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Ozet

Bahge bitkileri 1slahi, geleneksel olarak hastalik ve zararlilara dayaniklilik/tolerans {izerine
yogunlagmustir. Bunun neticesi olarak, ¢ok sayida dayanikli/tolerant gesit veya germplazm ortaya ¢ikmis ve
kullanilmaya baslanmistir. Oysa abiyotik streslere (yiiksek sicaklik, soguk, kuraklik, tuzluluk vb.) tolerans ile
ilgili ¢aligmalar gerekli ilgiliyi gérememistir. Ancak bu durum, kiiresel 1sinmayla ilgili ortaya konan gercekler ve
kamuoyunun bilinglenmesi sonucu giderek degismeye baslamistir. Hazirlanan bu calismada, Plymouth
Universitesi'nde (ingiltere), “Sebzelerde Abiyotik Streslere Tolerans Islahi” konulu uygulamali egitim
kapsaminda bizzat yer aldigimiz gesitli projeler hakkinda bilgiler verilmistir. Model bitki olarak karnabaharin
kullanildig1 bu caligmalar, agirlikli olarak molekiiler temelli ve laboratuvar kosullarinda yiriitiilmiistiir. Soguk
stresi ile ilgili molibden uygulamalarinin etkileri, gen aktarimi, gen ekspresyonu ve suni tohum tretimi
¢aligmalari ana konular1 igermektedir.

Anahtar kelimeler: Abiyotik stres, sebze, tolerans, 1slah

The Studies to Abiotic Stress Tolerance on Vegetables: Example of Cauliflower

Abstract

The breeding of horticultural crops has traditionally focused on enhancing a plant’s ability to resist
diseases or insects. As a result of this situation, large number of disease-or insect-resistant cultivars or
germplasm released and used. Whereas, research on crop resistance or tolerance to abiotic stresses (heat, cold,
drought, salt, etc.) has not received much attention. However, that is increasingly changing because of the facts
and publicity of global warming. In this study, information is given about the various project as part of practical
course: “Breeding for abiotic stress tolerance on vegetables-Plymouth University-United Kingdom”. This studies
which cauliflower was used as model plant, were held molecular based and under laboratory conditions. The
main topics were the effect of molybdenum on cold stress, genetic transformation, artificial seed production.
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Giris

Modellenmesi ve gidisati tizerine farkl
gorlisler ortaya konmus olmasma ragmen,
kiiresel 1sinma, genis kitleler tarafindan kabul
edilmis bir gergek haline gelmistir. Bu sekilde
dengesi bozulmus bir iklim, bir ¢ok bahge bitkisi
icin, Ozellikle de serin iklim sebzelerine tehdit
olusturmaktadir. Kiiresel 1sinma, uniform yapida
degildir ve bazi durumlarda eksterm sicaklik
degisiklikleri anlamma da gelebilmektedir.
Genel anlamda  kiiresel 1smma  sicaklik
ortalamalarindaki arti olarak algilansa da, bazi
bolgeler veya bazi mevsimler igin, bugiine kadar

kaydedilmemis distk sicakliklar da
goriilebilmektedir.  Kiiresel 1sinmaya bagh
olarak, nispeten daha 1lik gegen ilkbahar
giinlerinin ~ bitki  gelisimini  hizlandirdig1

donemde yasanan ani sicaklik  disiisleri,
bitkilerde siddetli zararlanmalara yol
agabilmektedir. Bu nedenle disiik sicaklik

bir¢ok iriin i¢in énemli bir stres kaynagi olarak
kabul edilmektedir (Mou, 2011).

Bitkiler yetisgme donemleri boyunca
degisik stres kosullart ile karsilasirlar. Stres
altinda bitkilerin gelisimleri, metabolizmalar1 ve
verimleri 6nemli oOlglide etkilenir. Kuraklik,
yetersiz beslenme, besin maddesi fazlahgi,
tuzluluk, diisik ve yiliksek sicaklik, toprak ve
atmosfer kirliligi ve radyasyon bitkisel iiretimde
verimi sinirlandiran temel abiyotik streslerdir
(Lawlor ve Cornic, 2002).

Tarimsal tiretimde, soguk stresinin 6nemi
giderek artmig ve bunun bir neticesi olarak
arastiricilar  tarafindan  kapsamli  sekilde ele
alinmaya baglanmistir. Amaci, bitkilerde soguk
stresine  toleranst artirmak olan, klasik
yontemlerlerle veya molekiiler uygulamalari
kapsayan, farkli tiirlerde bir ¢ok bilimsel ¢aligma
uygunlamaya konmustur (Szalai ve ark., 2001).
Soguk aklimasyonu stiresince olusan
biyokimyasal degisimler, bitki &zsuyunda
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¢Oziinebilen maddelerin degisimi, membran lipit
bilesimindeki, protein miktarinda, enzim
aktivitesinde, antioksidant sisteminde degisim ve
bitki besin elementi igeriginde meydana gelen
biyokimyasal  degisimler bitkilerin  disiik
sicakliga dayaniklilik mekanizmalarinda oldukca
o6nemli oldugu bildirilmektedir (Aslantas ve ark.,
2010).

