm
embriyonun gelisimini destekleyecek yapida degildir ve wv. Embriyo gelismesinde kiigiik
kalir ve olgunlasamaz) olarak agiklanmistir (Bajaj, 1990; Kurt, 1995; Uysal ve ark., 2006).
Bu uyusmazlik problemleri embriyo olusumunu ve embriyo gelisimini tamamiyla
engellemekte ve boyle durumlarda somatik melezleme, besi ortaminda déllenme, embriyo,
tohum taslaklart ve ovaryumlarin kiiltiiri gibi teknikler uygulanabilmektedir (Bajaj, 1990).

Proteince zengin bir yag bitkisi olan yer fistig1 (Arachis hypogea) diinyada yenilebilir
yag lretiminde tglincii sirada gelmektedir. Diger bir¢ok kiiltiir bitkilerinde oldugu gibi yer
fistiginda da baslica amag olan verimi, bunun yaninda yag ve protein igerigini yiikseltmek,
hastalik ve zararlilara dayaniklilik ve erkencilik gibi karakterler yoniinden gelistirmek i¢in
tiirleraras1 melezlemeler yapilmistir. Ancak tiirleraras1 melezlemelerde uyusmazlik yada
melezlerin yavas gelismesi gibi sorunlarla karsilasilmistir. Ornegin, Arachis hypogea X
Arachis villosa arasinda yapilan melezlemelerde embriyo kiiltiirii tekniginden yararlanilmig
ve % 2.4-7.6 arasinda degisen oranlarda A. hypogea tiiriine benzer triploid (2n=3x=30)
bitkiler elde edilmistir (Bajaj ve ark., 1982).

Fasulyede ise bakteriyel hastaliklara (Pseudomonas phaseolicola, Xanthomonas
phaseoli), ve kok ciiriikliigiine (Fusarim solani) karsi yetersiz olan dayanikliligi artirmak
icin bu hastalik etmenlerine kars1 dayaniklilik genlerini tagiyan P. acutifolius ile
melezlemeler yapilmistir (Bajaj, 1990). Tiirleraras1 melezlerde yaygin olan uyusmazlik
problemin asmak i¢in P. vulgaris x P. acutifolius arasinda yapilan melezlerden primitif
embriyolar alinarak, sivi besi ortaminda, membran filtre kagidi iizerinde kiiltiire alindiktan
sonra bitki elde edilmistir.

Vigna radiata sar1 mozaik viriisiine karsi oldukga hassastir ve ayni zamanda da

baklalarinda ¢atlama olay1 goriilmektedir. Ayni1 zamanda tohumlar1 biiyiik ve sindirilebilir



protein orani yiiksektir. Ayni cinse ait farkli bir tiir olan Vigna mungo’da ise sar1 mozaik
viriisiine dayaniklilik mevcuttur ve ayni zamanda da bakla ¢atlamasina karsi dayaniklidir. V.
mungo ana ebeveyn olarak alindiginda, V. radiata ile kolaylikla melezlenebilmekte, ancak
resiprokal melezlemeler basarisiz olmaktadir. Gosal ve Bajaj (1983), melez embriyolar1
hormon igeren besi ortaminda kiiltiire aldiklarinda % 63 oraninda melez bitkiler elde tiklerini
bildirmislerdir.

Nohut (Cicer arietinum) yesil kiife karsi dayanikli degildir. Nohuta Cicer
pinnatifidum’dan yesil kiife karst dayaniklilik 6zelliginin aktarilmasi amaciyla yapilan
tiirleraras1 melezlemede 58 bakladan 44 olgun tohum elde edildigi ve 6 adet yasama
kabiliyetinde bitki gelistirildigi bildirilmistir (Mallikarjuna, 1999).

Bauchan (1987), Medicago sativa tiirine ait ¢esitlerde onemli zararlara yol agan bazi
zararlilarin, kendine déllek ve tek yillik yoncalardan olan M. scutellata tiiriinde gévde ve
yapraklarindaki tiiyler dolayisiyla zarara yol agmadigini, bu ozelligin M. sativa’ya
aktarilmasi ¢aligmalarinda uyusmazlik dolayisiyla embriyo Oliimlerinin gézlendigini
bildirmistir. Arastirici, yapmis oldugu embriyo kiiltiirii sonrasi tiirlerarasi melezlemede
gbzlenen bu uyusmazlik engelini astigini bildirmistir.

Kiiltliir bitkilerinde yapilan tiirlerarasi melezlemeler baklagil bitkileri ile sinirl
degildir. Bajaj ve ark. (1986), yaglik Brassica’larda yapmis olduklar1 ¢alismada Brassica
napus X Brassica juncea melezlemesinde yumurtalik, yumurta ve embriyo kiiltiirlerinden
yararlandiklarini, besi ortamia aliman yumurtaliklardan % 37.8 - % 80, yumurtalardan %
30.4 - % 49.5 ve embriyolardan ise % 54.2 - % 88.1 oranlarinda basar1 diizeyinde bitki elde
ettiklerini bildirmislerdir.

Pamuk tohumlarimin gida sanayisinde kullanim alanlarimi arttirmak igin gossypollu
bitki ve gossypolsuz tohum 6zelliginin kiiltiir pamuguna (Gossypium hirsutum 2n=4x=52)
aktarilmasi ¢aligsmalar1 yapilmaktadir. Bu 6zelligi kiiltiir pamuguna aktarmak igin Gossypium
sturtianum (2n=2x=26) pamuk tirii kullanilmaktadir. Fakat pamukta tiirlerarasi gen
aktarimin1 engelleyen; hibritlerde steriliteye yol agan ve melezlemeyi zorlastiran ploidi
seviyeleri, genomlar arasindaki DNA dizilislerinin farkliligi, endosperm gelisiminin durmasi,
hibritlerin 6lmesi ve tiirleraras1 melezlerde sterilite sorunun ortaya ¢ikmasi gibi faktorler
mevcuttur. (Basal, 2002). Bu sorunlar1 asmak i¢in tiirlerarast melezlemeler sonrasi embriyo
kiiltiiri ve kolhisin uygulamasi ile kromozom katlamasi yapilarak saglikli doller elde
edilebilmektedir.

Gossypium hirsitum’un lifleri uzun ve lif kalitesi iyi, Fusarium gibi hastaliklara
dayaniklidir. Bu tiiriin ¢esitli stres faktdrlerine ve boceklere karsi dayanikliligini artirmak
icin G. arboreum ile melezlenmistir (Gill ve Bajaj, 1987). Bu iki tiir melezlendiginde
embriyonun diismesi, embriyo endosperm uyusmazligi gibi problemler ortaya c¢ikmakla

beraber, melezler tozlanmadan sonraki giinlerde embriyo kiiltiiriine alindiklarinda bu
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embriyolardan bu iki tiiriin ortak 6zelliklerini ihtiva eden varyasyonlara sahip melez bitkiler
gelistirilmistir.

Moraes-Fermandes ve ark. (2000), Hordeum jubatum x Secale cereale
melezlemesinde, melez tohumlarin doéllenmeden 13-16 giin sonra tahrip olduklarim
gozlemlemisler ve elde ettikleri bu melezde yaptiklari histolojik c¢alismalarla melez
embriyolarin 6nemli o6lgiide biiylimelerine ragmen bunlarin endosperm uyusmazligi
yliziinden vaktinden evvel gelismelerini durdurduklarini tespit etmislerdir. Ayrica
tozlanmadan 9-12 giin sonra alinan embriyolarin besi ortaminda kiiltiire aldiklarini ve kiiltiire

alman 81 embriyodan bir fide elde ettiklerini bildirmislerdir.

2.5. Erken Olgunlasan Sert Cekirdekli Meyvelerde Zayif Embriyo Gelisimini Onlemek

Amaciyla Embriyo Kiiltiiriiniin Kullanimina fliskin Genel Bilgiler

Seftali, kiraz, kayis1 ve erik gibi erken olgunlasan sert ¢ekirdekli meyvelerde yapilan
tiirleraras1 melezlemelerde embriyoya su ve besin maddesi tasinmasi embriyo tam olarak
olgunlagmadan kesintiye ugramaktadir. Erken olgunlagan bu tip meyvelerden, embriyo
olgunlagmadig1 i¢in melez bitki elde edilememektedir (Hatipoglu, 2001). Melez bitki elde
etmek amaciyla embriyo kiiltiir tekniginin kullanilmasi kaginilmaz olmaktadir.

Baska bir meyve tiirii olan g¢ekirdeksiz iizlim ¢esitlerinde embriyo kiiltiirii yoluyla
cogaltilma olanaklar1 arastirilmistir (Tangolar ve ark., 1998). Arastirmacilar bu teknigin
gekirdeksiz {izim 1slah1 ¢alismalarinda kullanilabilecegini ve Vitis tirlerinin erken

olgunlasan ¢esitlerinde yapildigini bildirmislerdir.

2.6. Haploid Bitkilerin Elde Edilmesinde Embriyo Kiiltiiriiniin Kullammina fliskin
Genel Bilgiler

Akrabalik derecesi zayif olan tiirlerarasi veya cinsler arasi melezlemelerde doéllenmeden
sonra olusan melez tohumda ebeveynlerden birine ait kromozomlarin eliminasyonu sonucu
haploid bitkiler olusmaktadir (Hatipoglu; 2001; Biiriin ve Giirel; 2001). Bu teknik 6zellikle
bugday ve arpada basari ile uygulanmaktadir.

Young ve ark. (1981), tiirleraras1 melezlerde tohum tutma oraninin ¢ok diisiik
oldugunu bildirdikleri ¢alismalarinda, embriyonun ilk gelisiminden olgun tohum olusumuna
kadar gecen siireyi azaltmak ve tiirlerarast melez elde etmek amaciyla; olgunlagsmamis
embriyolarin kiiltiiriinii yaptiklar1 ¢aligmalarinda, Hordeum vulgare ve H. bulbosum arasinda

yapmis olduklart melezlemede dollenmis yumurtadan embriyo gelisirken, H. bulbosum



kromozomlarinin hizla elimine oldugunu; bu embriyolar kiiltiire alarak haploid H. vulgare
bitkisi elde ettiklerini bildirmiglerdir.

Biiriin ve Giirel (2001), Hordeum vulgare x Hordeum bulbosum melezlemesinde
dollenmenin gergeklestigini, fakat H. bulbosum kromozomlarmin embriyogenesisin ilk
birka¢ bdliinmesi siiresince kayboldugunu bildirmektedirler. Bu nedenle de gelisen bitkiler
haploid vulgare bitkileridir. Bu bitkilerin kromozom sayilarimin ¢esitli muamelelerle iki
katina ¢ikarilmasi neticesinde double-haploid bitkiler elde edilmektedir. Ayni arastiricilar,
ayni1 teknikle bugday x misir ve bugday x sorgum melezlerinden haploid bugdaylarin, yulaf x

misir melezlerinden de haploid yulaf bitkilerinin elde edildigini bildirmislerdir.

2.7. Embriyo Gelisim Mekanizmasim Incelemek Amaciyla Embriyo Kiiltiiriiniin

Kullanimina iliskin Genel Bilgiler

Embriyo kiiltiir teknigi embriyo gelisimi i¢in gerekli kosullar; bitkisel hormonlar ve ¢evre
kosullarinin embriyo gelismesine etkisi ve embriyonun beslenmesi gibi konularin
incelenmesi amaciyla da uygulanmaktadir. Zigotik embriyolarin kiiltiirii sayesinde tohum
taslaginda embriyonun biiylimesi esnasindaki kosullar belirlenebilmektedir.

Embriyogenesis geng zigotik embriyolar, somatik embriyolar ve gametik embriyolar
kiiltiire alinarak belirlenmektedir (Pretova ve Obert, 2003). Kiiltiir ortamina ilave edilen
oksin ve stokinin gibi hormonlar biiylimeyi tesvik etmekte ve bitkicik gelisimi i¢in bir 6n
muamele olustururlar. Arastiricilar ayrica embriyo gelisiminde % 20 - % 25 siit olumu
asamasindaki embriyolarin, % 60 - % 65 kalp seklindeki embriyolarin ve % 85 - % 90 daha
ileri asamadaki embriyolarin kiiltiirde gelisimlerini tamamlayarak ¢imlenmeye hazir duruma
gectigini, glutamin ilavesinin ketende embriyo gelisimi i¢in 6nemli bir 6n islem oldugunu
bildirmislerdir.

Ciamprova ve Pretova (1981) ise, embriyonun gelisimi sirasinda plastidlerin
yapisindaki degisimi incelemislerdir. Bu c¢alismada tozlanmadan sonra 14 giinliik
embriyolar1 kiiltiire aldiklarinda bu embriyolarin yesil olduklarin1 ve embriyolarin temel
dokusu igersindeki nisasta graniilleri ve phytoferritin bilesimi bakimindan iyi gelistigini, siit
olum donemi boyunca plastidlerin biiyiikliigiiniin azaldigini, kloroplastlarin i¢ yapisinin
giderek dagildigini, 10 giinlik kiltiir sonrasi 24 giinliik embriyolarin yesil renklerini
kaybederek sarardiklarmi ve stomalarin farkli biiyiikliiklerde oldugunu, 20 giinliik kiiltiir
sonrast 34 giinliik embriyolarin ise yeniden yesil renklerini alarak asimilasyona ve

cimlenmeye basladiklarii bildirmislerdir.
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2.8. Embriyo Kiiltiiriinde Kullanilan Besi Ortamlarina iliskin Genel Bilgiler

Pretova (1986), dollenmeden 3-6 giin sonra keten (Linum usitatissimum L.) embriyolarini %
12 sucrose ve % 0.8 agar iceren Monnier (1978) ortaminda ve bu ortama 5x10*, 5x107,
5x10® mol/1 oranlarinda kinetin ilave edilmis ortamlarda kiiltiire aldigini, kinetin igermeyen
ortamda  tim  embriyolarin  gelisim  gosterebilmesine  ragmen  gelismelerini
tamamlayamadigini, ele alinan ortamlar igersinde embriyo gelisimi agisindan en iyi sonucun
5x10® mol/l kinetin igeren Monnier ortamindan saglandigin1 bildirmistir.

Pretova ve Willims (1986), keten embriyolarin1 % 5 seker iceren Monnier ortaminda
ve bu ortama, +0,4 g/l glutamin, £1,0 g/l yaprak ekstrakti, 0,05 g/l BAP oranlarinda
hormonlarin ayr1 ayri1 ve birlikte ilave edildigi ortamlarda kiiltiire aldiklarinda; a) hormon
icermeyen yalin ortamin normal embriyo gelisimini sagladigini, b) yalniz yaprak ekstrakti
ilavesi kok ekseninin biiylimesini 6nledigini, c¢) yalniz BAP ilavesinin siirgiin olusumunu ve
siirglin gelisimini tesvik ettigini, kotiledon ve hipokotil dokularinda kallus olusumuna
sebebiyet verdigini, d) ii¢ hormonun (glutamin, BAP, yaprak ekstrakti) birlikte ilave edilmesi
durumunda kuvvetli bir embriyogenik gelismenin saglandigini ve kok uglarinda biiylimenin
tesvik edildigini, e) glutaminin bulunmadig1 ortamlarda embriyolarin pek azinin yesil renk
gosterdigini, f) BAP igeren ortamlarda embriyolarin yesil rengini aldigini, BAP icermeyen
ortamlarda ise kiiltlir siiresi boyunca embriyolarin yesil rengini kaybederek soldugunu
bildirmislerdir.

Karaca ve Biiriin (1999), 88 bugday genotipinden izole edilen olgun ve olgun olmayan
embriyolar1 2,4-D, kinetin, NAA ve asparajin ilave edilmig MS ortaminda kallus olusumunu
incelemek amaciyla yaptiklar1 aragtirma sonucu olgunlagsmamis embriyolarin kiiltiiriinde en
yiiksek kallus olusumunun ortalama % 94 ile 2 mg/lt 2,4-D + 1 mg/It kinetin ilave edilmis
MS ortamindan elde edildigini, olgun embriyolarin kiiltiiriinde ise en yiliksek kallus
olusumunun ortalama % 95 ile 2 mg/lt 2,4-D ilave edilmis MS ortamindan elde edildigi
saptamislardir.

Biiriin ve Poyrazoglu (2002), arpa (Hordeum vulgare L.)’ da olgun embriyolar kiiltiire
alarak besi ortaminin etkisini aragtirmiglardir. Kullanilan besi ortamlar igersinde
embriyodan bitkicik gelisimi en yiiksek Randolp-Cox ortaminda (% 92.1) elde edilmis, bunu
strastyla MS (% 91.3), /2 MS (% 87.7) ve BS ortamlari izledigini tespit etmislerdir.

Walker ve Sato (1981), besi ortaminin bilesimindeki amonyum iyonlarinin in vitro’da
kritik bir etkiye sahip oldugunu, somatik embriyo iiretimi i¢in minimum 12.5 mM NH4+
iyonuna ihtiya¢ duyulurken, kok tesekkiiliiniin 50 mM ve iizerindeki dozlarda engellendigini
ve sirginlerin NH4+ bulunmayan ortamlara aktarilmalart1 durumunda kok gelisiminin
basladigini, bu nedenle in vitro gelisimin seyri iizerinde bitki bitylime diizenleyicilerinin tek

baslarina degil NH4+ ile birlikte bir etkiye sahip oldugunu bildirmislerdir.
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Bauchan (1987), dollenmeden sonraki giinlerde, Medicago sativa ve M. scutellata
tiirlerine ait kiiresel, kalp ve torpedo, donemlerindeki embriyolar1 izole ederek, farkli
konsantrasyonlarda 2,4-D, TAA, BAP ve Kinetin i¢eren MS ile L-glutamin ve L-prolin igeren
SH ortamlarinda kiiltiire almigtir. Arastirma sonucu; M. scutellata tiiriine ait kalp ve torpedo
donemlerindeki embriyolarin 0.05 mg/l IAA ve BAP iceren MS ortaminda 15-30 giin
icerisinde bitkiye doniistiiklerini, M. sativa tiiriinde ise en yiiksek tepkimenin 50 mM L-
glutamin ilave edilmis SH ortaminda saglandigini ve hem siirgiin hem de kok gelisiminin
ayn1 ortamda gerceklestigini tespit etmistir.

