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Ozet

Brassica napus gen havuzunda genetik varyasyonu artirmak amaciyla secilen Brassica rapa L. ve Brassica oleracea L bireyleri arasinda
yeni kolza formlar1 elde etmek amaciyla 6nce melezleme ve doku kiiltiirii ¢aligmalar1 yapilmig ve farkli ¢aligmalar yayinlanmistir. Yeni
olusturulan kolza formlarinin mevcut 1slah edilen ve kiiltiire alman kolza formlarindan farkli oldugu tespit edimistir, dyleki bunlar kolza 1slah
programlarinda yeni gen kaynagi olarak sitoplasmatik ve genetik erkek kisirlik, hastaliklara boceklere ve nematodlara dayaniklilik ve soguk,
sicak ve tuz kosullarina dayaniklilik bakimindan kullanilabilirler. Brassica tiirlerinde embriyo kiiltiirii 1930’ larda kullanilmaya baslanmis ve
giiniimiizde hala Brassica 1slah programlarinda etkili bir vasita olarak kullanilmaktadir. Bu ¢alismada embriyo kiiltiiriiniin Brassica napus
1slah programlarinda kullanilmasi detayl: olarak tartigilacaktir.

Anahtar Kelimeler: Brassica, embriyo kiiltiirii, tiirler aras1 melez, biyoteknoloji
Use of embryo culture in the development of resynthesized rapeseed (Brassica napus L.)
forms displaying edible oil quality

Abstract

To broaden the diversity within Brassica napus gene pool, studies on resynthesis of rapeseed through crossing of selected subspecies of Bras-
sica rapa L. and Brassica oleracea L. and obtaining plants through in vitro culture of isolated embryos in the early stage of their development
have been published based on several investigations. It has been proved, that resynthesized plants are distinct from cultivars of winter oilseed
rape which are bred and cultivated nowadays, so they would serve as sources of new genetic variability in rapeseed breeding programmes,
including cytoplasmic and nuclear male sterility, resistance to diseases, insect or nematode pests and tolerance to cold, salt and drought con-
ditions. The use embyo culture technique in Brassica species were ndeveloped in 1930’ s, but up to now it serves as a effective agent in the
development of new germplasm for further Brassica breeding. The use of embryo culture in Brassica napus breeding programmes will be
discussed in detail.
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GiRiS anlatilan embriyo kurtarma teknikleri kullanilmaktadir.

Brassica tiirleri arasindaki sitogenetik iliskiler ve am-
fidiploid tiirlerin diploid tiirlerin melezlenmesinden elde
edildigi [3] tarafindan 1930’ Iu yillarda ortaya konmustur.
Embriyo kurtarma teknikleri 1slah amacina yonelik olarak
giiniimiizde de basarili olarak kullanilabilmektedir.

Kiiltiir bitkileri igersinde kalite 1slahi ¢alismalarinin bu
kadar yogun yapildig1 baska bir bitki yok gibidir.

Bu makalede bitkisel yag kalitesine sahip tiirler arasi
melez kolza (B. napus L.) formlarinin gelistirilmesinde em-
briyo kiiltiir tekniklerinin kullanilmas1 detayiyla anlatilmaya
caligilacaktir.

Yaglar, karbonhidratlar ve proteinler gibi insan viicu-
du icin yasamsal degeri olan ve insanlarin beslenmesinde
dnemli yer tutan temel ihtiya¢c maddelerinden biridir. Ozel-
likle doymus yag oranlarinin diisiik olmasi, hiicre yapis1 i¢in
gerekli olan serbest yag asitlerini igermesi ve insan viicu-
dunda A,D,E,K gibi yagda eriyen vitaminleri ¢6zmesi gibi
ozellikleri ile bitkisel yaglar, insan saglina katkilar1 ve yiik-
sek besin degerine sahip olmalar1 bakimindan ayri bir yere
sahip oldugu bilinen bir gergektir.

Brassica cinsi igerisinde 6zellikle kolza (Brassica na-
pus L.) bitkisi tane ve yag veriminin yiiksek olmasi ve diger
yag bitkilerine gore kislik olarak ekilebilmesi nedeniyle
diinyada 6n plana ¢ikmis bir tiirdiir. Bu tiir ayn1 zamanda B.
rapa tiirii ile birlikte 6zellikle kanola kalitesinin gelistirildigi
tiirler olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bununla beraber bu ka-
lite kriteri kolza bitkisinin igerisinde bulunmus olup, tiir i¢i
melezlemeler ile beraber verimi yiiksek, geleneksel kaliteye
sahip gesitlere aktarilmistir.

Bitkisel yag kalitesine sahip lahana (B. olearacea) geno-
tiplerinin tespit edilmesi ile beraber [1,2] tiirler aras1 me-
lezleme yolu ile bitkisel yag kalitesine sahip kolza (B. napus
L.) formlarmin gelistirilmesinin 6nii agilmistir.