Meijer ve Brown (1987), yonca in vitro kiltiiriinde indiiksiyon ortaminda embriyo
tesekkiilii i¢in 5 mM amonyumun mutlak gerekli oldugunu, 10-20 mM diizeyinde
amonyumun ise embriyolarin siirgiine doniisiimiinde optimum doz olarak gozlendigini,

ortamdaki amino asitlerin ise embriyo-siirgiin dontisiimiinde olumsuz etki gosterebildigini,

ancak 1-2 mg I_l casein hydrolizat veya 4.4 mM glutamin ve 3.1 mM prolin
kombinasyonlarinin olumsuz etkilerinin olmadigini saptamislardir. Arastiricilar diigiik yada
yiiksek seker konsantrasyonlarinin somatik embriyogenesisi engelleyici etkisinin oldugunu,
bu nedenle de doku kiiltiirii ¢aligmalarinda genelde % 3 sakkaroz konsantrasyonunun

kullanildigini bildirmislerdir.

2.9. Embriyo Kiiltiiriinde Genotipin Etkisine iliskin Genel Bilgiler

Genotip sadece embriyo kiiltiir tekniginde degil doku kiiltiirti ¢alismalarinda da basariyi
etkileyen faktorlerin baginda gelmektedir. Birsin ve ark. (2001), yulafta kallus olusumu ve
rejenerasyon yetenegini belirlemek amaciyla 10 yulaf cesit yada hattin1 kullandiklart
calismalarinda kallus olusturmada olgun embriyolardan yararlanmiglardir. Elde ettikleri
verileri istatistiki olarak degerlendirdiklerinde kallus olusumu ve rejenerasyon kapasitesinin
¢esit ve hatlara gore degistigini, ¢alismada kullanilan iki yulaf ¢esidi % 72.5 ve % 77.5
oranlarinda kallus olustururken, kullanilan 8 yulaf hattinda bu oranin % 50 ile % 85 arasinda
degistigini saptamiglardir. Ayrica kallus olusumu ve rejenerasyon arasinda onemli bir
iligkinin olmadigini; rejenere bitki sayisinin dogrudan kallus olusumuna bagli oldugunu
bildirmislerdir.

Kallus ve somatik embriyo iiretim kapasiteleri agisindan farkli yonca tiirlerine ait 76
genotipin kiyaslandigi bir arastirma sonucu; stolonlu kdk yapisina sahip yonca tiirlerinden
Medicago falcata’ya ait genotiplerin bu o6zellikler bakimindan diger tiirlere kiyasla daha
iistiin performans gosterdigi, yliksek embriyogenik kapasiteli genotiplerde bitkiye doniisiim

oraninin da yliksek oldugu saptanmistir (Brown ve Atanassov, 1985).
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Farkli pamuk tiirlerine (Gossypium arboreum ve G. hirsutum) ait zigotik embriyo
hiicrelerinin MS besi ortaminda kiiltiire alindig1 bir arastirmada; G. arboreum’a ait kiiltiire
alman yumurta hiicrelerinden % 17.6 basar1 diizeyinde ¢imlenme elde edilmesine karsilik, G.
hirsitum’a ait yumurta hiicrelerinden sadece % 8.3 basar1 diizeyinde ¢imlenme elde

edilmistir (Gill ve Bajaj, 1987).

2.10. Embriyo Kiiltiiriinde Kullanilan Sterilizasyon Yontemi ile lgili Genel Bilgiler

Sterilizasyon sadece embriyo kiiltiirii calismalarinda degil, biitin doku kiiltiirii
calismalarinda basariyr dogrudan etkilemektedir. Sterilizasyon yaninda, sterilizasyonda
kullanilan kimyasallar ve uygulanma sekilleri de 6nem kazanmaktadir.

Biiriin ve Poyrazoglu (2002), arpa (Hordeum vulgare L.)’nin olgun embriyolarinin
kiiltiirinde sterilizasyon yonteminin etkisini arastirdiklar1 ¢aligmalarinda; farkli sterilizasyon
yontemi; (z) tohumlart 6nce su altinda durulama, ardindan 2-3 dakika deterjanli su ile
muamele edip, 3-4 kez siteril su ile yikadiktan sonra % 70’lik etanolde 2 dakika bekletme ve
daha sonra 1 damla Tween-20 damlatilmis % 2’lik sodyum hipoklorit ¢ozeltisinde 15 dakika
muameleden sonra 5-6 kez steril su ile yikama, ) tohumlar1 6nce % 70’lik ethanole
daldirma, daha sonra % 2’lik sodyum hipoklorit ¢ozeltisi ile 15 dakika muamele edip, 5-6
kez steril su ile yikama ve arkasindan 30 dakika antibiyotik soliisyonunda (600 mg/l
penicilin + 250 mg/| streptomycin) durulama, zz) tohumlar1 10 dakika 1 damla % 0.5’lik HCI1
ilave edilmis % 0.1°lik HgCl, soliisyonunda bekletme, daha sonra % 6’lik hidrojen peroxide
(H202)’e daldirma ve 3-4 kez steril su ile yikama, tv) tohumlar1 6nce % 70’lik ethanolle
muamele edip, ardindan % 4.5’lik sodyum hipokloritle 5 dakika muameleden sonra 4-5 kez
steril su ile yikama) kullanilmig, kullanilan sterilizasyon yontemleri i¢inde embriyodan
bitkicik gelisimi bakimindan, sodyum hipoklorit ile sterilizasyonu antibiyotik ¢ozeltisi ile
muamele etme (sterilizasyon 1) ve HQCl; ile yapilan sterilizasyonun (sterilizasyon 1) daha
etkili oldugunu, ancak HgCl,’lin embriyodan bitkicik gelisimi lizerine istatistiki bakimdan

onemli olmayan etkisinin de gozlendigini bildirmislerdir.

2.11. Tiirleraras1 Melezlemeye iliskin Genel Bilgiler

Tiirler ve cinsler aras1 melezlemelerde ve farkli ploidi diizeyindeki bitkilerin
melezlenmesinde, uyusmazlik problemleri sik sik ortaya c¢ikmaktadir. Bu uyusmazlik
problemleri; dollenme Oncesi ortaya ¢ikan uyusmazlik problemleri (1. Polenlerin stigma
iizerinde ¢imlenmemesi, 1. Polenlerin anormal ¢imlenmesi, m. Polen tiipiiniin kisa kalmasi,

bu nedenle de yumurtaliga ulagamamasi, 1v. Yumurtaliga veya yumurtaya ulasmadan once
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polen tiipiiniin kaybolmasi, v. Dollenmenin ger¢eklesememesi) ve dollenme gerceklestikten
sonra ortaya ¢ikan uyusmazlik problemleri (1. Dollenme gergeklesir fakat zigot boliinemez,
1. Zigot birkag¢ hiicreli embriyo olusturmak iizere boliiniir ve daha ileri gelisme gosteremez
veya Olir, m. Endosperm embriyonun gelisimini destekleyecek yapida degildir ve 1v.
Embriyo gelismesinde kiigiik kalir ve olgunlasamaz) olarak siralanabilir. Bu uyusmazlik
problemleri embriyo kiiltiirii ile asilabilmektedir (Bajaj, 1990). Bu amaca yonelik olarak
yapilan bazi ¢alismalar agagida 6zetlenmistir.

Diederichsen ve ark. (1996), B. campestris ve B. oleracea’dan elde ettikleri P.
brassicae’ya karst olan dayanikliligi, yeniden sentezlenmis olan kolza hatlarina
aktarmiglardir. Tiirleraras1 melezlemeden elde edilen dollerin ¢esitli P. brassicae izolatlarina
kars1 giiclii bir dayaniklilik gosterdigini saptamislardir. Kok ur hastaligina dayanikl: hatlarin
ve bir geriye melezleme generasyonunun gelistirilmesini i¢ine alan bir 1slah programinda bu
hatlar orijinal olarak B. campestris‘den gelen 3 dominant dayaniklilik genini ihtiva
etmekteydi. Yaptiklar1 caligsmalarda geriye melezlenen bitkilerin celiklerinin farkli P.
brassicae izolatlari ile farkli sekilde interaksiyona girdigini tespit etmislerdir.

Brassica napus x Brassica juncea melezlemesinde embriyo kiiltiirii ile besi ortamina
alman embriyolardan % 54,2 - % 88,1 oraninda bitki elde edilmistir (Bajaj ve ark., 1986).

Yer fistigt (Arachis hypogea) diinyada yenilebilir yag iretiminde iigiincii sirada
gelmektedir. Yer fistiginda verimi artirmak, yag ve protein icerigini yiikseltmek, hastalik ve
zararlilara dayanikliligi artirmak ve erkencilik igin tiirlerarasi melezlemeler yapilmustir.
Ancak tiirler aras1 melezlemelerde bircok sorun ile karsilasilmistir. Bu sorunlar embriyo
kiiltiir teknigi kullanilarak asilmig olup, Arachis hypogea x Arachis villosa arasinda yapilan
melezlemelerden % 2,4-7,6 arasinda degisen oranlarda A. hypogea tiiriine benzer triploid
(2n=3x=30) bitkiler elde edilmistir (Bajaj ve ark., 1982).

Fasulyede bakteriyel hastaliklara (Pseudomonas phaseolicola, Xanthomonas phaseoli)
ve kok cirtikligiine (Fusarim solani) karst dayanikliligi artirmak igin P. vulgaris x P.
acutifollius arasinda yapilan melezlerde karsilagilan uyusmazlik problemi olusan primitif
embriyolar, besi ortaminda embriyo kiiltiirii yapilarak asilmistir (Bajaj, 1990).

Vigna radiat’nin tohumlar1 biiyiik ve sindirilebilir protein orani yiiksek olup, sari
mozaik viriisiine kars1 hassas ve baklalarinda ¢atlama olay1 goriilmektedir. Vigna mungo ise
sar1 mozaik viriisiine ve bakla ¢atlamasina karsi dayaniklidir. V. mungo ana ebeveyn olarak
alindiginda, V. radiata ile kolaylikla melezlenebilmekte, ancak resiprokal melezlemeler
basarisiz olmaktadir. Yapilan resiprokal melezlemelerden olusan F1 melez embriyolar, besi
ortaminda kiiltiire alindiginda % 63 oraninda melez bitkiler elde edilmistir (Gosal ve Bajaj,

1983).
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Cicer arietinum’a, yesil kiife kars1 dayaniklilik kazandirmak amaciyla C. pinnatifidum
ile yapilan tiirleraras1 melezlemelerde olugan F1 délleri, besi ortaminda embriyo kiiltiiriine
alindiginda, olusan bitkilerden 44 olgun tohum elde edilmistir (Mallikarjuna, 1999).

Medicago sativa‘da zarar yapan bazi zararlilarin, M. scutellata tiiriinde bulunan gévde
ve yapraklardaki tiiyler nedeniyle zarar yapamadig tespit edilmistir. Medicago sativa ve M.
scutellata arasinda yapilan melezlemelerde ortaya ¢ikan uyusmazlik problemi, besi
ortaminda embriyo kiiltiirii yapilarak asilmistir (Bauchan, 1987).

Pamuk tohumlarinin gida sanayisinde kullanim alanlarmi arttirmak igin Gossypium
sturtianum (2n=2x=26)’dan gossypollu bitki ve gossypolsuz tohum 6zelliginin kiiltiir
pamuguna (Gossypium hirsutum 2n=4x=52) aktarilmak amaciyla yapilan tiirlerarasi
melezlemelerde sterilite sorunu ortaya ¢ikmaktadir. Bu sorun Gossypium sturtianum ile
Gossypium hirsutum arasinda yapilan melezlemeler sonrasinda olusan primitif embriyolarin,
besi ortaminda Kkiiltlire alinmasi ve olusan bitkilerin kromozomlarmin kolchisin ile
katlanmasi ile asilmustir (Basal, 2002).

Gossypium hirsitum’un stres faktorlerine ve boceklere karsi dayanikliligimi artirmak
icin G. arboreum ile yapilan melezlemelerde ortaya ¢ikan embriyo 6liimleri, embriyo-
endosperm uyusmazligi gibi problemler, embriyo kiiltiirii ile asilmistir (Bajaj, 1990).

Hordeum jubatum x Secale cereale melezlemesinde, melez embriyolarin 6nemli
Olclide biiylimelerine ragmen bunlarin endosperm uyusmazIligr nedeniyle vaktinden evvel
gelismelerini durdurduklarini tespit etmistir. Bu problem, olusan primitif embriyolarin besi
ortaminda kiiltlire alinmasi ile kismen ortadan kaldirilmig ve besi ortamina alinan toplam 81

embriyodan saglikli bir fide elde edilmistir (Moraes-Fermandes ve dig., 2000).

2.12. Lahana Kék Uru Hastaligimn Ozelliklerine iliskin Genel Bilgiler

Plasmodiophora brassicae sporlari 2-4 mini mikron ¢apinda, yuvarlak, renksiz ve kalin
zarhdirlar. Kisa bir dinlenme periyodundan sonra sporlar uygun toprak PH’sinda (genel
olarak 4-6), konuk¢unun kok salgilart sonucu ¢imlenir, iki kamgili zoospor meydana gelir.
Zoospor, kok emici tiiylerinden enfeksiyon yapar ve 7-8 giinde kok icinde plasmodium
haline gecer. Bundan meydana gelen olgun zoosporangia’dan sekonder zoosporlar tekrar
topraga dagilir. Sekonder zoosporlarin enfeksiyon yapip, yapmadigi heniiz aydinliga
kavusmamistir. Plasmodium kok ve kok bogazi hiicreleri i¢ini kaplar ve burada onlarin dev
hiicreler halini almasina neden olur. Cekirdegi pek ¢ok bdliinerek icini dolduran binlerce
yuvarlak dinlenme sporu meydana gelir. Koklerin ¢liriimesi sonucu sporlar ¢cimlenmeden

itibaren 7-8 yil toprakta canliliklarin1 koruyabilirler (Anonymous, 2014).
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Chiang ve Crete (1976), beyaz bas lahanada kok-uru hastaliginin (Plasmodiophora
brassicae Wor.) 6 nolu wkina karst dayanikliligin kalittimini belirlemek igin yaptiklart
arastirma sonucu hastaligin kalittminda; eklemeli gen etkisinin daha 6nemli oldugunu ve dar
anlamada kalitim derecesinin % 83 oldugunu belirlemislerdir.

Maizin (1976), ekolojik agidan hareketsiz sporlarin (kistler) 3 yildan fazla toprakta
canli kaldigini, ¢cimlenme ve bitki enfeksiyonu igin toprak nemi % 60-90, hastalik
enfeksiyonu igin pH 5.4-6,5 olmasmin en uygun oldugu, asidik topraklarda bitkilerin
enfeksiyonu i¢in minimum sicaklik degisimleri 10-12°C, maksimum 30-35°C ve optimum
20-25°C oldugunu rapor etmistir.

Yoshikawa (1983), hastaliga dayanikliligin monogenik dominant kalitima sahip
oldugunu rapor etmesine karsilik, Suwabe ve dig. (2000), hastali§a dayanikliligin oligogenic
yapida oldugunu rapor etmektedirler.

Scholze ve dig., (2002), ise kok-uru hastaligina karsi dayanikliigin Brassica
tirlerinde, dominant monogenik (Brassica campestris ve B. napus‘ta oldugu gibi) ile
oligogenik resesif (B. oleracea’larda oldugu gibi) kalitima sahip oldugunu bildirmektedirler.

Grandclement ve dig., (1996), yaprak lahana ve karnabahar hatlarinda kok-uru
hastaligina (Plasmodiophora brassicae) karsi dayanikliligin mekanizmasini, kombinasyon
yetenegi ¢caligmalar1 yaparak belirlemiglerdir. Yapilan genel kombinasyon yetenegi testinde,
dayanikliligin kalitminda eklemeli gen etkisinin baskin oldugunu, bazi yaprak lahana
hatlarinin fazla dayanikli, bazilarinin ise orta derecede dayanikli olduklarini, karnabahar
hatlarmin ise hassas olduklar1 belirlenmislerdir.

Trembly ve dig., (1999), eski Avrupa'da 13. yiizyilla kadar kok-uru hastaliginin
varligmin rapor edldigini ve 19. ylizyilin sonlarinda, St. Petersburg’da kok-uru hastaligi
ciddi bir salgin halinde lahana mahsuliinde biiyiik oranlarda tahribat yaptigini bildirmislerdir.

Kobelt ve dig., (2005), P. brassicae’ya karsi 3 dayanikli ve 1 hassas A. thaliana L.
Heynh. (tere) ekotipinin dayaniklilk mekanizmasini mikroskobik olarak inceledikleri
arastirmada; P. brassicae’nin “eH” izolatina dayanikli ekotiplerin bulundugunu ve bu
dayanikliligin dominant ve monogenic kaliima sahip oldugunu, dayanikli bulunan
ekotiplerin, dayanikli olmasinin sebeplerinden birisinin bu ekotiplerin hiicrelerinde meydana
gelen ligninlesme ve bu ligninlesmenin de fungusun yayilmasini dnlemesi, diger bir sebep
olarak da tanin benzeri maddelerin patojenin parcalanmasina neden olabilecegi varsayimi
ortaya koymasidir.

Dixon (2006), ekolojik ¢aligmalarin organizmanin akrabalik iligkilerini, biyotik ve
abiyotik etkilesimini gelistirdigini, toprakta bulunan diger mikroplarin konukgu tizerindeki
P. brassicae‘nin etkisini azalttigi, kalsiyum, brom, nitrojen ve bazik pH degerlerinin benzer

yonde etkiye sahip oldugunu bildirmistir.
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Apaydin ve dig., (2010), Avrupa Irk Ayrim Seti ve konukgu olarak kolza bitkisini
kullanilarak yaptiklar1 arastirma sonucu Karadeniz Bolgesinde ECD 16/31/31 wrkinin ve
patotip 1’in oldugunu saptamiglardir. Ayni arastiricilar lahana koék-uru hastaliginin
Tiirkiye’de yaygin olarak Ordu, Istanbul ve izmir’de gozlendigini, son yillarda ise Giresun

ve Trabzon illerinde bu hastaliga rastlandigi rapor etmislerdir.

2.13. Lahana Kok Uru Hastalik Etmeninin izolasyonu ve Muhafazasina iliskin Genel
Bilgiler

Williams (1966), P. brassicae’min dinlenme sporlarini kok urlu koklerden izole etmeyi
basarmustir. Bu amagla; urlu koklerin 3 kat hacimli suda 3 dakika siire ile tutulduktan sonra
blenderden gegirip, bir tiillbent yardimiyla filtre edilip, santrifiije tabi tutularak elde edilen
spor peltesini tekrar sulandirip, konukgu fidelerinin dikildigi topraga karistirmistir.

Topraktan hastalik etmeninin seyreltme teknigi ile izole edilebilecegi (Fox, 1993),
steril petri kab1 igerisinde kiigiik bir toprak pargasi su ile karistirilarak eritilmis agarla
karistirilarak siispansiyon hazirlanabilecegi (Warcup, 1950), sodyum carboxymethyl seliloz
(CMC) veya % 0.2 agarli su ile yeterli akigkanlikta seyreltilebilecegi (Hornby ve Ullstrup,
1967) bildirilmistir.

Gerrik ve Duffus (1988), 7.5 cm’lik toprak saksilarin %‘ini yikanmig kum ile
doldurup, her bir saksmin igine enfekteli bitkilerin koklerinden 50 mg koyup, uygun
konuk¢unun tohumlarini saksiya ekip, Saksilart 16-20 °C’de her giin sulayarak, inkiibasyona
biraktiklarinda; hastalik sporlarinin, ekilen lahana koklerinin {izerinde, 35 giin sonra gelisme
gosterdigini, koklerin toprak veya kumdan arindirilarak havada kurutulmasi durumunda, oda
sicakliginda hastalik sporlarinin, yillarca, koklerde canli kalabilecegini tespit etmislerdir.

Campell (1988), P. brassicae fungusunun izolatlarn1 muhafaza etmek igin temel
prosediiriin; bu izolatlar1 kum kiiltiirlinde yetistirilen hassas bir konukcu iizerinde 16-20
°C’de muhafaza etmek oldugunu bildirmekte, fakat baska mikroorganizmalar tarafindan
koklerin enfeksiyona ugramamasi gerektigini ifade etmektedir. Diger mikroorganizma
enfeksiyonlarinin dnlenmesi i¢in kum kiiltiiriine 25 gr/ml PCNB ve 5 gr/ml Metalaxyl ihtiva
eden bir soliisyonun, haftada bir, tatbik edilmesi gerektigini rapor etmislerdir.

Sonmez (2005), hastalik etmenine sahip bitki koklerinin ¢iliriimeleri sonucu sporlarin
topraga yayildigini, konuk¢u olmadigi takdirde sporlarin ¢imlenmeden toprakta 7-8 yil
canliliklarini koruyabildiklerini, toprak pH’sinin takriben 4-6 olmasi durumunda konukgu,
kok salgilart sonucu ¢imlenip, kok emici tiiylerinden enfeksiyon yaparak yayildigimi ve bu

sekildeki bulasik topraklardan hig tiriin alinmadigini rapor etmistir.
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Xue ve dig., (2008), Plasmodiophora brasicae tekli sporlarinin 8 haftada ur olusan
bitki koklerinden izole edildigini, Pasmodiophora brassicae tekli sporlari agilama
yapilmasinda distile su ile 1x10*" spores/ml inkiibasyona birakildigini, bir haftalik ¢cimlenmis
fidelerin 10 saniye daldirma yontemiyle koklerin inkiibasyona birakildigini bdylece spor

asilamasinin bu sekilde yapildigini bildirmislerdir.

2.14. Lahana K6k Uru Hastaligimn Etkinligine Iliskin Genel Bilgiler

Wallenhammar ve dig. (1994), kolza (Brassica napus L.) ile yirittikleri tarla
denemelerinde; P. brassicae’nin topraga artan miktarlarda uygulanan inokulum miktarlariyla
verim kaybi arasinda ¢ok yakin bir iliskinin bulundugunu, hastalik siddeti ile verim
arasindaki iliskinin R2= 0.90 seviyesinde ve topraktaki inokulum miktariyla verim
arasindaki iliskinin ise R2=0.94 seviyesinde tespit etmislerdir. Diederichsen ve dig., (1996),
B. campestris ve B. Oleracea arasindaki tiirlerarasi melezlemeden elde ettikleri dollerin
cesitli P. brassicae izolatlarina karsi giiglii bir dayaniklilik gosterdigini, kok uru hastaligina
dayanikli hatlarin ve bir geriye melezleme generasyonunun gelistirilmesini ig¢ine alan bir
islah programinda bu hatlarin orijinal olarak B. campestris‘den gelen 3 dominant
dayaniklilik genini ihtiva ettikleri, geriye melezlenen bitkilerin klonlarmmn farkli P.
brassicae izolatlari ile farkli sekilde interaksiyona girdiklerini tespit etmislerdir.

Manzanares ve dig., (1996), 5 farkli B. oleraceae (lahana) genotipinin P. brassicae‘ya
direng yoniinden yaptiklari degerlendirmede; farkli izolatlarin farkli genotiplerde farkl
reaksiyonlar verdigini saptamiglardir.

Scholze ve Hammer (1998), B. oleracea (lahana), B. rapa (salgam), R. sativus (turp),
S. albamin (yabani hardal) kiiltiir formlar1 ve bunlarin yabani akrabalarini igine alan
lahanagiller familyasina ait 900 hatti bazi P. brassicae izolatlarina karsi dayaniklilik
yoniinden degerlendirdikleri arastirma sonucu; B. oleacea lardan denemeye alinan 489 hattin
hastaliga asir1 derecede hassas olmasina karsin bu hatlarin i¢indeki bazi tek bitkilerin ve
yiiksek verimli F1 hibrit bitkilerin dayaniklilik gosterdigini saptamislardir.

Asano ve dig., (1999), P. brassicae sporlari ile enfekte ettikleri lahana (B. oleracea
var. capitata cv. Fuji Wase), ¢in lahanasi (B. pekinensis cv. Musou Hakusai), salgam (B.
rapa var. rapifera cv. Wase Okabu) ve kolza (B. napus line Dc 119) koklerinde hastalik
etmenine kars1 hassasiyet yoniinden bariz farkliliklarin oldugunu, ¢in lahanasi ve salgam
koklerindeki enfeksiyon oraninin sirasiyla % 53.3 ve % 80.0 oldugunu, lahana ve kolza
koklerinde ise gal olusunun gézlenmedigini belirlemislerdir.

Hardal fideleri (B. juncea) tizerine inokule edilen P. brassicae sporlarinin farkl

inkiibasyon siirelerinde ve farkli inokiilasyon seviyesinde farkli hastalik seviyeleri ortya
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koydugu; dikimden sonra 18, 27, 34 ve 41 giinliik siirelerden sonra ulagilan hastalik
indekslerinin sirasiyla 2.04, 2.61, 2.78 ve 2.88 oldugunu, bes farkli inokulum seviyesinde
(0.0, 0.25, 0.50, 0.75 ve 1.0) elde edilen hastalik indekslerinin sirasiyla 2.79, 2.01, 2.30, 2.62
ve 2.68 oldugunu rapor edilmistir (Anonymous, 2000).

Cheah ve dig., (2001), yaptiklar1 denemelerde; 1) salgam (B. rapa L.) bitkilerini kok-
uru fungusuyla siddetle bulasik tarlada 70 giin yetistirdikten sonra yaptiklar1 gézlemlerde
salgam bitkilerinin koklerinin hastalikla enfekte olmadigini, sera sartlarinda bu salgam
bitkilerinin yaprak ve kokleri 1-5 mm biiyilikliiglinde parcalara boliiniip, lahana koék-uru
fungusu ile bulasik 250 gr toprak ihtiva eden saksilara karistirip, saksilara 14 giinliik Wong
Box ¢in lahana ¢esidi dikildiginde yapilan 0-5 skala degerlendirildiginde; salgamli
saksilardaki hastalik skalasinin 0.6 olmasina karsin kontrollerde 3.4 oldugunu saptamiglardir.
2) Kok-uru fungusuyla enfekteli tarlada m?’de 16 salgam bitkisini 70 giin siireyle
yetistirdikten sonra toprak siiriilerek bitkiler 12 cm toprak derinligine karigtirmis ve bitki
materyalleri 3 hafta siireyle dekompoze olmaya birakilmistir. Salgamla muamele edilen
toprak alinarak serada saksilara yerlestirilmistir. 14 giinliik ¢in lahanasi fideleri saksilara
dikilerek 25 °C’de 5 hafta bekletilmistir. Sonuglar 0-5 skalasina gore degerlendirildiginde;
salgamla muamele edilen saksilardaki lahanalarda hastalik skalasi 0.2 olmasina karsin
kontrollerde 1.5 oldugu saptanmuslardir. 3) salgam (B.rapa L.) ve kolza (B. napus L.)
bitkileri kok- uru fungusuyla bulasik, pH’st 6.0 olan tarlada 70 giin yetistirildikten sonra
bitkiler siiriilerek 12 ¢m toprak derinligine karistirilip 3-4 haftalik dekompoze siiresi sonunda
Wong Box ¢esidi ¢in lahanas1 bu alana dililerek 14 hafta sonra yapilan degerlendirmelerde
Salgam ve kolza parsellerinde hastalik skalasinin 0.6-0.8 arasinda degisirken kontrollerde 1.4
oldugu tespit edilmislerdir.

Porth ve dig., (2003), P. brassicae’'nin Cruciferae familyasina mensup biitiin
sebzeler (lahana, karnabahar, turp, salgam ve ¢in lahanasi), kolza ve hardal gibi bitkilerde
zarar yapan hastalik etmeni oldugunu ve Ozellikle lahanagiller {iretiminin yogun olarak
yapildig1 Dogu Asya, Kuzey Avrupa, Avustralya ve Kuzey Amerika’da ¢ok dnemli 6lciide

zarar yaptigimi bildirmektedirler.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1.Bitki Materyali

Bu aragtirmada bitki materyali olarak Brassica familyasinda yer alan lahana kok-uru
hastaligina (Plasmodiophora brassicae Wor.) mukavim 4 salgam hatti ve lahana kok-uru
hastaligina karst asir1 hassas 1 adet beyazbas lahana ¢esidi (Diirme) kullanilmistir.
Aragtirmada kullanilan bitki materyallerine ait genel bilgiler asagida verilmistir.

1-Salgam (S1)- Brassica rapa var rapifera line aaBBCC =ECD-01(ingiltere orijinli)
2-Salgam (S2)- Brassica rapa var rapifera line AAbbCC=ECD-02 (Ingiltere orijinli)
3-Salgam ($3)- Brassica rapa var rapifera line AABBcc =ECD-03(Ingiltere orijinli)
4-Salgam (S4)- Brassica rapa var rapifera line AABBCC=ECD-04(Ingiltere orijinli)
5-Beyazbas Lahana (D)-Brassica oleracea var. capitata =Diirme (Tiirkiye’de tescilli beyaz

bas lahana ¢esidi).

3.1.2. Lahana K6k Uru Hastah@inin Testlemesinde Kullamilan Tohum Materyali

Melez kombinasyonlarda yapilan embriyo kiiltirii sonucu elde edilen primitif bitkilerde
kromozom katlamas: ve vernalizasyon sonrasi kendilemeler yapilmis olup, DXECD-04
melez kombinasyonun 8 farkli melez bitkisinden 210 tohum testlemede kullanilmigtir.
Kullanilan tohumlara ilskin veriler Cizelge 3.1°de verilmistir. Hasat sonrasi elde edilen

tohumlar, +4°C’de buzdolabinda testleme zamanina kadar tutulmustur.
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Cizelge 3.1. Hastalik Testlemesinde Kullanilan Tohum Sayilari ve Ait Olduklar1 Melez
Kombinasyonlara fliskin Veriler

Melez No Melez Kombinasyon Tohum Sayisi
1.Melez DXECD-04 11
2.Melez DXECD-04 15
3.Melez DXECD-04 70
4.Melez DXECD-04 60
5.Melez DXECD-04 30
6.Melez DXECD-04 8
7.Melez DXECD-04 9
8.Melez DXECD-04 7
Toplam 210

3.1.3. Toprak Materyali

Aragtirmada; Cimlendirme, yetistirme ve tarla kosullar1 olmak iizere ii¢ farkli asamada, farkli

nitelikte toprak kullanilmustir.

3.1.3.1. Ebeveyn Bitkilerin Cimlendirilmesinde Kullamlan Toprak Materyali
Cimlendirme ortami olarak 1/2 oraninda torf ve 1/2 oraninda bahge topragi karigimindan

olugan toprak kullanilmistir.
3.1.3.2. Yetistirme Asamasinda kullamilan Toprak Materyali

Bu amagla, 1/3 oraninda torf, 1/3 oraninda bahge topragi ve 1/3 oraninda yanmis ahir giibresi

ihtiva eden karigim elekten gegirilerek kullanilmistir.
3.1.3.3. Ebeveyn Bitkilerin Yetilstirildigi Toprak Materyali

Ebeveyn bitkiler tarla kosullarinda yetistirilmistir. Bu amagla Ondokuz Mayis Universitesi

Ziraat Fakdiltesinin Arastirma-Uygulama alanindaki arazi kullanilmistir.
3.1.3.4. Kok Uru Hastaligimmin Testlenmesinde Kullanilan Toprak Materyali

Testleme ¢alismast i¢in toprak materyali Plasmodiophora brassicae Wor. hastalik
sporlarinin ¢alisabilecegi toprak yapisinda olmasi gerekmektedir. Toprak materyali i¢in en
onemli faktér topragin pH’sinin hastalik sporlarinin ¢alismasina izin verecek diizeyde

olmasidir. Bu amag¢ dogrultusunda literatiirlere bakildiginda pH’s1 diigiikk toprak
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aragtirilmasina gidilmistir. Arastirma sonucu Ali Nihat Gokyigit Arastirma Istasyonundan
(ANGAL), Toprak pH’s1 6,21 olan toprak kullanilmistir.

3.1.3.5. Kok Uru Hastaligimmin Testlenmesinde Kullanilan Kum Materyali

Testlemede zoosporlarin aktivitesini hizlandirmak ve topragi havalandirmak amaciyla

kullanilan irmak kumu Samsun-Bafra Kizilirmak nehrinden alinmigtir.
3.1.3.6. Kok Uru hastaligimin Testlenmesinde Kullamilan Perlit Materyali

Testlemede kullanilacak ana materyal olan topragin agir biinyeli oldugu icin topragin

biinyesini diizenlemek amaciyla hazirlanan toprak karisima perlit ilave edilmistir.
3.1.4. Besi Ortam
3.1.4.1. Embriyo Kiiltiir Ortami

Tiirleraras1 melezlemeden elde edilen primitif embriyolarin kiiltiiriinde MS5519 (Murashige
and Skoog, 1962) besi ortami kullanilmisgtir.

3.1.4.2.Siirgiin Gelisimi Ortamm

Embriyolardan elde edilen bitkiciklerin siirgiin gelisiminde 0,1 mg/l 1AA (Indole-3-Asetik
Asit) ve 0,5 mg/l BAP (Benzil Amino Piirin) ihtiva eden MSD4 besi ortami kullanilmustir.

3.1.4.3. Kok Gelisimi Ortam

Siirgiin gelisim ortaminda belirli bir bityiikliige ulasan bitkiciklerin kok gelisiminde 0,1 mg/I
IAA ihtiva eden MSD4 besi ortamu kullanilmustir.

3.1.4.4. Kok Uru Hastahigmin Testlenmesinde Kullanilan Besi Ortam

Testleme yapilacak melez bitkiler steril ortamda yetistirilmistir. Bu amacla sterilize edilen
tohumlarin ekiminde MSD4 besi ortami kullanilmistir. Cimlenmesini tamamlayan primitif
bitkilerin kok gelisimini saglamalari amaciyla 0,1 mg/l IAA ihtiva eden MSD4 ortami
kullanilmugtr.
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3.1.4.5. Kok Uru Hastalik Testlenmesinde Kullanilan Spor Kiiltiirii

Spor sayimlari yapilmis ve hesaplamalar sonrasinda; hastalikli topraklardan izole edilmis ve
10 ml igerisinde; 10" spor yogunluguna sahip Ordu-Kabadiiz spor kiiltiirii testlemede

kullanilmastir.
3.1.4.6. Kok Uru Hastaligimmin Testlenmesinde Kullanilan Diger Materyaler

Testlemede kullanilan saf steril su, su agari, bitki dikme aparati, alimunyum folyo ve cam
malzemeler (petriler, tiipler, beherler ve cam kavanozlar), plastik saksilar, etiket vb.
malzemeler OMU Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimii Biyoteknoloji Laboratuarindan

temin edilmis ve kullanilmastir.

3.2.YONTEM
3.2.1. Toprak Hazirhg:

3.2.1.1. Ebeveyn Bitkilerin Tohumlarimin Cimlendirilmesinde Kullamlan Topragin

Hazirlanmasi

Cimlendirme ortami olarak kullanilan 1/2 torf + 1/2 bahge topragi karigimi elekten
gegirildikten sonra her bir viyol goéziine (her biri 3,5 ¢cm ¢apinda ve 7x12 toplam 84 go6zlii
viyol) {istten 0,5 cm bosluk kalacak bicimde doldurulmustur. Toprak dolu viyoller uygun
ortamda bekletilerek ¢imlendirme asamasinda kullanilmigtir (Sekil 3.1).

b)

N

a)
=

Sekil 3.1. Toprak Hazirligi ve Ekim; a) Viyole Toprak Karisimi Hazirhigi, b) Viyole Tohum
Ekimi
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3.2.1.2. Yetistirme Asamasinda kullamlan Topragin Hazirlanmasi

Yetistirme asamasinda 1/3 torf + 1/3 bahge topragi + 1/3 yanmis ahir giibresinden olugan
karisim elekten gegirildikten sonra 4 numarali saksilara, iistten 1 ¢cm bosluk kalacak bicimde
doldurulmustur. Toprak dolu saksilar, kullanilincaya kadar uygun ortamda muhafaza

edilmislerdir.

3.2.1.3. Tarla Kosullarinda Kullanilan Topragin Hazirlanmasi

Ebeveyn bitkilerin tarla sartlarinda yetistirilmesinde, Ondokuz Mayis Universitesi Ziraat
Fakiiltesinin Aragtirma-Uygulama alanindaki araziden yararlanilmistir. Arazi iki siiriim

sonrast tirmikla diizeltilmis ve parselasyon sonrasi ¢apa kullanilarak diizenlenmistir.