Kolza (B. napus L.) amfidiploid bir tiirdiir. Postzigo-
tik bariyerler nedeniyle iki tiiriin melezlenmesinden elde
edilen embriyo normal sartlar altinda yasama yetenegi sa-
hip degildir. Bu nedenle bu gibi durumlarda bu makalede

Brassica Tiirleri Arasindaki Sitogenetik iliskiler

A, B ve C genomlarina sahip diploid Brassica rapa (AA,
2n = 20), B. nigra (BB, 2n = 16) ve B.oleracea (CC, 2n =
18) ve dogal amfidiploid formlar olan B. carinata (AABB,
2n = 34), B. napus (AACC, 2n = 38) ve B. juncea (BBCC,
2n = 36) tiirleri arasindaki sitogenetik iligskiler Asyali Si-
togenetik¢iler Morinaga ve U tarafindan 20. yiizyilin
baglarinda ortaya konmustur [3,4,5]. Amfidiploid Brassica
tirlerini embriyo kiiltiirii yontemleri kullanilarak yeniden
sentezi miimkiindiir. Bu ti¢ diploid tiirlin ve poliploidleri
arasindaki iliskiler (Sekil 1) kiiltiir bitkilerinde poliploidi
arastirmalarinda kullanilabilecek en yararli sitemlerden bir
tanesidir [6,7] .
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Sekil 1: Brassica tiirleri arasindaki akrabalik iliskileri [3]

Kolhisin uygulamasi ile haploid kromozom takimlar1
katlanarak suni olarak autotetraploid Brassica formlari
olusturulabilmektedir. Bu formlar autoploidi, alloploidi ve
amfiploidinin gen diizenlenmesi ve ekspresyonu konularimi
arastirmak i¢in kullanilabilmektedir [8].

Tiirler aras1 veya cinsler arasi melezleme ve
kullanilan yontemler

Islah agisindan Onemli bir karakter bakimindan tiir
icersinde mevcut veya yeterli varyasyon yok ise 1slahgi tiir
ve hatta cins siirlarii gecerek tiirler arasi veya cinsler arasi
melezlemeler yoluyla istenen 6zelligi mevcut 1slah mater-
yaline aktarabilir.

Olusum sekli itibariyle kolzada bu bitkiyi iki ebevey-
ninin melezlemesinden deneysel olarak olusturmak miim-
kiindiir [9,10,11]. Brassica tiirleri arasinda yapilan melezle-
meler geleneksel yolla sadece tesadiifen ve ve sadece bir
yonde basarili olurlar [12,13,14].

Uyumsuzluk bariyerleri prezigotik olarak polen ¢im-
lenmesinin azalmasi, polen ¢im kini uzunlugunun sinirl
kalmasi, kalloz olusumu ve doéllenmeden sonra besi doku
ile gelismekte olan embriyo arasindaki uyusmazliktir [15-
21]. Melezleme yapildiktan sonra basarili bir ddllenmeden
sonra embryonal gelisme engellenir. Embryonun ilk gelisme
donemleri normal seyrederken embriyonun diger gelisme
donemleri belirli durumlarda endosperm geligimi ve fonksi-
yonundaki aksakliklar yiliziinden engellenir. Boylece embri-
yonun besin kaynagi engellenir ve embriyo Sliir (postzigotik
uyusmazlik).

Boyle seksiiel dollenme bariyerlerin agmak i¢in degisik
Embryo rescue Yontemleri kullanilmaktadir [22]: embri-
yo kiiltiirii [23], in ovulum kiiltlirii [24], ovaryum kdiltiiri
[25], in vitro [26] ve dollenme olmadan yapilan protoplast
fuzyonu veya somatik hibridizasyon [27].

Embryo rescue yontemiyle farkli tarimsal dneme sa-
hip bitki tiirlerinde tiirler aras1 veya cinsler arasi hibritler
olusturulmus ve 1slah agisindan onemli Ozellikler kiiltiir
tiirtine aktarilmistir. Ornegin kiiltiir aycicegi (Helianthus
annuus) ve cins ig¢indeki diger tiirler arasinda yapilan me-
lezlemeler ve Embryo rescue ile bu yabani formlardan
kiiltir aygicegine dayaniklilik genleri aktarmak miimkiin
olmustur [28]. En fazla tanmnan cinslerarasi melez Tri-
tikale (Triticosecale Wittmack) sadece Embryo rescue
yardimiyla olusturulabilir ve bugday (Triticum sp., AABB
veya AABBDD) ve cavdar (Secale cereale, RR)’ dan
olusmaktadir [29].

Tirler aras1t melezleme yoluyla yeni kolza formlarmin
olusturulmasi (B. oleracea x B. rapa) haricinde Brassica
tiirleri yakin veya uzak akraba tiirler ile melezlenebilirligin
arastirildigi denemeler yiiriitiilmistiir (Bknz. Sekil 1). Bras-
sicaceae tiirleri arasindaki melezleme bariyerleri aslinda

pek belirgin degildir, fakat uyusmazlik bariyerleri yine de
sorunsuz bir tohum gelisimini engellemektedirler [14]. Oyle
ki, polen ¢im kini uzunlugunun engellenmesi ve stigma do-
kusunda kalloz olusumu neticesinde dollenme engellenmek-
tedir (prezigotik uyusmazlik).

Postzigotik uyusmazlik durumunda besi doku ile
biiyiimekte olan embriyo arasindaki doku uyusmazligindan
dolay1 Brassicaceae’ larda Embryo rescue yardimiyla elde
edilecek cins ve tiirlerarasi melezin sayisi tohum gelisimini
in vitro ortamda tamamlayarak artirilabilir. Melezleme ile
yeni kolza formlar1 giinlimiize dek ¢ok kez olusturulmustur.
Burada ya biitiin meyve taslagt (Ovaryum Kiiltiirli), ya
olgunlagmamis tohum taslaklar1 (in ovulum kiiltiirii) yada
izole edilen embriyolar (embriyo kiiltiiri) ‘mn uygun steril
besi ortamlarinda kiiltiire alinarak bitkicikler gelistirilir.

Cesitli embriyo rescue yontemleri ilgili explantin kiil-
tire alinma tarihi bakimindan farklilik arzetmektedirler.
Ovaryum kiiltiiriinde déllenmeden hemen sonraki 4-7 giinde
kiiltiire explantlar kiiltiire alinirken, in ovulum ve embriyo
kiiltiriinde melezleme kombinasyonuna bagli olarak ex-
plantlar déllenmeden 10-30 giin sonra kiiltiire alinmaktadir
[13, 24 vd.]. Cok sayida basarili olarak yiiriitiilen tiirler ve
cinsler arasi melezleme calismalart bu yontemin faydali
olarak kullanimini belgelemektedir [22, 27, 30].

Somatik hiicrelerin fiizyonu ve in vitro olarak tam bit-
kilerin gelistirilmesi yontemiyle tozlama yoluyla elde ed-
ilmesi miimkiin olmayan melez bitkiler olusturmak miim-
kiindiir. B. rapa ve B. oleracea ‘m somatik melezlenmesi
(protoplast flizyonu) sonucu Resyn kolzanin olusturulmasi
kolzaya aktarilacak 6zelligin ¢ekirdek tarafindan determine
edilmedigi durumlarda kullanishidir, mesela mitokondriler
tarafindan kontrol edilen CMS veya kloroplastlar tarafindan
yonetilen herbisit dayaniklilig: [31,32].

Tiirler arasi veya cinsler arast hibrid embriyolarin kiiltiire
alinmas1 bitki 1slah¢isina bugiin dayaniklilik ve kalite 6zel-
likleri gibi faydali 6zellikleri akraba tiirlerden kiiltiir formun
aktartlmasi imkanini1 vermekte ve bu sayede faydalanilabilir
genetik varyasyon da artirilmaktadir.

Embriyo kurtarma teknikleri

Bu kisimda embriyo kurtarma teknikleri daha detayli
olarak anlatilmaya ¢alisilacaktir.

Islah bakimindan 6nemli bir 6zellik bakiminda tiir
icersinde varyasyon yok ise islahgisi tiir ve cinsler arasi
melezlemeler yapabilir. Burada gerekli sart déllenmenin ilk
asamada prezigotik uyusmazlik mekanizmalar1 tarafindan
engellenmemesidir. Bunun gibi melezlemelerde genelde
basarili bir déllenmeden sonra embriyonun gelisimi bloke
edilmektedir. Embriyo gelisimi ilk devrelerinde normal
iken, embriyonun kalan gelisimi endosperm gelisimi ve
fonksiyonundaki bozukluklar nedeniyle engellenmektedir.
Gelismekte olan embriyonun kelimenin tam anlamiyla be-
sini elinden alinmakta ve dlmektedir. Bu noktada Embryo
rescue yontemleri devreye girmektedir: a. in ovulum kiil-
tiirii: burada gelismekte olan tohum taslaklar1 doku kiiltiirii
ortamina aktarilmaktadir; b. Ovaryum kiiltiirli: Bu yontemde
gelismekte olan biitiin ovaryum kiiltiire alinmaktadir; c.
Embriyo Kiiltiirii: Gelismekte olan saglam embriyo tohum
taslaklar1 igersinden alinarak uygun besi ortamina aktarilir.