3.2.14. Lahana Koék Uru Hastahgmn Testlenmesinde Kullanilan Toprag:

Hazirlanmasi

Ondokuz Mayis Universitesi Tarimsal Uygulama ve Arastirma Merkezi, Ali Nihat Gokyigit
Aragtirma Istasyonundan, Toprak pH’s1 6,21 olan toprak alindiktan sonra (Sekil 3.2),
kurutulmus ve elekten gecirilmistir. Toprak sature ¢ozeltisi hazirlanip pH’s1 kontrol
edilmistir. Hazirlanan toprak yanmaz posete konularak, agz1 klipsle iyice kapatildiktan sonra
Etiivde 165 °C’de 2,5 saat tutularak steril edilmistir. Sterilizasyon sonrasi toprak testleme

yapilincaya kadar uygun ortamda muhafaza edilmistir.

Sekil 3.2. Araziden Toprak Alimi; a) Toprak Profilinin Olgiilmesi, b) Toprak Orneginin
Alinmasi.
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3.2.1.5. Lahana Kok Uru Hastaliginin Testlenmesinde Kullamilan Kum Materyalinin

Hazirlanmasi

Testlemede kullanilan kum materyali Samsun-Bafra Kizilirmak nehrinden alinmig, tasima
kabina yayilarak nemi ucurulmus ve Yyanmaz posete konularak, agzi klipsle iyice
kapatildiktan sonra etiivde 165 °C’de 2,5 saat steril edilmistir (Sekil 3.3). Sterilizasyon

sonrast kum testleme yapilincaya kadar uygun ortamda muhafaza edilmistir.

3.2.1.6. Lahana Kok Uru Hastaligimin Testlenmesinde Kullanilan Perlit Materyalinin

Hazirlanmasi

Testlemede kullanilacak perlit, 1 It veya 0,5 It cam kavanoz igerisine konulduktan sonra,
otoklovda 121 °C’de 35 dakika siireyle tutularak sterilize edilmistir (Sekil 3.3). Sterilizasyon

sonras1 perlit testleme yapilincaya kadar uygun ortamda muhafaza edilmistir.

Sekil 3.3. Testlemede Kullanilan; a) Perlit ve b) Kum Materyallerinin Hazirlanmast

3.2.2. Besi Ortamlarimin Hazirlanmasi

3.2.2.1. Embriyo Kiiltiir Ortaminin Hazirlanmasi

Embriyo kiltiiriinde hazir MS5519 (Murashige and Skoog, 1962) besi ortami kullanilmis
olup ortama karbonitrat kaynagi olarak 10 gr/l seker ve katilastirici olarak 7 gr/l agar ilave
edilerek ortamimnin pH’s1 5,8’e ayarlanmigtir. Kullanilan besi ortaminin igerigine iliskin

veriler Cizelge 3.2°de verilmistir.
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3.2.2.2. Siirgiin Gelisimi Ortaminin Hazirlanmasi

Siirglin gelisimi amacina yonelik olarak MSD4 besi ortami kullanilmigtir. Besi ortamina
bitki blyiime diizenleyicisi olarak 0,1 mg/l 1AA (Indole-3-Asetik Asit) ve 0,5 mg/l BAP
(Benzil Amino Piirin) ilave edilmistir. Ayrica besi ortamina karbonitrat kaynagi olarak 30
gr/l seker ve katilastirict olarak 7 gr/l agar ilave edilerek ortaminin pH’s1 5,8’¢ ayarlanmustir.

Kullanilan besi ortaminin igerigine iligkin veriler Cizelge 3.2°de verilmistir.

3.2.2.3. Kok Gelisimi Ortamimin Hazirlanmasi

Kok gelisim ortami olarak MSD4 besi ortami kullanilmig olup besi ortana bitki biiyiime
diizenleyicisi olarak 0,1 mg/l IAA, Kkarbonitrat kaynagi olarak 30 gr/l seker ve katilastirict
olarak 7 gr/l agar ilave edildikten sonra ortaminin pH’s1 ise 5,8’¢ ayarlanmustir. Kullanilan

besi ortaminin igerigine iliskin veriler Cizelge 3.2’de verilmistir.

3.2.2.4. Lahana Kok Uru Hastahgmmin Testlenmesinde Kullamilan Besi Ortaminin

Hazirlanmasi
Testleme yapilacak melez bitkilerin elde edilmesi igin tohumlar steril edildikten sonra
cimlenmeleri i¢in MSD4 besi ortamina ekilmiglerdir. Cimlenmesini tamamlayan primitif
bitkiler MSD4 kok besi ortamina alinmustir.
3.2.3. Sterilizasyon
3.2.3.1. Tohum Sterilizasyonu
Hastalik testlemesinde spor asilamasi yontemi uygulanacagi i¢in tohumlarin steril edilmesi
gerekmektedir. Bu amagla tohumlar % 70’lik alkol ile 1 dakika muamele edildikten sonra %

20’lik sodyum hipoklorit ¢ozeltisinde 20 dakika ¢alkalanip, ardindan 3-5 defa steril saf su ile
durulanmistir (Sekil 3.4).
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Cizelge 3.2. Kullanilan Besi Ortamlar1 ve Kimyasal igeriklerine iliskin Veriler

Kimyasal Embriyo Siirgiin Gelisimi | Kok Gelisimi
Besi Ortami Madde Kiiltiir Ortami Ortamm
Bilesenleri Ortanm (MSD4)(mg/l) (MSD4)(mg/l)
(MS5519)
(mg/l)
Makro Besin | NHsNOs 1650 1650 1650
Elementleri CaCl,.H.0 332,2 440 440
MgS04.7H,0 180,7 370 370
KNOs 1900 1900 1900
KH2PO, 170 170 170
Mikro Besin | HsBOs 6,2 6,2 6,2
Elementleri CoCl,.6H,0 0,025 0,025 0,025
CuS04.5H0 0,025 0,025 0,025
Na,-EDTA 37,25 37,25 37,25
FeS04.7H.0 27,85 27,85 27,85
MnSOs4.H,O 16,9 22,3 22,3
Na:M004.H:0 0,25 0,25 0,25
Kl 0,83 0,83 0,83
ZnS04.7H,0 8,6 8,6 8,6
Vitaminler Glycin 2,0 - -
Myo-Inostol 100 100 100
Nicotinic asit 0,5 0,5 0,5
Pyrodoxine-
HCI 0,5 0,5 0,5
Thiamin HCI 0,1 0,1 0,1
Hormonlar IAA - 0,1 0,1
BAP - 0,5 -
Digerleri Seker 10000 30000 30000
Agar 7000 7000 7000
pH 5,8 58 5,8
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3.2.3.2. Harnup Sterilizasyonu

Melezleme sonrasi tutan harnuplar 10-15 giinliik olduklarinda embriyo kiiltiirii yapmak
amaciyla hasat edilmis ve laboratuvar kosullarinda sterilize edilmiglerdir. Bu amacla
harnuplar bir cam sige igerisine aktarildiktan sonra % 10’luk sodyum hipoklorit ¢ozeltisi ile

10 dakika muamele edilip, ardindan 3-5 defa steril saf su ile durulanmuglardir (Sekil 3.4b).

a) b)

Sekil 3.4. Sterilizasyon; a) Hastalik Testlemesi Icin Tohum Sterilizasyonu b) Embriyo
Kiiltiirii I¢in Harnup Sterilizasyonu

3.2.3.3. Lahana Kok-Uru Hastahi@imin Testlenmesinde Kullamlan Diger Materyalerin

Sterilizasyonu

Testlemede kullanilmak {izere saf steril su, su agari, bitki dikme aparati, alimunyum folyo,
cam malzemeler (beherler, cam kavanozlar ve farkli biiyiikliiklerde cam petriler) otoklavda
steril edilmistir. Kullamlan bu alet ve ekipmanlar; OMU Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri

Boliimii Biyoteknoloji Laboratuarindan temin edilmis ve kullanilmstir.

3.2.4. Lahana K6k Uru hastahgmn Testlenmesinde Kullamlan Spor Materyalinin

Hazirlanmasi

Testlemesinde steril bitkilere agilama yontemi uygulanacagi i¢in hastaligin goriildiigii Ordu-
Mesudiye, Ordu-Kabadiiz ve Samsun-Bafra’dan getirilen topraklardan hastalik sporlari izole
edilmistir. Bu amagla temin edilen topraklar laboratuvar kosullarinda doéviliip, elekten
gecirildikten sonra 10 gr toprak 1gr/litre agar ihtiva eden 90 ml ¢ozelti igerisinde 10 dakika
calkalayicida ¢alkalanip, 20 dakika dinlendirildikten sonra, karisimdan birkag damla ¢ozelti
Thoma Lamu iizerine damlatilmis ve lizerine lamel kapatilarak elektrik mikroskobu altinda

incelenerek spor varligi George (2004)’e gore tespit edilmistir (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. Topraktan Spor izolasyonu Calismalari; a) Lokasyonlara Ait Toprak Ornekleri, b)
Hastalik Sporlarinin Su Agarina Tutunmasi

Toprak 6rmeklerinde sporlarin varlig: tespit edildikten sonra ¢ozelti igerisindeki spor
yogunlugunun belirlenmesi amaciyla preparatlar hazirlanmistir. Bu amagla sporlu ¢ozeltiden
10 mikro litre alinip, ependorf tiipline aktarilmis ve iizerine 990 mikrolitre steril saf su
eklenerek toplam ¢ozelti miktar1 1 ml’ye ayarlanmstir. Cozelti, diisiik devirde, kisa siire
vortex yapilmistir. Hazirlanan yeni ¢ozeltiden 10 mikrolitre alinip yeni bir epandor tiipe
aktarilmig ve tizerine 990 mikrolitre steril saf su ilave edilip diisiik devirde, kisa siire vortex

yapilmustir (Sekil 3.6).

a)

Sekil 3.6. izolatlarnn hazirlanmasi; a) Epondor Tiiplerine Ornek aktarilmasi, b)  Vortek
yapilmasi

Vortexlenmis karisimdan steril pipetle birka¢ damla alinarak Thoma Lamu iizerine

damlatilmis ve tizerine lamel kapatilarak elektron mikroskop altinda spor sayimi yapilmstir
Sekil 3.7).
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Sekil 3.7. Mikroskop Altinda; a) Spor Tespiti ve b) Mikroskop Altinda Sporlarin Genel
Goriiniisii

Testlemede kullanilacak olan toprakta istenilen diizeyde spor yogunluguna (1x10*’
spor/ml) ulasilmasini saglamak amaciyla matematiksel hesaplamasi (Xue ve dig., 2008) ve
literatiir (Le Boldus ve dig., 2012) dikkate alinarak unokulum yogunlugu 1x10*" spor/ml
olacak bicimde topraga spor asilamasi yapilmistir. Bu amacgla her bir saksiya inokiiliim
yogunlugu 1x10*" spor/ml olacak bigimde 300 gr sporlu toprak akktarilmis ve her saksida 1
bitki yetistirilmistir (Sekil 3.8).

Her bir saksiin tzeri steril edilmis alimunyum folyo ile kapatilmis ve lastik bantla
saksinin kenarina sikica tutturulmustur. Hastalik sporlar1 toprakla inkiibe edilmesi i¢in oda
sicakliginda saksilar bir hafta bekletilmistir. Zoospor olusumunu hizlandirmak i¢in saksilar,

2-3 giin sulanmamistir (Gerrik ve Duffus, 1988).

Sekil 3.8. a) Toprak, Kum ve Perlit Karisiminin Steril Kavanozda Karistirilarak Sa_ksﬂara
Aktarilmasi, b) Testlemede Kullanilacak Sporla Toprak Karigimmmin 1 Hafta Inkiibe
Edilmesi
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3.2.5. Embriyo Kiiltiirii Amacina Yonelik Yapilan Uygulamalar

3.2.5.1. Ebeveyn Bitkilerin Yetistirilmesi

Laboratuar kosullarinda, her bir ebeveyn genotip, 3 hafta ara ile olmak {izere, alt1 farkli ekim
zamaninda, viollere, her violde 1 bitki ve toplam her genotip 12 bitki olacak sekilde
ekilmistir. Cikistan 1 hafta sonra, saglikli fideler 4 numarali saksilara sasirtilmistir. Bu
bitkiler gelismelerini tamamlamalar1 igin, sasirtmadan 3 giin sonra sera kosullarina
aktarilmiglardir. Sera kosullarinda 10-12 yaprakli doneme ulasan bitkiler vernalizasyon
ihtiyaglarmin karsilanmasi amaciyla iklimlendirme odasina aktarilmislardir. Iklimlendirme

odasinda 3 ay siire ile tutulan bitkiler, tekrar sera veya arazi kosullarina aktarilmis ve

akabinde ¢igeklenen bitkilerde melezlemeler yapilmistir (Sekil 3.9).

Sekil 3.9. Ebeveyn Bitkilerin Yetistirilmesi ve Vernalizasyonu; a) Saksilara Sasirtilmast, b)
Sera Kosullarinda Gelisimi, ¢) Diirme Cesidinin ve d) Salgam Hatlarinin Vernalize
Edilmesi

3.2.5.2. Brassica Tiirleri Arasinda Melezlemelerin Yapilmasi

Vernalizasyon ihtiyacini karsilayan bitkiler arazi veya sera kosullarina sasirtilmiglardir.
Sagirtilan ortamda melezleme olgunluguna gelen ¢igek tomurcuklarinda, ana ebeveyn olarak
diirme ¢esidi ve baba ebeveyn olarak da salgam hatlar1 olmak {izere melezlemeler yapilmstir
Melezleme giiniin sicaklik ve gilinesleme durumuna gore sabah saatlerinde veya 6gleden

sonra yapilmistir.
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Yaz sezonunda sera kosullarinda bitkilerin asgir1 sicaktan (yaklasik 40-60 °C) zarar
gormelerinden dolayr melezlenen bitkilerde dol tutma orami oldukg¢a diismiistiir. Hatta
bitkiler normal fizyolojilerini siirdiirmekte de zorlanmiglardir. Bu olumsuz durumun etkisini
azaltmak amaciyla, vernalizasyonunu tamamlayan bitkilerin bir kismi arazi kosullarina
aktarilmis ve burada melezlemeler yapilmistir. Arazi kosullarinda yabanci déllenmenin

onlenmesi amaciyla izolasyon kafesleri kullanilmistir (Sekil 3.10).

a) b)

Sekil 3.10. Vernalizasyon Sonrasi Ebeveyn Bitkilerin; a) Araziye Sasirtilmasi, b) 1zolasyon
Kafesleriyle Izole Edilmesi

Melezlemeye baglamadan 6nce cimbiz alkolden gegirilmistir. Ana ebeveynde heniiz
agmamis ¢icek tomurcugunda emaskulasyon yapilmistir. Emaskiile edilen c¢icek
tomurcuklarina baba ebeveynin anterleri siirlilmiistiir. Cigek tomurcugunun olgunlugu
dikkatle incelenmis ve melezleme olgunluguna ulagmamis olanlara izolasyon torbasi
gecirilerek bir giin bekletilmis, ertesi giin melezleme yapilmistir. Melezleme agisindan
olgunluklarini tamamlamis olan ¢igek tomurcuklarinda ayni giin igerisinde melezlemeler
yapilmigtir. Melezlenen c¢icek tomurcuklarina etiket baglanarak, izolasyon poseti gegirilmis
ve Klips ile tomurcuklarin boyunlarindan izolasyon posetleri tutturulmustur (Sekil 3.11).
Arazi kosullarinda yapilan melezlemelerde son asama olarak melezlemenin yapildig: bitkiler

izolasyon kafesleri ile kapatilmstir.
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Y, \=
Sekil 3.11. Arazi Kosullarinda; a) Cigek Tomurcugu Olusumu, b) Cigeklenme, c)
Emaskulasyon, d) Melezleme

3.2.5.3. Harnup Hasadi

Melezlemeden 10-15 giin sonra tohum tutan harnuplar izole edilerek laboratuvar kosullarina

aktarilmis ve yukarida da agiklandigi gibi sterilize edilmislerdir (Sekil 3.12).

a)

Sekil 3.12. Ebeveyn Bitkilerden; a)Harnup Hasadi, b)Harnuplardan Embriyolarin
Cikarilmasi

3.2.5.4. Melez Embriyolarin Kiiltiirii

Sterilize edilen harnuplardan tohum taslaklari, steril kabinde, binokiiler mikroskop atinda
cikartlmistir. Cikarilan tohum taslaklart MS5519 besi ortami ihtiva eden cam petrilere

aktarilmislardir. Besi ortamina aktarilan primitif embriyolar, ¢imlenmeleri i¢in 25 °C
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sicaklik, 16 saat aydinlik 8 saat karanlik ihtiva eden iklim odasina aktarilmiglardir (Sekil
3.13).
a) b) ©)

Sekil 3.13. a) Tohum Taslaklarinin, b) Binokiiler Mikroskop Altinda Embriyolarin ve ¢)
Besi Ortamindaki Ekilmis Embriyolar Genel Goriiniigleri

3.2.5.5. Melez Embriyolardan Bitkicik Olusumu

Besi ortamina ekilen primitif embriyolardan farklilasmanin gézlenmesinden birkag giin sonra
olusan primitif bitkicikler siirgiin ortamina aktarilarak gelismeleri tesvik edilmistir (Sekil
3.14).

a) b)

Sekil 3.14. Besi Ortaminda; a) Embriyo Farklilasmasi ve b) Siirgiin Olusumu

3.2.5.6. Siirgiin ve Kok Gelisim Ortamlarina Sasirtma

Besi ortaminda belirli bir biiyiikliige ulasan primitif siirgiinler 6nce kok gelisim ortamina
aktarilmiglardir. Tatmin edici miktarda (sagak kdkler birkag cm olduklarinda) kdk gelisimini
tamamlayan ve normal bitki formatina gelen primitif bitkicikler siirglin gelisim ortamina

aktarilmuslardir (Sekil 3.15).
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Sekil 3.15. Besi ortaminda; a) Siirgiin Gelisimi, b) Kok Geligsimi, c¢) Gelismesini
Tamamlamis Bitkilerin Genel Goriiniisii

3.2.5.7. Alt Kiiltiire Alma

Besi ortaminda kok ve siirgiin gelisimini tamamlayan ve c¢ok sayida bitkiyi bir arada
bulunduran bitki kitlesi birbirinden dikkatli bir bicimde ayrilarak alt kiiltiire alinmustir (Sekil
3.16).

Sekil 3.16. a) Alt Kiiltire Alinmadan Once ve b) Alt Kiiltire Alindiktan Sonra
Bitkiciklerin Genel Goriiniisii

3.2.5.8. Haploid Bitkilerin Katlanmasi

Besi ortaminda melez embriyolardan elde edilen ve yeterli gelisme asamasina (3-4 yaprakli
ve sagak kok olusumu tamamlandiginda) ulasan haploid bitkilerin katlanmasinda bir seri
islem yapilmistir. Once bitkiler besi ortamindan steril suya almarak koklerindeki agar ve
diger kimyasal maddelerin temizlenmesi saglanmigtir. Ardindan % 0.05’lik Kolhisin
¢ozeltisi ihtiva eden beher veya cam magenda kaplarina aktarilip, 1 gece karanlik ortamda

bekletilmislerdir (Sekil 3.17).
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Sekil 3.17. Haploid Bitkilerin; a) Kéklenme Ortamindan Alinmasi, b) Koéklerin Agardan
Temizlenmesi, ¢) Katlama Ortamina Alinmasi, d) Katlamaya Alinan Bitkilerin Karanlik
Ortama Aktarilmasi

3.2.5.9. Katlama Sonrasi Alistirma ve Sasirtma

Katlama sonrasi bitkiler normal musluk suyu ihtiva eden cam kaplara alinarak bir siire
bekletilerek ortam sartlarina alismalari saglanir. Birkag gilin sonra gelismelerine yeniden
basladigina kanaat getirildiginde bitkiler i¢inde karisim bulunan (materyal bdliimiinde
aciklanmistir) 4 numarali saksilara sagirtilmiglardir. Sasirtma sonrast bitkiler bir siire daha
lanbaratuvar kosullarinda alistirildiktan sonra sera kosullarina aktarilmiglardir (Sekil 3.18).
a) b) c)

Sekil 3.18. Katlama Sonrasi Bitkileri; a) Akklimize Edilmesi, b) Topraga Sasirtilmasi, c¢)
Saksida Akklimize Edilmesi
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3.2.5.10. Double Haploid Melez Bitkilerin Yetistirilmesi ve Vernalizasyon

Sera kosullarina aktarilan double haploid melez bitkiler, mevsim sartlarina bagh olarak 2-4
aylik bir stirede gelisimlerini stirdiirmiislerdir. Sera kosularinda 10-12 yaprak ihtiva eden
biiyiikliige ulasan bitkiler, vernalizasyon ihtiyaclarinin kargilanmasi i¢in iklimlendirme
odasina aktarilmislardir. iklimlendirme odasinda +4 °C’de 3 aylik bir siirede bitkiler

vernalize edilmislerdir (Sekil 3.19).

Sekil 3.19. Iklimlendirme Odasinda Vernalize Olan Bitkilerin Genel Gériiniisii

3.2.5.11. Double Haploid Melez Bitkilerin Kendilenmesi ve Tohum Hasad1

Iklimlendirme odasinda 3 ay siire ile vernalize olan bitkiler, gelismelerinin diger boliimiinii
tamamlamalar1 ve ¢igeklenme doneminde kendilenmelerini saglamak amaciyla tekrar sera
kosullarina aktarilmislardir. Mevsim sartlarina bagh olarak 1-2 hafta igerisinde bitkilerde
sapa kalkma ve akabinde cigcek tomurcuklar1 olugmaya baglamistir. Tomurcuklar1 belirgin
hale gelen bitkilere izolasyon poseti gecirilerek disaridan ¢icek tozu almasi Onlenmistir.
Izolasyon poseti icerisinde acan ciceklerde kendilemeler yapilmis ve tohum baglayan
harnuplarin kaydi tutulmustur (Sekil 3.20). Tohumlari olgunlasan harnuplar hasat edilmis ve
laboratuvar kosullarinda harman edilmistir.

Elde edilen tohumlar testlemede kullanilmak {izere +4 °C’de buzdolabinda
saklanmustir. Bitkilerin biiyiime ve gelisme asamalarinda siirekli kontroller yapilarak gerekli
olan etiketleme ve bakim iglemleri yapilmistir.

Sera kosullarinda bitkiler geligimlerini siirdiiriirken yaz sezonunda sicakliklarin
artmasi ve sera i¢inde nemin yiikselmesinden dolay1 bitkiler zaman zaman kiilleme ve
yaprak bitine maruz kalmislardir. Ihtiya¢ duyuldugunda farkli araliklarla kiilleme icin
Cornell 50Wp %50 w/wBenomyl 1gr/litre ve yaprak biti i¢in, Match 050 EC 1ml/litre

ilagclama yapilmustir.
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Sekil 3.20. Vernalizasyon Sonrasi Sera Kosullarinda Double Haploid Bitkilerde; a)
Kendileme ve b) Harnup Olusumu

3.2.6. Lahana Kok Uru Hastahi@ina Dayamklilik Testlemesinde Uygulanan Yontemler

Hastalik testlemesi birkag asamada yapilmistir. Yapilan uygulama asagida detayl olarak

agiklanmustir.

3.2.6.1. Lahana Kok Uru Hastaligina Dayamkhilik Testlemesine Tabi Tutulacak Steril

Bitkilerin Yetistirilmesi

Hastalik testlemesinde 2013 yilinda elde edilen DXECD-04 melez kombinasyonuna ait 8
melez bitkinin tohumlari, sistemi eksiksiz bir gekilde test etmek ve kolaylik olmasi
bakimindan 5 farkli zamanda olacak bigimde besi ortamina ekilmistir. Ekilen toplam 215
adet tohum ve ekim zamanlarina iligkin veriler Cizelge 3.3’de verilmistir.

Testleme Oncesi sterlize edilen tohumlar MSD4 besi ortamina ekilmis olup, ¢imlenen
primitif bitkicikler, koklenmeleri i¢in 200 mg/l IAA ihtiva eden MSD4 besi ortaminin
bulundugu 1 litrelik cam kavanozlara aktarilmislardir (Sekil 3.21). Bitkicikler, testlemeye

kadar gelisimlerini tamamlamalari i¢in iklim odasina aktarilmiglardir.
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Cizelge 3.3. Testelemede Kullanilan DXECD-04 Melez Kombinasyonuna Ait Tohum
Sayilarmna liskin Veriler

Melez No Tohum Sayisi Testleme Zamani
1 2 3 4 5
1.Melez 13 4 4 3 - -
2.Melez 14 4 4 4 - 3
3.Melez 70 10 10 15 20 15
4.Melez 60 10 10 15 10 15
5.Melez 30 10 5 5 5 5
6.Melez 8 - - 3 3 2
7.Melez 9 - 5 - 2 2
8.Melez 7 - 2 - - 5
Toplam 210 38 40 45 40 47

Sekil 3.21.Testleme igin; a) Tohum Sterilizasyonu, b) Besi Ortamina Tohum Ekimi, c)
Double Haploid Melez Bitkiler, d) Kontrol (Diirme) Bitkilerin Genel Goriiniisii
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3.2.6.2. Lahana Kok Uru Hastahgina Dayamkhhk Testlemesine Tabi Tutulacak Steril

Bitkilerin Asih Topraga Sasirtilmasi ve Sulanmasi

Koklenmesini tamamlamis, doku kiiltiirinden gelen double haploid melez bitkiler steril
kabinde ¢ikarilmstir. Steril saf suyla kokleri iyice yikanan ve kurulanan bitkiler, spor
astlamasi yapilmug saksilara dikkatlice sasirtilmustir. Sasirtma islemi bittikten sonra steril
aliminyum folyo ile saksilar yeniden sarilmistir. Can suyu i¢in 20 mikrolitre otomatik pipetle
saf steril su her bir saksiya verilmistir.

Sasirtmay1 takip eden ilk hafta saf steril su bitkilerin iizerlerine piiskiirtiilmiistiir.
Bitkilerin akkilimatize edilmesi i¢in yaklasik iki hafta laboratuvar ortaminda bekletilmistir.
Daha sonra bitkilerin gelisimlerini devam ettirmeleri icin bitkiler agik alana sahip {izeri

kapali balkona alinmislardir. Hava durumuna ve bitkilerin su tiiketimleri dikkate alinarak,

testlemenin bittigi zamana kadar haftada 1 veya 2 defa olmak {izere saksilar steril saf su ile
sulanmustir (Sekil 3.22).

Sekil 3.22. Testlemeye Alinan Bitkilere; a) Su Verilmesi, b) Gelisimlerini Siirdiirmesi, c)
Saksilarin Ortiilerin (Aliminyum Folyo) A¢ilmasi

Testlemenin yapildig1 her bir saksi i¢in 1. ekim zamanda 574 ml, 2. ekim zamanda
554 ml, 3. ekim zamaninda 599 ml, 4. ekim zamaninda 339 ml ve 5. ekim zamaninda 314 ml

su kullantlmagtir.

3.2.6.3. Lahana Kok Uru Hastaligina Dayamkhhk Testlemesine Tabi Tutulan
Bitkilerde Hastahk Okumalarinin Yapilmasi

Hastalik sporlariyla asilanmig double haploid melez bitkiler lahana kok-uru hastaliginin
(Plasmodiophora brassicae Wor.) Karadeniz B6lgesinde tespit edilen ECD 16/31/31 irkina
kars1 hastalik testlemesine tabii tutulmustur. Bu amagcla inokiilasyonlu topraga bitkiciklerin
sasirtilmasindan yaklasik 70 gilin sonra lahana kokleri incelenerek, 0—3 skalasi yardimiyla
hastalik okumalar1 Port ve dig. (2003)’a gére yapilmistir. Kullanilan 0-3 skalasina gore; 0=
Kokte urlasma yok, 1= Sadece lateral koklerde urlagsma var, 2= Ana kokte % 50’den az

urlagsma var, 3= Ana kokiin % 50°den fazlas1 urlu.
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Yapilan hastalik okumalarma gore double haploid melez bitkiler ve kontrol ¢esiti
icin 0= dayanikli, 1= hassas, 2= hassas, 3= hassas sekilde reaksiyon kategorisi
olusturulmustur.

Hastalik testlemesi yapilan bitkilerde dayaniklilik gosteren kombinasyonlara ait
bitkiler incelenmis ve resimlenerek kayit altina alinmislardir. Daha sonra bitkiler yetistirme
ortami1 karigimu ihtiva eden bes numarali saksilara sasirtilmis ve vernalizasyon ihtiyaglarinin

karsilanmasi i¢in iklimlendirme odasina aktarilmislardir.

42



4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Ebeveyn Bitki Sayis1

Arastirmada melezlemek amaciyla yetistirilen ebeveyn bitkilere iliskin veriler Cizelge 4.1’
de verilmistir. Cizelge 4.1’in incelenmesinden de anlagilacagi melezlemelerde cigeklenme
periyodunu genis tutmak amaciyla birinci yi1l 4 ekim zamaninda toplam 240 ve ikinci y1l 3
ekim zamaninda toplam 180 bitki olmak iizere genel toplamda 420 ebeveyn bitki

yetistirilmistir.

Cizelge 4.1. Ebeveyn Bitkilerin Ekim Zamanlari, Yetistirme Asamalarinda Kullanilan
Alanlar ve Yetistirilen Bitki Sayilarina iliskin Veriler

Ekim Bitki Yetistirme Asamalarinda Kullanilan Yetistirilen Ebeveyn Bitki
Zamanlari Alanlar Sayisi (adet)
B. B. Toplam
oleracea | rapa
l.YIL
1 Laboratuvarda ekim— serada yetistirme— 12 48 60
2 iklim odasi veya arazide vernalize etme— 12 48 60
3 arazide veya serada ¢igeklenme— 12 48 60
4 melezleme— harnup hasadi— laboratuvarda 12 48 60
besi ortamimna embriyo ekimi— doku kiiltiir
odasinda yetistirme
1. YIL
1 Laboratuvarda ekim— serada yetistirme— 40 20 60
2 iklim odasinda vernalize etme— arazide veya 40 20 60
3 serada ¢iceklenme— melezleme— harnup 40 20 60
hasadi— laboratuvarda besi ortamina embriyo
ekimi— doku kiltiir odasinda yetistirme
Toplam 168 252 420
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Cizelge 4.1’in incelenmesinden de anlasilacagi gibi yetistirilen bu bitkilerin
ekimlerinden hasatlarina kadar olan siirecte yapilan islemlere ve yetistirilme ortamlar
bakimindan ¢ok yogun uygulamalar yapilmistir. Ornegin ilk yil yetistirilen bitkiler 6nce
laboratuvar kosullarinda ekilmis ardindan sera kosullarina aktarilmistir. Sera kosullarinda
beirli bir asamaya geldikten sonra vernalizasyonu karsilamak amaciyla bir kismi
iklimlendirme odasima, bir kismi ise tarla kosullarma aktarilmislardir. iklim odasinda
vernalizasyon ihtiyacini karsilayan bitkiler sera kosullarina aktarilmislardir. Tarla ya da sera
kosullarinda ¢iceklenme asamasinda ebeveyn tiirler arasinda melezlemeler yapildiktan sonra
tutan harnuplar hasat edilerek laboratuvar kosullarinda embriyo kiiltiirii icin gerekli iglemler
yapilmistir. Birinci yil eksik olan melez kombinasyonlarin tamamlanmasina yonelik olarak
2. y1l yeniden ekim yapilmig ve vernalizasyonun tarla kosullarinda saglanmasi hari¢ birinci
yil yapilan islemlerin aynisi ikinci y1l tekrarlanmstir.

Birinci y1l hava sicakligina ve giin uzunluguna bagli olarak vernalizasyon sonrasi
yaklasik 10-15 giin igerisinde bitkilerde ¢igeklenme gozlenmistir. Melezleme olgunluguna
gelen ¢icek tomurcuklarinda, lahanaya gen aktarimi hedeflendigi i¢in melezlemelerde ana
ebeveyn olarak lahana (Diirme), baba ebeveyn olarak salgam hatlar1 kullanilmigtir. Yaz
sezonunda, sera kosullarinda bitkilerin asir1 sicaktan (40-60 °C’lerde) zarar gérmelerinden
dolay1 melezlenen bitkilerde dol tutma oranit olduk¢a diismektedir. Bitkilerin normal
fizyolojilerini de siirdiiremedikleri goriilmektedir. Bu durumu ortadan kaldirmak amaciyla,
bitkiler arazi kosullarina aktarilmis ve burada melezlemeler yapilmistir. Arazi kosullarinda
kontrolsiiz polen yayiliminin oniine gecilmek icin izolasyon kafesleri kullanilmigtir.
Melezleme islemleri havanin, sicaklik ve glinesleme durumuna gore sabah veya 6gle sonu

olmak iizere yapilmistir.

4.2. Melezlenen Cicek Tomurcugu Sayisi

Aragtirmalarda ebeveyn bitkiler arasinda yapilan melezlemelerde kullanilan ¢igek tomurcugu
sayilarina iliskin veriler Cizelge 4.2’de ve ¢icek tomurcugu sayilarinin kombinasyonlara gore
dagilimlar1 Sekil 4.1’de verilmistir. Cizelge 4.2 ve Sekil 4.1’in incelenmesinden de
anlasilacag gibi biitliin kombinasyonlarda 1. y1l melezlenen ¢icek tomurcugu sayisi, ikinci yil
melezlenen ¢icek tomurcugu sayisindan daha fazladir. Kombinasyon bazinda
degerlendirildiginde; DXECD-01 kombinasyonundan birinci yil 156 ve ikinci yil 86 c¢icek
tomurcugu olmak iizere toplam 242 c¢icek tomurcugu, DXECD-02 kombinasyonundan
birinci y1l 147 ve ikinci y1l 87 ¢icek tomurcugu olmak iizere toplam 234 cicek tomurcugu,
DXECD-03 kombinasyonundan birinci y1l 189 ve ikinci yil 48 ¢igek tomurcugu olmak iizere
toplam 237 ¢igek tomurcugu ve DXECD-04 kombinasyonundan birinci yil 118 gigek

tomurcugu melezlenmis olup 2. yil melezleme yapilmamistir. Birinci ve ikinci yil
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melezlenen ¢icek tomurcugu sayisi toplamda degerlendirildiginde; iki yilin toplami olarak

831 ¢igek tomurcugu melezlenmistir (Cizelge 4.2; Sekil 4.1).

Cizelge 4.2. Melezlenen Cigek Tomurcugu Sayilarina Iligkin Veriler

Melez Melezlenen Cigek Tomurcugu Sayisi (adet)
Kombinasyonlar l. Yil I1. Y1l Toplam
Adet % Adet % Adet %
D X ECD-01 156 25.6 86 38.9 242 29.1
D X ECD-02 147 24.1 87 39.4 234 28.1
D X ECD-03 189 31.0 48 21.7 237 28.5
D X ECD-04 118 19.3 - - 118 14.2
Toplam 610 100.0 221 100.0 831 100.0

Melezlenen toplam ¢icek tomurcugu sayilart kombinasyonlar bazinda
degerlendirildiginde; melezlenen toplam ¢i¢cek tomurcuklarinin % 29.1°i DxECD-01
kombinasyonuna, % 28.1’i DxECD-02 kombinasyonuna, % 28.52’si DXECD-03
kombinasyonuna ve % 14.2’si DXECD-04 kombinasyonuna ait oldugu tespit edilmistir
(Cizelge 4.2).

M Cigek Tomurcugu Sayisi 1. Yil M Cigek Tomurcugu Sayisi 1. Yil

1 Cicek Tomurcugu Sayisi Toplam

900 -
800 -
700 1
600 -
500 -
400 -
300 -

200 id

100 -

Adet

D XECD-01 D X ECD-02 D X ECD-03 D X ECD-04 Toplam

Melezleme Kombinasyonlari

Sekil 4.1. Melezlenen Cigek Tomurcugu Sayilarinin (adet) Kombinasyonlara Gére Dagilimi
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4.3. Hasat Edilen Melez Harnup Sayisi

Melezlemeler yapildiktan 3-5 giin sonra ¢igeklerde, dollenme olup olmadigr belirlenmistir.
Dollenmenin oldugu tespit edilen melez harnuplar, melezlemeden itibaren 10-15 giinliik
olduklarinda, embriyo kiiltlirii amaciyla hasat edilerek sterilizasyon i¢in laboratuvar
kosullarina aktarilmiglardir. Hasat edilen melez harnup sayilarina iligkin veriler ¢izelge 4.3
ve hasat edilen melez hamup sayilarimin kombinasyon bazinda dagilimlar1 Sekil 4.2°de
verilmistir. Cizelge 4.3 ve Sekil 4.2°nin incelenmesinden de anlasilacagi gibi L. yil 187 ve II.
yil 97 olmak iizere toplam 284 melez harnup hasat edilmistir. Hasat edilen harnup sayilariin
kombinasyonlar bazinda degerlendirildiginde; DXECD-01 melez kombinasyonundan I. yil
26, 1l. yil 39, DXECD-02 kombinasyonundan 1. yil 36, II. yil 39, DXECD-03 melez
kombinasyonundan I. yil 79, II. y1l 19 ve DXECD-04 melez kombinasyonunda 1. yil 46

melez harnup hasat edilmistir.