Her i¢ yontemde de besi portami endospermin
fonksiyonunu istlenmekte ve hibrit embriyonun gelisimi
saglanmaktadir. Embryo rescue yontemiyle simdiye kadar
farkli tarimsal olarak onemli kiiltiir bitkilerinde tiirlerarasi
ve cinslerarasi melezler olusturulmus ve 1slah bakimindan
uygun ozellikler kiiltiir formlarina aktarilmistir. Her bir yon-
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tem kolza (B. napus L.) de uygulanabilmekle beraber burada
sadece in ovulum kiltiirli anlatilacaktir.

Brassica-tiirlerarasi melezlerin olugturulmas:
ey b
[P r—

(Embriyo Kiltiri)

Sekil 1: Brassica napus L. * de in ovulum kiiltirii [33]

Bu yontemde emaskule edilen tormurcuklar 2 giin
bekledikten snra tozlanir, dollenme gerceklestikten yaklasik
5-12 giin sonra heniiz olgunlagmamis tohum taslaklari
besi ortamina aktarilir. Steril besi ortaminda ¢imlenme
gerceklestikten sonra amfihaploid bitkicikler meydana
gelmekte, bu bitkicikler dnce gelisme ortamina ve daha son-
ra diga ortama aktarilmaktadir. Kromozom katlamasindan
meydana gelen amfidpliod bitkiler 1slah materyali olarak
kullanima hazirdirlar.

Bitkisel Yag Kalitesine Sahip B. oleracea Genoti-
plerinin Tespit Edilmesi

Diisiik erusik asit igerigine sahip mutant bitkiler dnce
B. rapa (AA), [34], B. napus L. (AACC) [35] ve B. jun-
cea (AABB) da [36] tespit edilmistir. B. carinata (BBCC)
da disiik erusik asit igerigine sahip mutantlar tespit 1990 Ii
yillarda kesfedilmistir. Farkli B. carinata genotiplerinin me-
lez ddllerinde transgressive a¢ilimlarin gozlemlenmesi [37],
mutasyon olugturma ve B. napus ve B. juncea ile tiirler aras1
melezlemelerin yapilmasi gibi farkli stratejiler ile [38,39]
erusik asit igerigin diislirmek i¢in kullanilmistir. Adi gegen
ilk ve son yontem ile diisiik erusik asit i¢erigine sahip form-
lar basarili olarak selekte edilmistir [37,38]. Diger bir tiir
olan B. nigra’ da ise bugiine kadar bu 6zellikteki genotiplere
rastlanmamustir.

B. oleracea * da diisiik erusik asit igerigine sahip genoti-
pler farkli ¢aligmalar ile tanimlanmistir [40,41]. Bu 6zellik-
teki bitkilerin tespit edilmesi tiirler aras1 melezleme yoluyla
bitkisel yag kalitesine sahip kolza (B. napus L.) formlarinin
olusturulmasinin oniinii agmustir.

Diisiik Erusik Asit Icerigine Sahip Tiirler aras1 Melez
Kolza (B. napus L.) Formlarimin Gelistirilmesi

Diisiik erusik asit i¢erigine sahip tiirler aras1 melez kolza
(B. napus L.) formlart farkli ¢alismalar ile gelistirilmistir
[41, 42, 43] Bu g¢alismalar neticesinde ilk kez lahana (B.
oleracea) gen havuzundan diisiik erusik asit icerigi 6zelligi
kolza (B. napus L.) gen havuzuna aktarilmasi ile birlikte
bitkinin gen havuzuna onemli bir &zellik kazandirilmig
ve bu oOzellik yoniinden kolza bitkisinin gen havuzunu
zenginlesitirilmistir.

SONUC ve ONERILER

Giintimiize kadar gelistirilen tiirler arast melez kol-
za (B. napus L.) formlarmm dogrudan kalite 1slahinda
kullanilamamasinin nedeni lahana (B. oleracea) ebevey-
ninin tohumlarinda yiiksek oranda erusik asit ve glikosinolat
icermeleridir. O tipi lahana genotiplerinin tespit edilmesiyle
en azindan erusik asit yoniinden tiirler aras1 melez formlar
kalite 1slahinda kullanilabilecektir.

Bitkisel yag kalitesine sahip tiirler aras1 melez kolza
formlarinin gelistirilmesinde kullanilan lahana (B. olera-
cea) genotiplerinin glikosinolat orani yiiksektir. Bu oaninin
diistirilebilmesi i¢in farkli yontemler izlenebilir [44].

00 tipi lahana (B. oleracea L.) genotipleri tespit edilir ya
da gelistirilirse bu iki 6nemli 6zelligin tek bir formda
birlestirilebilmesinin yolu yine embriyo kiiltiir teknigi
kullanilarak olacaktir. Bu yo6ntemin Brassica islahindaki
katkis1 giintimiizde oldugu gibi yakin gelecekte de devam
edecektir.
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