Cizelge 4.3. Tiirleraras1 Melezlemelerde Olusan Melez Harnup Sayilarina iliskin Veriler

Melez Melez Harnup Sayisi (adet)
Kombinasyonlar I. Y1l I1. Y1l Toplam
Adet % Adet % Adet %
D X ECD-01 26 13.9 39 40.2 65 22.9
D X ECD-02 36 19.3 39 40.2 75 26.4
D X ECD-03 79 42.2 19 19.6 98 34.5
D X ECD-04 46 24.6 - - 46 16.2
Toplam 187 100.0 97 100.0 284 100.0

Hasat edilen harnup sayilarinin oransal olarak kombinasyonlara dagilimina
bakildiginda; I. yil hasat edilen toplam harnup oranmin % 13.9’unu D X ECD-01
kombinasyonu, % 19.3’tinii D X ECD-02 kombinasyonu, % 42.2’sini D X ECD-03
kombinasyonu ve % 24.6’sim D X ECD-01 D X ECD-04 kombinasyonu karsilamasina
karsin II. y1l hasat edilen toplam harnup oraninin % 40.2’sini D X ECD-01 kombinasyonu,
% 40.2’sini D X ECD-02 kombinasyonu ve % 19.6’sm1 D X ECD-03 kombinasyonu

kargilamustir.
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m1.Yil 2.yl % Toplam

40

30 +

%

10 +

D XECD-01 D X ECD-02 D X ECD-03 D X ECD-04

Melez Kombinasyonlar
Sekil 4.2. Tiirleraras1 Melezlemelerde Olusan Melez Harnup Sayilarinin Oransal Olarak

Kombinasyonlara Dagilimi

4.4. Harnup Olusumundaki Basar1 Orani

Ebeveyn tiirler arasinda melezlenen ¢icek sayisina karsin olusan harnup sayisi ve harnup
olusum oranlarina iliskin veriler Cizelge 4.4’de verilmistir. Cizelge 4.4’lin incelenmesinden
de anlagilacag: gibi 1. y1l harnup olusum oranin % 30.7, 2. y1l % 43.9 ve her iki yil birlikte
degerlendirildiginde % 34.2 oldugu saptanmustir. Iki yilin sonuglari bir arada
degerlendirildiginde harnup olusum oranlarinin kombinasyonlara gore dagiliminda en
yiiksek pay1 % 41.4 ile D X ECD-03 kombinasyonunun aldigini, bu kombinasyonu % 39.0
ile D X ECD-04, % 32.1 ile D X ECD-02 ve % 26.9 ile D X ECD-01 kombinasyonunun
takip ettigi belirlenmistir (Cizelge 4.4).

Birinci y1l melez kombinasyonlar bazinda harnup olusumundaki basari oranlar
degerlendirildiginde; DXECD-01 melez kombinasyonunda % 16,7, DXECD-02
kombinasyonunda % 24,5, DXECD-03 melez kombinasyonunda % 41,8 ve DXECD-04
melez kombinasyonunda % 39,0’dur. ikinci y1l, DXECD-01 melez kombinasyonuna % 45,3,
DXECD-02 melez kombinasyonunda % 44,8, DXECD-03 melez kombinasyonunda % 39,6
oldugu belirlenmistir.
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Cizelge 4.4. Melezlenen Cigek Basina Harnup Olusum Oranlarina iliskin Veriler

Melez El o 3 _ El _
Kombinasyonlar E é % é’ E ‘E % § E § % §
L3l T (R T | F|= £

L Y1l II. Y1l Toplam
D X ECD-01 156 26 | 16.7 86 39 45.3 242 65 | 26.9
D X ECD-02 147 36 | 24.5 87 39 44.8 234 75 | 32.1
D X ECD-03 189 79 | 41.8 48 19 39.6 237 98 | 41.4
D X ECD-04 118 46 | 39.0 - - 0.0 118 46 | 39.0
Toplam 610 187 | 30.7 221 97 | 43.9 831 284 | 34.2

4.5. Besi Ortamina Ekilen Embriyo Sayisi

Melezlemeden sonra tutan harnuplar 10-15 giinlik olduklarinda hasat edilip laboratuvar
kosullarinda izolasyonu yapilan embriyolar besi ortamina aktarilmiglardir. Besi ortamina
ekilen embriyo sayilarina iliskin veriler Cizelge 4.5’de, besi ortamina ekilen embriyolarin
oransal olarak dagilimlar1 ise Sekil 4.3’de verilmistir. Cizelge 4.5’1n incelenmesinden de
anlagilacagi gibi 1. yil 2011 ve 2. y1l 652 olmak {izere toplam 2663 embriyo besi ortamina
ekilmistir. Besi ortamina ekilen embriyolarin kombinasyonlar bazinda dagilimina
bakildiginda 1. yil besi ortamina DxECD-01 kombinasyonundan 216, DXxECD-02
kombinasyonundan 442, DxECD-03 kombinasyonundan 776 ve DxECD-04
kombinasyonundan 577 embriyo ekilmis olup, ikinci y1l DXECD-01 kombinasyonundan 307,
DxECD-02 kombinasyonundan 281 ve DXECD-03 kombinasyonundan 64 embriyo besi

ortamina ekilmistir.

Cizelge 4.5. Besi Ortamina Ekilen Embriyo Sayilarma iliskin Veriler

Melez Besi Ortamina Ekilen Embriyo Sayisi (adet)
Kombinasyonlar l. Yil I1. Y1l Toplam
Adet % Adet % Adet %
D X ECD-01 216 10.7 307 47.1 523 19.6
D X ECD-02 442 22.0 281 43.1 723 27.2
D X ECD-03 776 38.6 64 9.8 840 315
D X ECD-04 577 28.7 - - 577 21.7
Toplam 2011 100.0 652 100.0 2663 100.0
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Besi ortamina ekilen embriyolarin oransal olarak kombinasyonlara dagilimina
bakildiginda toplam embriyo sayisi dikkate alindiginda embriyolarin % 31.5’i DxECD-03
kombinasyonuna aittir. Bu kombinasyonu % 27.2 ile D X ECD-02, % 21.7 ile D X ECD-04
ve % 19.6 ile D X ECD-01 kombinasyonu takip etmistir (Sekil 4.3).

m 1.yl 2.yl Toplam

40

30 +

%

10 +

D XECD-01 D X ECD-02 D X ECD-03 D X ECD-04

Melez Kombinasyonlar

Sekil 4.3. Besi Ortamina Ekilen Embriyolarin Kombinasyonlara Gére Oransal Dagilimi

4.6. Harnup Basina Ekilen Embriyo Oran

Hasat edilen melez harnuplardan izole edilip besi ortamina aktarilan embriyo sayis1 dikkate
almarak hazirlanan harnup basina ekilen embriyo sayilarina iliskin veriler Cizelge 4.6’da
verilmistir. Cizelge 4.6’nin incelenmesinden de anlasilacagi gibi harnup basina ekilen
embriyo sayisindaki basar1 orani deneme bazinda % 937.7 olup, toplam 284 harnuptan 2663
embriyo izole edilerek besi ortamina ekilmistir. Harnup basina embriyo ekimindeki basari
oran1 kombinasyonlar bazinda degerlendirildiginde; en yiiksek basari oranm % 1254.3 ile
DXECD-04 kombinasyonundan elde edilmis olup, bu kombinasyonu % 964.0 ile DXECD-02
kombinasyonu, % 857.1 ile DxECD-03 kombinasyonu ve % 432.3 ile DxXECD-01

kombinasyonu takip etmistir.
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Cizelge 4.6. Besi Ortamima Ekilen Embriyo Sayisi ile Harnup Sayist ve Harnup Basina

Ekilen Embriyo Oranina iliskin Veriler

= Sz 2 z S z|2 z S z|2 z
S X5 5 2= S 5|58 > 8 S 5|58 > 8
2 §F&E S g3 E 3 g 3| E &
o
N O
L £
s 5 LYl I1. Y1l Toplam
= XY
D X ECD-01 26 216 | 830.8 39 307 787.2 65 281 | 432.3
D X ECD-02 36 442 | 1227.8 39 281 | 720.5 75 723 | 964.0
D X ECD-03 79 776 | 982.3 19 64 336.8 98 840 | 857.1
D X ECD-04 46 577 | 1254.3 - - - 46 577 | 1254.3
Toplam 187 | 2011 | 1075.4 97 652 | 672.2 284 2663 | 937.7

4.7. Cimlenen Embriyo Sayisi

Aragtirma sonucu elde edilen ¢imlenen embriyo sayisi, yasatilan embriyo sayist ve embriyo

ya§ama oOranina

iligkin  veriler

Cizelge 4.7°de ve

embriyo yasama oranlarinin

kombinasyonlara dagilimi sekil 4.4°de, ¢imlenen embriyolarin genel goriiniisii Sekil 4.5°de

verilmistir. Cizelge 4.7 ve Sekil 4.4’lin incelenmesinden de anlagilacagi gibi besi ortamina

ekilen embriyolardan toplam 15 tanesi ¢imlenmis ve bunlardan sadece 11 tanesi

yasatilabilmistir. Dolayisiyla embriyo yasatma oraninin % 73.3 oldugu saptanmuistir.

Cizelge 4.7. Cimlenen Embriyo Sayisi, Yasatilabilen Embriyo Sayist ve Embriyo Yasama

Oranina {liskin Veriler

2 g4 z z 4 = Z a4 z
s |28 |EAS _|EAEAS _|5EAEAS _
c 2 o E g = ¥ 2 d5 9= 2 g g ¥
5 |22 |28 £ 2258ES g2z 52¢E ¢S

,q\,) g L L L LL] L L

s S L Y1l I.Y1l Toplam
D X ECD-01 0 0 0.0 5 5] 100.0 5 5 100.0
D X ECD-02 1 0 0.0 2 2| 100.0 3 2 66.7
D X ECD-03 1 0 0.0 3 3| 100.0 4 3 75.0
D X ECD-04 3 1 33.3 - - - 3 1 33.3
Toplam 5 1 20.0 10 10| 100.0 15 11 73.3
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Besi ortaminda ¢imlenen ve yasatilan embriyo sayilar1 kombinasyon bazinda
degerlendirildiginde; DXECD-01 kombinasyonundan toplam 5 embriyo ¢imlenmis olup bu
embriyolarin tamami, DXECD-02 kombinasyonundan toplam 3 embriyo ¢imlenmis olup bu
embriyolarin sadece 2 tanesi yasatilabilmistir. DXECD-03 kombinasyonundan toplan 4
embriyo ¢imlenmis olup bu embriyolarn sadece 3 tanesi yasatilabilmistir. DXECD-04
kombinasyonundan toplam 3 embriyo ¢imlenmis olup bu embriyolarin sadece 1 tanesi
yasatilabilmistir (Cizelge 4.7).

Embriyo yasama oranlarinin kombinasyonlar bazinda dagilimlari
degerlendirildiginde; embriyo yasama orammin DxECD-01 kombinasyonunda % 100.0,
DxECD-02 kombinasyonunda % 66.6, DXECD-03 kombinasyonunda % 75.0 ve DXECD-04
kombinasyonunda % 33.3 oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.7; Sekil 4.4).

m 1.yl 2.yl Toplam

e
S .

Melezleme Kombinasyonlari

Sekil 4.4. Embriyo Yasama Oranlarinin Melezleme Kombinasyonlarina Gére Dagilimi

4.8. Haploid Bitki Sayis1

Embriyo kiiltlirlinden sonra ¢imlenmelerini tamamlayan primitif bitkicikler, ilk olarak kok
gelisim ortamina almarak, hem kok hem de siirglinlerinin gelisimleri saglanmistir. Daha
sonra alt kiiltiire alinarak siirgiin gelisimleri saglanmig olup, ayn1 zamanda bitkilerin mikro
¢ogaltimlart da yapilmigtir. Mikro ¢ogaltimi tamamlanan bitkiler kok gelisim ortamina
almarak koklerinin gelismeleri saglanmistir. Sap saglamligi dikkate alinarak iki defa kok

gelisim ortamina alinmis ve burada gelisimlerini tamamlamislardir.
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a)
b)

Sekil 4.5. a) DXxECD-01, b) DXxECD-02 ve c) DxECD-03 Melez Kombinasyonuna Ait
Cimlenen Embriyolarin Genel Goriiniisii
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Kok ve siirgiin gelisim sonrasi bitki sayisi ile elde edilen haploid bitki sayilarina
iligkin veriler Cizelge 4.8’de haploid bitkilerin kiiltiir ortaminda gelismelerinin genel
goriintiisti Sekil 4.6’da verilmistir. Cizelge 4.8’in incelenmesinden de anlagilacagi gibi I.
yilin sonunda siirgiin gelisimi sonrast DXECD-04 kombinasyonuna ait 381 bitki elde
yetistirilebilmistir. Yetistirilen bu bitkilerin kok gelisim ortamina aktarilasindan sonra bu
ortamda da bitkilerin koklenmesi yaninda kardeslenmesi de devam etmis ve 1. yilin sonunda
DXECD-04 kombinasyonuna ait toplam 401 adet haploid bitki elde yetistirilmistir.

I. Y1l yapilan g¢alismalarin sonucunda DXECD-01 kombinasyonuna ait 116 bitki,
DXECD-02 kombinasyonuna ait 72 bitki ve DXECD-03 kombinasyonuna ait 36 bitki olmak
iizere toplam 224 siirglin gelismesini tamamlamistir. Siirglin gelismesini tamamlayan
bitkilerin kdklenme ortamina aktarilmasindan sonra kok ve siirglin gelismesini siirdiiren
bitkilerden DXECD-01 kombinasyonuna ait 196 bitki, DXECD-02 kombinasyonuna ait 106
bitki ve DXECD-03 kombinasyonuna ait 110 bitki olmak tizere toplam 412 haploid bitki
elde yetistirilmistir (Cizelge 4.8).

Cizelge 4.8. Siirgiin ve Kok Gelisim Sonrasi Bitki Sayis1 ile Toplam Haploid Bitki

Sayisina iliskin Veriler

Melez Stirgiin  Gelisim Sonrast | Kok Gelisim Sonras1 | Toplam  Haploid
Kombinasyonlar | Bitki Sayisi (adet) Bitki Sayisi (adet) Bitki Sayisi (adet)
L Y1l I1.Y1l L. Yil IL.Y1l Toplam
DXECD-01 0 116 0 196 196
DXECD-02 0 72 0 106 106
DXECD-03 0 36 0 110 110
DXECD-04 381 - 401 - 401
Toplam 281 224 401 412 813

Iki yil birlikte degerlendirildiginde; DXECD-01 kombinasyonuna ait 196 bitki,
DXECD-02 kombinasyonuna ait 106 bitki, DXECD-03 kombinasyonuna ait 110 bitki ve
DXECD-04 kombinasyonuna ait 401 bitki olmak {izere toplam 813 haploid bitki
yetistirilmistir (Cizelge 4.8).
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Sekil 4.6. DXECD-04 Melez Kombinasyonuna Ait Bitkilerin Genel Goriiniisii

4.9. Embriyo Basina Haploid Bitki Olusum Orani

Besi ortamina ekilen embriyo sayisi, yetistirilen haploid bitki sayilarina ve haploid
bitki olusumundaki basari oranlarina iliskin veriler Cizelge 4.9’da ve Sekil 4.7°de verilmistir.
Cizelge 4.9 ve Sekil 4.7’nin incelenmesinden de anlasilacagi gibi besi ortamina ekilen 2663
embriyodan toplam 813 haploid bitki elde edilmis olup haploid bitki olusumundaki basar1
oraninin % 30.5 oldugu tespit edilmistir. Haploid bitki olusumundaki basari oranlari
kombinasyonlar bazinda degerlendirildiginde; haploid bitki olusumundaki basar1 oraninin %
69.5 ile en yiiksek en yiiksek DXECD-04 kombinasyonunda oldugu, bu kombinasyonu %
37.5 basar1 oram1 ile DxECD-01 kombinasyonunun, % 14.7 ile DxECD-02
kombinasyonunun ve % 13.1 ile DXECD-03 kombinasyonunun takip ettigi belirlenmistir.

Cizelge 4.9. Haploid Bitki Olusumundaki Basar1 Oranlarina Iliskilere Veriler

Melez Ekilen Embriyo | Yetistirilen Haploid | Haploid Bitki Olusumundaki
Kombinasyonlar Sayisi (adet) Bitki Sayis1 (adet) Bagari Orani1 (%)
D X ECD-01 523 196 37.5
D X ECD-02 723 106 14.7
D X ECD-03 840 110 13.1
D X ECD-04 577 401 69.5
Toplam 2663 813 30.5
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Sekil 4.7. Haploid Bitki Olusum Oranlarinin Kombinasyonlara Gére Dagilimi

4.10. Katlamaya Alinan F1 Haploid Bitki Sayis1

Kok gelisimi yeterli oldugu goriilen bitkiler katlama islemlerine tabi tutulmuslardir.
Katlamaya alian bitki sayilarina iliskin veriler Cizelge 4.10’da verilmistir. Cizelge 4.10’un
incelenmesinden de anlagilacag: gibi, ilk yil DXECD-04 melez kombinasyonundan 343 bitki
katlamaya alimustir. Ikinci y1l DXECD-01 melez kombinasyonundan 164 bitki, DXECD-02
melez kombinasyonundan 78 bitki ve DXECD-03 melez kombinasyonunun 103 bitki olmak
lizere toplam 345 melez bitki katlamaya almmustir. Iki yi1l bir arada degerlendirildiginde;
DXECD-01 melez kombinasyonundan 164 bitki, DXECD-02 melez kombinasyonundan 78
bitki, DXECD-03 melez kombinasyonunun 103 bitki ve DXECD-04 melez

kombinasyonundan 343 bitki olmak iizere toplam 688 bitki katlamaya alinmstir.

Cizelge 4.10. Katlamaya Alinan F1 Haploid Bitki Sayilarima iliskin Veriler

Melez Katlamaya Alinan Bitki Sayis1 (adet)
Kombinasyonlar L. Y1l 1L Y1l Toplam
D X ECD-01 - 164 164
D X ECD-02 - 78 78
D X ECD-03 - 103 103
D X ECD-04 343 - 343
Toplam 343 345 688
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4.11. Sera Kosullarinda Yetistirilen Double Haploid F1 Bitki Sayis1

Katlamas: yapilan bitkiler karisim ihtiva eden saksilara gelisimlerini siirdiirmeleri igin
sagirtilmis ve 1 hafta siireyle laboratuar kosullarinda akkilimatize edildikten sonra
gelisimlerini  siirdliirmeleri igin sera kosullarina aktarilmiglardir. Sera kosullarinda
gelismesini siirdiiren double haploid F1 bitkilerine iligkin veriler Cizelge 4.11’de verilmistir.

Cizelge 4.11’in incelenmesinden de anlagilacagi gibi ilk yil, DXECD-04 melez
kombinasyonuna ait 284 bitki ve ikinci y1l DXECD-01 melez kombinasyonundan 30 bitki,
DXECD-02 melez kombinasyonundan 17 bitki ve DXECD-03 melez kombinasyonundan 17
bitki olmak iizere toplam 64 bitki sera kosullarina taginmis ve gelisimlerini siirdiirmiiglerdir.
Iki yil bir arada degerlendirildiginde ilk yi1l 284 bitki ve ikinci y1l 64 bitki olmak iizere

toplam 348 bitki sera kosullarina aktarilmis ve sera kosullarinda gelismesini siirdiirmiislerdir.

Cizelge 4.11. Sera Kosullarina Aktarilan Double Haploid F1 Bitki Sayilarina iliskin Veriler

Melez Sera Kosullarina Aktarilan Bitki Sayis1 (adet)
Kombinasyonlar L. Yil I1. Y1l Toplam
D X ECD-01 - 30 30

D X ECD-02 - 17 17

D X ECD-03 - 17 17

D X ECD-04 284 - 284
Toplam 284 64 348

4.12. Katlamada Basar1 Oram

Katlamaya alinan haploid bitki sayisi, sera kosullara aktarilan bitki sayis1 ve katlamada
basar1 oranlarma iliskin veriler Cizelge 4.12°de verilmistir. Cizelge 4.12°nin
incelenmesinden de anlasilacag gibi katlamaya alinan 668 bitkiden sadece 348 bitki saglikli
olarak sera kosullarina aktarilmig olup katlamadaki basart % 50.6 oldugu belirlenmistir.
Katlamadaki bagar1 oranlari kombinasyonlar bazinda degerlendirildiginde; en yiiksek basari
orant % 82.8 ile DXECD-04 melez kombinasyonundan elde edilirken, bu kombinasyonu %
21.8 ile DXECD-02, % 18.3 ile DXECD-01 ve % 16.5 ile DXECD-03 kombinasyonu takip

etmistir.
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Cizelge 4.12. Katlamaya Alinan Bitki Sayisi, Sera Kosullarina Aktarilan Double Haploid F1

Bitki Sayisi ve Katlamada Basar1 Oranlarma iliskin Veriler

Melez Katlamaya Alinan | Sera Kosullarina Aktarilan | Katlamada Basar1
Kombinasyonlar | Bitki Sayisi (adet) Bitki Sayisi (adet) Orani (%)

D X ECD-01 164 30 18.3

D X ECD-02 78 17 21.8

D X ECD-03 103 17 16.5

D X ECD-04 343 284 82.8
Toplam 688 348 50.6

4.13. iklimlendirme Unitesine Aktarilan Double Haploid F1 Bitki Sayisi

Sera kosullarinda gelismesini belirli bir asamaya kadar siirdiiren bitkiler vernalizasyon
ihtiyaglarinin karsilanmasi i¢in iklimlendirme iinitesine alinarak +4° C’de 3 ay siireyle
bekletilmislerdir. Iklimlendirme iinitesine alinarak vernalizasyona tabi olacak bitki sayilarina
iligkin veriler Cizelge 4.13’de verilmistir. Cizelge 4.13’lin incelenmesinden de anlagilacagi
gibi vernalizasyona sadece DXECD-04 melez kombinasyonundan 263 bitki alinabilmis olup,

diger kombinasyonlara ait bitkiler sera kosullarinda yasatilamamiglardir.

Cizelge 4.13. Vernalizasyona Aktarilan Bitki Sayilarma iliskin Veriler

Melez Kombinasyonlar Vernalizasyona Aktarilan Bitki Sayisi (adet)
DXECD-01 -

DXECD-02 -

DXECD-03 -

DXECD-04 263

Toplam 263

4.14. Vernalize Edilmis Double Haploid F1 Bitki Sayis1

Vernalizasyon ihtiyacin1 tamamlayan bitkiler iklimlendirme odasindan ¢ikarilmis ve tekrar
ciceklenmeleri ve gelismelerini tamamlamalar1 igin sera kosullarina aktarilmiglardir. Sera
kosullarina aktarilan vernalize edilmis double haploid F1 bitlerine ait veriler Cizelge 4.14’de
verilmigtir. Cizelge 4.14’lin incelenmesinden de anlasilacagi gibi, DXECD-04 melez
kombinasyonuna ait 162 melez bitki vernalizasyon sonrasi gelismelerini tamamlamalar1

amaciyla tekrar sera kosullarina aktarilmislardir.
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Cizelge 4.14. Vernalize Edilip Sera Kosullarina Aktarilan Double-Haploid F1 Bitkilerine Ait
Veriler

Melez Kombinasyonlar Vernalize Edilip Sera Kosullarma Aktarilan Double
Haploid F1 Bitki Sayisi (adet)
DXECD-01 -
DXECD-02 -
DXECD-03 -
DXECD-04 162
Toplam 162

4.15. Vernalizasyondaki Basar1 Oram

Vernalizsyon ihtiyaglarinin kargilanmasi amaciyla iklimlendirme iinitesine aktarilan bitkileri,
vernalizasyonunu bagariyla tamamlayarak gelismelerini tamamlamalar igin tekrar sera
kosullarina aktarilan bitki sayist ve vernalizasyondaki basar1 oranlarma iligkin veriler
Cizelge 4.15’de verilmistir. Cizelge 4.15’in incelenmesinden de anlasilacagi gibi,
vernalizasyondan sonra, sera kosullarinda yasatilabilen sadece DXECD-04 melez
kombinasyonlara ait toplam 263 bitki alinmis olup, bu bitkilerden sadece 162 tanesi
vernalizasyon ortaminda yasatilabilmis ve vernalizasyonunu tamamlayarak yeniden sera
kosullarina aktarilmislardir. Dolayisiyla vernalizasyondaki basar1 oraninin % 61.6 oldugu

saptanmistir.

Cizelge 4.15. Vernalizasyona Aktarilan Bitki Sayisi, Vernalizasyondan Cikan Bitki Say: ve
Vernalizasyondaki Basar1 Oranlarina Iligkin Veriler

Melez Vernalizasyona Vernalizasyondan Vernalizasyondaki
Kombinasyonlar Aktarilan Bitki Sayist Cikan Bitki Sayisi Basari Orani (%)
(adet) (adet)

DXECD-01 - - -
DXECD-02 - - -
DXECD-03 - - -
DXECD-04
Toplam 263 162 61.6

4.16. Double Haploid F1 Bitkilerinden Hasat Edilen Tohum Sayis1

Sera kosullarinda kendilemeler yapildiktan sonra tohumlarin hasadi fizyolojik olgunluga
ulastiklar1 donemde yapilmistir. Hasat edilen melez kombinasyonlara ait tohum sayilarina

iliskin veriler Cizelge 4.16’da verilmistir. Cizelge 4.16’nin incelenmesinden de anlasilacagi
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gibi, kendileme sonrasi fizyolojik olgunlugunu tamamlamis olan DXECD-04 melez
kombinasyonuna ait 8 melez bitkisinden toplam 148 harnup hasadi yapilmis olup,
harnuplarin harmani1 sonrast bu melez bitkilere ait toplam 293 tohum elde edilmistir. Bu
verilerin degerlendirilmesi sonucu harnup basina ortalama tohum sayisinin 2 adet oldugu

tespit edilmistir.

Cizelge 4.16. Kendileme Sonras1 Tutan Harnup ve Tohum Sayilarmna iliskin Veriler

Melez Melez No Harnup Tohum Harnup Basina tohum Sayisi
Kombinasyonlar Sayisi Sayisi (adet)
DXECD-04 1.Melez 3 14 4.67
DXECD-04 2.Melez 4 17 4.25
DXECD-04 3.Melez 64 115 1.80
DXECD-04 4.Melez 37 83 2.24
DXECD-04 5.Melez 24 36 1.50
DXECD-04 6.Melez 5 10 2.0
DXECD-04 7.Melez 7 11 1.57
DXECD-04 8.Melez 4 7 1.75

Toplam 148 293 1,97

4.17. Lahana Kok Uru Hastaligina Dayamkhhik Testlemesi I¢in Yetistirilen Double
Haploid F2 Bitki Sayisi

Hastalik testlemesini daha etkin ve saglikli yiiriitmek amaciyla testlemede kullanilacak
double haploid melez bitkilerin ve kontrol ¢esidinin (Diirme) tohumlarinin ekimi, 5 farkli
ekim zamaninda, in vitro kosullarda ve 1 kg kapasiteye sahip cam kavonozlar yapilmis olup,
yetistirilen double haploid melez bitki sayisi, ekim zamanlari ve toplam bitki sayilarina
iliskin veriler Cizelge 4.17’de verilmistir. Cizelge 4.17’nin incelenmesinden de anlasilacagi
gibi 8 melez kombinasyona ait toplam 210 double haploid bitki yetistirilmistir. Yetistirilen
double haploid bitkilerin ait olduklar1 melez kombinasyonlara gére dagilimina bakildiginda;
1. Melez bitkiden orijin alan 11, 2. Melez bitkiden orijin alan 15, 3. Melez bitkiden orijin
alan 70, 4. Melez bitkiden orijin alan 60, 5. Melez bitkiden orijin alan 30, 6. Melez bitkiden
orijin alan 8, 7. Melez bitkiden orijin alan 9 ve 8. Melez bitkiden orijin alan 7 double haploid
melez bitki yetistirilmistir.

Ekim zamanlarina goére hastalik testlemesine tabi tutulacak bitki sayilar

degerlendirildiginde; 1. ekim zamaninda 38 tohum, 2. ekim zamaninda 40 tohum, 3. ekim
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zamaninda 45 tohum, 4. ekim zamaninda 40 tohum ve 5. ekim zamaninda 47 tohum olmak

tizere toplam 215 double haploid melez bitki yetistirilmistir Cizelge 4.17).

Cizelge 4.17. Testleme I¢in Yetistirilen Double Haploid Bitkilere iliskin Veriler.

Melezler | 1. EKim 2.Ekim 3.Ekim 4. Ekim 5.Ekim Genel
Zamani Zamani Zamani Zamani Zamani Toplam

1.Melez 4 4 3 - - 11
2.Melez 4 4 4 - 3 15
3.Melez 10 10 15 20 15 70
4.Melez 10 10 15 10 15 60
5.Melez 10 5 5 5 5 30
6.Melez - - 3 3 2 8

7.Melez - 5 - 2 2 9

8.Melez - 2 - - 5 7

Toplam 38 40 45 40 47 210

4.18. Lahana Kok Uru Hastahgina Dayamkhlik Testlemesine Alinan F2 Double
Haploid Bitki Sayisi

Testlemeye alinan bitki sayilarna iliskin veriler Cizelge 4.18’de verilmistir. Cizelge 4.18’in
incelenmesinden de anlagilacagi gibi testlemeye alinan DXECD-04 kombinasyonuna ait 8
melez bitkiden orijin alan toplam 108 bitki testlemeye tabi tutulmuslardir. Testlemeye alinan
bitkiler dikkate alinarak degerlendirildiginde; 1. Melezden 10, 2. Melezden 5, 3. Melezden
17, 4. Melezden 35, 5. Melezden 14, 6. Melezden 4, 7 Melezden 4 ve 8. Melezden 4 bitki

olmak iizere toplam 108 bitki testlemeye tabi tutulmustur.

4.19. Lahana Kok Uru Hastaligina Dayamklilik Testlemesi Sonrasi1 Yasamim Siirdiiren

Double Haploid F2 Bitki Sayis1

Testleme siiresi dolan bitkiler laboratuar ortamina getirilmistir. Aliminyum folyosu agilan
bitkilerin kokleri musluk suyunda yikanmigtir. Daha sonra koklerde ur olup olmadigi
incelenerek hastalik okumasi yapilmistir. Testleme sonrasi bitki sayilarna iliskin veriler
Cizelge 4.19 ve testleme sonrasi bitkilerin kok bolgesi agirlikli olmak {izere genel
goriiniigleri Sekil 4.8’de verilmistir. Cizelge 4.19’un incelenmesinden de anlasilacag: gibi,
testlemeye alinan ve yasamini siirdiiren 33 adet double haploid melez bitkinin hastalik
belirtisi urlagsma yapisina sahip olmadigi dolayisiyla hastalik indeksinin 0 oldugu tespit

edilmistir. Ilave olarak testlemeye alinan kontrol bitkilerinde yapilan hastalik okumalarinda
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hastalik indeksinin 3 oldugu dolayisiyla biitiin kontrol bitkilerinin hassas oldugu tespit

edilmistir.

Cizelge 4.18. Testlemeye Alinan Double Haploid Bitki Sayilarina iligkin Veriler

Melezler 1. EkKim | 2.EKim 3.Ekim 4.Ekim 5.Ekim Genel
Zamani Zaman1 Zamani Zamani Zamani Toplam
1.Melez 4 4 2 - - 10
2.Melez 4 1 - - - 5
3.Melez 10 - 1 - 6 17
4.Melez 10 5 10 - 10 35
5.Melez 10 - 2 - 2 14
6.Melez - - 3 - 1 4
7.Melez - 2 - - 2 4
8.Melez - - 1 - 3 4
Toplam 38 12 19 0 26 95
Kontrol - 5 5 0 5 15
Genel Toplam 38 17 24 0 29 108
Cizelge 4.19. Testleme Sonras1 Hastalik Okumasina iliskin Veriler
Melez Testleme Yapilan Hastalik Reaksiyon
Kombinasyonlar Bitki Sayist Index Kategorisi
DXECD-4 1.Melez 1 1 D=0 Dayanikli
2 1 D=0 Dayanikl
DXECD-4 2.Melez 2 D=0 Dayanikli
1 D=0 Dayanikl
2 D=0 Dayanikli
DXECD-4 3.Melez 5 3 D=0 Dayanikli
4 D=0 Dayanikli
5 D=0 Dayanikl
1 D=0 Dayanikl
2 D=0 Dayanikl
3 D=0 Dayanikl
DXECD-4 4.Melez 4 D=0 Dayanikli
5 D=0 Dayanikli
6 D=0 Dayanikli
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11 7 D=0 Dayanikli
8 D=0 Dayanikli
9 D=0 Dayanikli
10 D=0 Dayanikli
11 D=0 Dayanikli
1 D=0 Dayanikli
DXECD-4 5.Melez 2 D=0 Dayanikli
5 3 D=0 Dayanikli
4 D=0 Dayanikli
5 D=0 Dayanikli
DXECD-4 6.Melez 2 1 D=0 Dayanikl
2 D=0 Dayanikli
DXECD-4 7.Melez 1 1 D=0 Dayanikl
1 D=0 Dayanikli
DxECD-4 2 D=0 Dayanikli
8.Melez 4 3 D=0 Dayanikli
4 D=0 Dayanikli
Toplam 33
1 D=3 Hassas
2 D=3 Hassas
Kontrol —Diirme 5 3 D=3 Hassas
4 D=3 Hassas
5 D=3 Hassas

Brassica familyasinda yer alan birgok bitki son yillarda bitki hiicre ve biyoteknolojisi
alaninda yapilan hem uygulamali hem de temel arastirmalara konu olmustur.
Biyoteknolojinin  bitki 1slah1 g¢aligmalarinda kullanilmasi ile 1slah programlarinin
gelistirilmesi ve seleksiyonun etkinliginin artirilmast miimkiin olabilir. Nitekim bu durum

bir¢ok yag bitkisinde yapilan ¢alismalar ile ortaya konmustur (Friedt, 1990).

Brassica tiirlerinde gelistirilen doku kiiltiirii teknikleri esas olarak somatik melezleme
ve somaklonal varyasyon yolu ile brassica familyasinda yer alan bitki cesitlerine yag
kalitesinin artirtlmasi, hastalik ve zararlilara dayaniklilik, herbisitlere dayaniklilik vb. gibi
degerli ve uygun yeni 6zelliklerin aktarilmasini amaglamaktadir (Basiran ve dig., 1987).

Tirlerarast melezlemelerden fertil dollerin elde edilmesine yonelik olarak bugiine

kadar, bir¢ok teknik kullanilmis ve halen de kullanilmaya devam etmektedir. Bu aragtirmada
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da embriyo kiiltiir teknigi kullanilarak lahana kok ur hastaligina karsi dayanikli topbas
lahana hatlarmin gelistirilmesinde embriyo kiiltiir tekniginin kullamim potansiyelinin
belirlenmesi amaglanmistir. Bu amagla 6nce lahana kok ur hastaligina kars1 dayaniklilik geni
tasiyan salgam hatlar1 ile kok ur hastaligina hassas lahana c¢esidi sera kosullarinda
melezlenmistir. Bu melezlemelerden elde edilen primitif embriyolar besi ortaminda kiiltiire
almip haploid bitkiler elde edilmistir. Elde edilen haploid bitkilerin kromozomlarinin
katlanmasi ile de double haploid bitkiler elde edilmistir. Elde edilen double haploid melez
bitkiler sera kosullarinda kendilendikten sonra elde edilen tohumlar ekilip yetistirilen fideler
kok ur hastalig1 yoniinden test edilmislerdir.

B. oleracea L., 2n= 18 kromozoma ve C genomuna ve B. Rapa L. ise 2n= 20
kromozoma ve A genomuna sahiptir. Bu iki tiir arasinda melezleme yapildiginda fertil
dollerin elde edilme sansi genetik olarak sifirdir. Zira F1 generasyonunda elde edilecek
bitkiler haploid olup, kromozom sayilar1 19 (ntn=10+9) ve genomlari AC seklindedir.
Dolayisiyla hiicre boliinmesi esnasinda gametlerin eslerini bularak es olusturma (eslesme)
sans1 yoktur ve olusacak olan déller kisirdir. Ayrica tiirler arasindaki melezlemelerde fertil
dol elde etme sansinin; dokusal uyumun ve akrabalik seviyesinin artmasi ile arttigi, azalmasi
ile de azaldig1 (Kurt, 2004b), farkli genotipler arasinda yapilacak melezlemelerde, melez
dolleri elde etme bakimindan en 6nemli faktoriin hiicresel ve dokusal uyum durumu (Demir,

2005) oldugu bilinmektedir.

Yapilan arastirmalar sonucu; farkli genom ve kromozom sayisina sahip tiirler arasinda
melezlemeler yapilarak olusturulan primitif embriyolarin belirli bir fizyolojik olgunluk
donemini gecirmeden, besi ortaminda kiiltiire alinmalar1 (embriyo kurtarma teknigi)
durumunda, bitki cins ve tiiriine de bagl olmak iizere, diisiik frekansta da olsa fertil déllerin
elde edilme sansinin oldugu ortaya konmustur (Kurt ve dig., 2010). Brassica tiirleri arasinda
yapilan melezlemelerden yeni hat ve g¢esitlerin gelistirilmesinde, bu bulgular basariyla
kullamlmistir (Morinaga, 1934; Song ve dig., 1993). Ornegin Brassica napus’un erken
donemdeki embriyolarinin kiiltiirtinde, 30 pm’den daha kiigiik embriyolarin kiiltiire alinmasi
halinde saglikli embriyo gelisiminin olmadigi, 30 ile 50 pm arasinda olan embriyolarin
kiiltiirtinde % 3,7 ve 50 pm’den daha biiylik embriyolarm kiiltiirlinde embriyo basma % 28,9
fide olusumunun elde edildigi (Goralski ve dig., 1998), B. napusxB. juncea melezinde 10 ve
15 gilinliik embriyolarin kiiltiiriinde; 10 gilinliik embriyolarin kallus olusturarak daha yiiksek
basar1 gosterdigini, ancak 15 giinliilk embriyolarda ise; yiizde olarak daha fazla bitki olusumu
gozlendigi rapor edilmistir (Zhang ve dig., 2003). Brassica disinda bazi bitkilerde yapilan
calismalardan da basar1 acisindan farkli sonuglar elde edilmistir. Ornegin nohutta
tozlanmadan itibaren 6, 8, 10 ve 12. giinlerde kiiltiire alinan embriyolarin arasindan 6 giinliik

embriyolarin higbirisi ¢imlenme elde edilememesine karsilik ¢imlenme bakimindan 8 ve 10
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giinlik embriyolarin daha iyi sonug¢ verdigi (Malikarjuna, 1999), bugday ve c¢avdar
melezlemesi sonucu 13-21 giinliik embriyolarin kiiltiiriinde ise en iyi sonucun 15-17 giinliik

embriyolarin kiiltiiriinden elde edildigi rapor edilmistir (Sirkka ve Immonen; 2004).

2.Ekim 1.Melez Kok- Ursuz 2.Ekim 9. Melez Kok-Ursuz  3.Ekim 3.Melez Kok-Ursuz

3.Ekim 4. Melez Kok-Ursuz 3. Ekim 5.Melez Kok-Ursuz 3. Ekim 7.Melez Kok-

Ursuz

5. Ekim 3. Melez Kok- Ursuz ~ 5.Ekim 5.Melez Kok-Ursuz 5. Ekim 8 Melez Kok-

Ursuz

Kontrol Diirme Kok-Urlu Kontrol Diirme Kok-Urlu Kontrol Diirme Kok-Urlu

Sekil 4.8. DXECD-04 Melez Kombinasyonuna Ait Bazi Bitkilerin ve Kontrol (Diirme)
Cesidinin Testleme Sonras1 Kok Uru Hastaligina Iliskin Genel Goriintiiler
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Bu aragtirmada; 4 salgam hatt1 ve 1 lahana cesidi arasinda 4 kombinasyonu
(DiirmexECD-01, DiirmexECD-01, DiirmexECD-01 ve DiirmexECD-01) kapsamayacak
bicimde melezleme yapmak amaciyla 831 adet ¢icek tozlanmustir. Bitkilerin
melezlenmesinde basar1 orani; yetistirme teknigi paketi uygulamalarina, ¢evresel faktorlere
ve genotipe bagli olarak degisir. Bu nedenle bu arastirmada kullanilan hatlarin genetik olarak
sahip olduklar zorluklar géz oOniinde bulundurularak gevre faktorleri optimal diizeyde
tutulmasi icin bitkiler, sicaklik ve fotoperiyot bakimindan kontrollii sera kosullarinda
yetistirilerek, cevre kosullarinin etkisi minimize edilmeye calisiimistir. Ayrica yetistirme
teknigi paketi uygulamalari da tiim cesitlere esit olarak uygulanmustir.

Bu arastirmada embriyo kiiltiirii yapmak iizere fizyolojik olgunlugu (fizyolojik yasi)
10-15 giin olan 2663 adet tohum taslagi, besi ortamina aktarilmistir. Besi ortamina aktarilan
tohum taslaklarindan bitkiciklerin olusmasi, hi¢ siiphesiz ki birinci derecede genotip
faktoriine baglidir. Bu arastirmada besi ortamina ekilen tohum taslaklarinin salgam ve lahana
melez kombinasyonuna ait olmasi yani bu iki tiirin 6zelligini biinyesinde barindiriyor
olmasi, bitkicik olusumundaki basari iizerine hem olumlu hem de olumsuz etki etmis
olabilir. Ornegin; melezlenen iki Brassica tiiriiniin responsu yiiksek ise muhtemelen bitkicik
olusumundaki basar1 orani da yiiksek olacaktir. Nitekim daha 6nce yapilan bir arastirmada B.
napus L. ve B. juncea L. arasindaki melezlemeden olusan melez dol besi ortaminda kiiltiire
alindiginda (embriyo kiiltlirii yapildiginda) bitkicik olusum oraninin % 50 gibi oldukga
yiiksek bir degerde gerceklestigi, bunda da bu tiirlerin responslarinin yiiksek olmasinin etkili
oldugu rapor edilmistir (Bajaj ve dig., 1986). Arastirmada ele alinan Brassica tiirlerinin her
ikisinin de bitkicik olusturma yetenekleri diisikk ise muhtemelen bunlarin melezlenmesi
sonucu olusan dollerin embriyo kiiltiirii yapilmasi halinde, bitkicik olusumundaki basari
orani da diisiik olacaktir. Ayrica diisiik responsa sahip bir tiiriin, yliksek responsa sahip diger
bir tlirlin responsunu noétralize etme durumu da her zaman miimkiindiir. Diger taraftan ele
alinan Brassica tiirlerinin bitkicik olusturma yeteneklerinin 6nceden bilinmesi de (iizerinde
daha oOnce calisma yapilmamis ise) miimkiin degildir. Dolayisiyla bu tiir ¢alismalarda
miimkiin oldugunca c¢ok sayida embriyonun besi ortaminda kiiltiire alinmasi (embriyo
kiiltiirii yapilmasi), bitkicik olusum oraninin artmasina yardimci olabilir.

Embriyo kiiltiirinde ana hedef maksimum sayida saglikli ve fertil bitkiler elde
etmektir. Salgam ve lahana hatlar1 arasinda yapilan melezlemelerden olusan melez
harnuplardaki tohum taslaklarindan toplam 813 adet hapoid melez bitki elde edilmistir. Besi
ortamina ekilen embriyo basina bitki olusum oran1 % 30.5 gibi oldukga yiiksek bir oranda
gerceklesmistir (Cizelge 4.9). Elde edilen bu bulgu; literatiir bulgulariyla uyumludur. Bu
arastirmada elde edilen bu bulgu; bu yonde yapilacak daha sonraki arastirmalar i¢in de bir
model olarak kullanilabilecektir. Elde edilen bu sonug¢ iizerine birinci derecede genotip

faktoriiniin rol oynadigimi sdylemek yanlis olmaz. Kiiltiire alinan embriyolarin rejenerasyon
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yetenegi iizerine, genotipin etkili oldugunu daha Once yapilan gesitli ¢aligmalarda ortaya
konmustur (Hanzel ve dig., 1985). Embriyo kiiltiiriinde, elde edilen bitki bakimindan basari
tizerine genotip etkisinin farkli oldugu (Can ve dig., 2000), genotiplerin somatik embriyo
iiretim kapasitesi acisindan farklilik arz ettikleri ve yiiksek embriyogenik kapasiteli
genotiplerde, bitkiye donligiim oraninin da yiiksek oldugu saptanmistir (Brown ve Atanasov,
1985). Genotip faktdriiniin yam sira kullanilan besi ortamimin da embriyolarin bitkiye
doniisiimiine 6nemli derecede etki etkili oldugunu séylemek miimkiindiir.

Bu arastirmada; B. oleracea ile B. rapa arasinda yapilan melezlemelerden olusan 33
double hapoid kendilenmis ve hastalik testlerinden gecmis 15 bitki halen sera kosullarinda
gelismelerini siirdiirmektedir.

B. oleracea L. ile B. rapa L. arasinda yapilan melezlemelerden olusan hapoid
bitkilerin in vitro kosullardan ¢iktiktan sonra kolhisin ile muamele edilmeleri sayesinde AC
seklinde (amphihaploid) olan genomlarinin AACC (amphidiploid) sekline ulasmasi
sayesinde tohum bagladiklar1 dolayisiyla bu tohumlarin biinyelerinde salgam ve lahana
genomlarini tasidiklarini sdylemek yanlis olmaz. Nitekim melez bitkilerin morfolojik
yapilari incelendiginde; lahana gibi uzun ve dik sapl ve seyrek bogum arasina, salgam gibi
yaprak kenarlarmin digli, yaprak yiizeyinin tliylii, yapraklarin sert oldugu anlasilmaktadir.
Birgok seleksiyon i1slah c¢aligmasinda bu tip karakterlerin géz Oniinde bulundurulmasi
sayesinde bitki cesitleri gelistirilmis ve son asama olarak da diger analitik analizler
yapilmigtir. Dolayisiyla da geleneksel yontemlerle kombine edilen embriyo kiiltiir teknigi, en
azindan bu proje kapsaminda, lahana kok ur hastaligina karsi dayanikli melez bitkilerden
olusan bir gen havuzunun elde edilmesini saglamistir diyebiliriz.

Lahana (B. oleracea L.) ve salgam (B. rapa L.) tirleri arasinda yapilan
melezlemelerden elde edilen melez kombinasyonlara ait bitkiler sera kosullarinda
kendilenerek DiirmexECD-4 kombinasyona ait toplam 8 melez bitkiden tohum hasadi
yapilarak, 293 tohumdan olusan bir gen havuzu olusturulmustur (Cizelge 4.16).

Olusturulan gen havuzundaki tohumlarin, kdk ur hastaligina kars1 dayaniklilik geni
tastyip-tasimadiklarini belirlemek amaciyla ters yapilmis ve bu tohumlarin ekilmesinden elde
edilen 33 double haploid kendilenmis fidenin kok ur hastaligina karst dayaniklilik genleri
tagidiklar1 belirlenmistir. Teorik olarak da degerlendirildiginde; bu iki tiir arasinda yapilacak
melezlemeden elde edilen bitkilerin kromozomlarinin katlanmasi ile olusan bitkiden tohum
hasadi yapilmas1 durumunda bu tohumlarin genetik yapis1 her iki tiiriin arasinda bir degere
sahiptir. Bu nedenle hasat edilen tohumlardan olusan bitkiler; Mendel prensiplerine gore
belirli oranda dayaniklilik genlerini tagimis olacaklardir. Diger taraftan salgam ve lahana
tiirlerinin genomlarinin ve kromozom sayilarinin farkli olmasi, fertil dollerin ortaya ¢ikmasi
durumunda bir ayira¢ gibi kendilerini fenolojik olarak ortaya koymalar1 (melez bitkiler

morfolojik olarak lahanin boy ve yaprak ayasi genisligi 6zelliklerini yansitmasi yaninda
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salgamin tiiylii ve sert yaprak ozelliklerini tagimaktadirlar), gen havuzundaki bitkilerin
lahana kok ur hastaligina kars1 dayaniklilik tagiyabilecegi 6n goriisiinii de desteklemektedir.

Kok ur hastaligina kars1 dayaniklilik geni tasidig diisiiniilen tohumlarin ekilmesiyle
elde edilen fidelerin hastalik etmenleri ile bulastirilarak hastalik testlemesine tabi tutulmasi
sonucu toplam 33 bitkinin hastalik etmenlerini tasimadiklar tespit edilmistir (Cizelge 4.19).
Melezlemelerde Mendel kurallar1 dikkate alindiginda bu durum aslinda beklenen bir
sonugtur.

Yapilan bu ¢alisma bir model ¢alisma olup, Brassica’larda kok ur hastaligina kars
dayaniklilik geni tasiyan genotiplerden olusan bir gen havuzu olusturmada embriyo kiiltiir
tekniginin potansiyelinin belirlenmesi hedeflenmistir. Bu hedef tam olarak gerceklestirilmis
olup, bu tez arastirmasi ile arzu edilen gen havuzu olusturulmus olup, ileriye yonelik
arastirmalar i¢in de genetik materyal ortaya konmustur. Ayrica bu arastirmadan elde edilen
bulgular kullanilarak ileride, farkli amaglarla, brassica tiirleri arasinda yapilacak
tiirlerarasindaki melezlemelerde, bu arastirmada ortaya konan yontemler kullanilarak bagarili
sonuglar elde edilebilir. Ilave olarak diger bitkilere (Szellikle dikotiledon bitkilerde) de bu
sistem adapte edilebilir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu arastirma; Brassica tiirleri arasinda melezlemeler yaparak lahana kok ur hastaligina
dayanikli hatlarmin gelistirilmesinde embriyo kiiltiir tekniginin kullamim potansiyelinin
belirlenmesi amaciyla, Ondokuz Mayis Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Tarla Bitkileri
Boliimiinde, iklimlendirme iinitesinde, doku kiiltiir odasinda, serada ve tarla kosullarinda
yiiriitilmistiir.

Lahana (B. oleracea L.) ve salgam (B. rapa L.) tiirleri iginde yer alan Diirme lahana
cesidi ile ECD-1, ECD-2, ECD-3 ve ECD-4 salgam hatlar arasinda, sera kosullarinda 831
cicek tomurcugu melezlenmistir. Bu melezlemelerden olusan toplam 284 adet harnuptan
toplam 2663 adet primitif embriyo besi ortamina aktarilmistir. Besi ortamina aktarilan
embriyolardan toplam 15 adet embriyo yasatilmis ve bunlardan toplam 813 adet haploid
bitki elde edilmistir. Embriyo basmma haploid bitki olusum oranmnmn % 30.5 oldugu
saptanmistir.

Elde edilen haploid bitkilerden toplam 688 bitki katlamaya alinmis olup, katlama
sonrast 348 saglikli double hapolid bitki sera kosullarina aktarilmig olup bu bitkilerden
gelismelerini tamamlayabilen toplam 263 double haploid bitki vernalizasyona alinmigtir.

Vernalizasyona alinan double haploid bitkilerden toplam 162 adet double haploid bitki
saglikli olarak sera kosullarina aktarilmis olup bu bitkilerden ¢igeklenme periyoduna gelen
bitkilerde yapilan kendilemeler sonucunda sadece DurmexECD-4 melez kombinasyonuna ait
toplam 8 melez bitkiden toplam 148 harnup ve bu harnuplarin harman edilmesi sonucu
toplam 293 adet tohumdan olusan bir gen havuzu olusturulmustur.

Olusturulan gen havuzundaki tohumlar, testlemek amaciyla steril kosullarda ekilerek
toplam 210 adet double haploid kendilenmis bitki yetistirilmis ancak bu bitkilerden sadece
95 tanesinde testleme yapilabilmistir. Testlemeye tabi tutulan bu bitkilerden sadece 33
tanesinde hastalik kaydi yapilabilmistir. Bdylece lahana kok ur hastali§ina karsi dayaniklilik
geni tasiyan 33 double haploid kendilenmis bitkiden olusan bir gen havuzu olusturulmustur.

Arastirmadan elde edilen sonuglara dayanarak asagidaki oneriler yapilabilir.

1) Melezleme donemi yeterli sayida ¢igek bulabilmek igin ¢igeklenme periyodunu

genis zamana yaymaya olanak saglayan ¢oklu ekim sisteminin uygulanmasi dnerilebilir.
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2) Lahana (B. oleracea L.) ¢esidi ve salgam (B. rapa L.) hatlar1 arasinda yapilan
tiirleraras1 melezlemelerden saglikli ve fertil bitki elde etme bakimindan embriyo kiiltiiriiniin
kullanilmasi 6nerilebilir.

3) Brassica tiirleri arasinda yapilacak tiirleraras1 melezlemeler sonucu olusan primitif
embriyolarin kiiltiirii i¢in oldukga yiiksek bitki olusum oraninin elde edildigi MS5519 besi
ortami, stirgiin gelisimi i¢in 0,1 mg/l IAA ve 0,5 mg/l BAP ihtiva eden MSD4 besi ortami ve
koklendirme ortami olarak 1 mg/l IAA ihtiva eden MSD4 besi ortamimin kullanilmasi
oOnerilebilir.

4) Haploid bitkilerin katlanmasi igin bitkilerin % 0,5’lik kolhisin ¢ozeltisinde, 1 gece,
oda sicakliginda ve karanlik kosullarda tutulmasi 6nerilebilir.

5) Vernalizasyon ihtiyaglarinin karsilanmasi amaciyla iklimlendirme {initesine
aktarilacak bitkilerin rozet donemini (8-11 yaprakli) gecirdikten sonra aktariimalari
Onerilebilir.

6) Kendime sonrasi saglikli harnup ve yeterli tohum olusumu bakimindan sera
kosullarinin diizenlenerek ortam sicakliginin oda sicakligi civarinda tutulmasi onerilebilir.

7) Hastalik gelisiminin yogun oldugu toprak pH’sinin 4-6 arasinda olan toprak
sartlarinda testlemenin yapilmasi onerilebilir.

8) Lahana kok ur hastalifina kars1 dayaniklilik genleri tastyan 33 bitkiden olusan gen
havuzu, lahana kok ur hastaligina dayanikli ¢esitlerin gelistirilmesi amaciyla hazirlanacak
olan yeni projelerde materyal olarak kullanilmasi dnerilebilir.

8) Bu calismada kullanilan metotlar, diger bitkilerde de tiirlerarast melezlemelerde

model olarak alinabilir.
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