Latince Caulis ve flower kelimelerinden
olusan karnabahar (Brasicca oleracea var.
botrytis) Brassicaceae familyasma ait iki yillik
bir sebze tiirli olup, sarimtirak beyaz, beyaz ve
nadiren mor renkli ¢igek tablalar1 igin yetistirilir.
Diisiik yag igerigi nedeniyle &nemli bir diyet
sebzesidir. A ve C vitaminlerinin yani sira,
fitokimyasal bilesiklerce de zengin igerigi
sayesinde insan saglig1 ve beslenmesi agisindan,
onemli tiirlerden biridir (Vural ve ark., 2000;
Kirsh ve ark., 2007). Karnabaharin ana vatani
Akdeniz Bolgesi olarak kabul edilmektedir.
Buradan Atlantik kiyilar1 boyunca yayilmustir.
Akdeniz Bolgesinde M.O. 600 yillarinda
insanlar tarafindan tiketildigi tahmin
edilmektedir (Thomson, 1976). Karnabahar
iklim istekleri bakimindan kishk sebzeler
arasinda yer almaktadir. Ancak karnabahar
yetistiriciliginde sicakligin onemi 151k ve neme
gore ¢ok fazladir. Karnabaharin geligsimi ve
taglarin  olusumu tlizerine 1518 etkileri
bilinmemektedir. Bu nedenle karnabahar bitkisi
notr giin bitkisi olarak kabul edilir (Giinay,
1984). Fide doneminde sicakligin yiikselip
azalmast bitkilerde taglarin kalitesinin bozulmasi
yoniinde etkili olur. Bu kosullarda yetistirilen
bitkilerin gelismesi yavaslar, yapraklar1 kigilir
ve taclar daginik olarak geligirler. Sonbahar ve
kis dénemi dikimlerinde sicakligim 0°C'nin
altina diismesi ile bitkilerde biiylime ucu zarar
gorlir ve bitkiler sadece yaprak meydana
getirirler. Bunun yaninda fideler birkag yaprakli
iken sicaklik diserse bitkilerin biilyime ucu
kaybolur. Bu bitkilere kor bitki adi
verilmektedir. ~ Kor  bitkilerin  yapraklari
karbonhidrat depolanmasi nedeniyle normal
yapraklardan daha kalin ve sert yapili olurlar.
Hasat donemine gelmis bitkiler, fidelere gore
diisiik sicakliklara karsi daha duyarlidir. Taglar
pazar olgunlugu dénemine geldiginde sicakligin
0°C'nin altina diigmesi ta¢ yiizeyinde havli bir
yapinin olusmasina neden olur. Diisiik sicakligin
devam etmesi halinde taglarda morlasma

meydana gelmekte ve bu taglarin pazar degeri
diismektedir (Vural ve ark., 2000).

Bu ¢alismada, 14.06.2005 tarih ve 25845
sayili Resmi Gazete’de yayimlanarak yiiriirliige
giren, “Yetistirilmek Amaciyla Yurt Disina
Gonderilecek  Devlet Memurlart  Hakkinda
Yonetmelik” ve 30.10.2005 tarih ve 25981 sayili
Resmi Gazete’de yayimlanan ve 28.09.2008
tarth ve 27011 sayih Resmi Gazete’de
degisikligi yayimlanan, “Tarim ve Koyisleri
Bakanligi Memurlarmin Yetistirilmek Amaciyla
Yurt Disina  Gorevlendirilmesi  Hakkinda
Yonetmelik”  dogrultusunda, 2011  yilinda
Plymouth Universitesi-ingiltere’de diizenlenen,
Sebzelerde Abiyotik Streslere Tolreanslilik
Islah1”  konulu egitimde {izerinde ¢alisilan
konular hakkinda bilgiler paylasilmistir.

Egitime Ait Uygulama Konulari

Kurs ¢alismalari 3 farkli baslik altinda es
zamanli olarak yurtitilmiistiir:

a) Karnabaharda in vitro kosullarda
mikrosiirgiin olusturma caligmalart (Rihan ve
ark., 2011a).

b) Karnabaharda gen aktarimi ¢alismalari
(Al-Swedi, 2013).

c) Karnabaharda yapay tohum {retimi
(Rihan ve ark., 2011b).

Tim bu c¢alismalarda ortak hedef,
karnabahar  bitkisinde  abiyotik  streslere,
ozellikle de soguk stresine toleransi artimak
seklinde belirlenmistir.

Karnabaharda in vitro kosullarda
mikrosiirgiin olusturma ¢alismalar:

uygulamasinda  Ingiltere’nin
bolgesinde  yaygin  olarak
yetistiriciligi yapilan ‘White Cloud’ ¢esidi
kullanilmistir. 16 giin  boyunca sivi  besi
ortaminda yetistirilmis mikrosiirgiinler, egitim
uygulamasinda kullanilmistir. Bunun i¢in hasat
olgunluguna gelmis karnabahar baslari, hava
akimli streil kabin igerinde, yaklagik 15-20 gr lik
pargalara ayrilmig, daha sonra bu parcalar
%10’luk hipoklorit (%0.06) ¢dzeltisinde 15
dakika bekletilmis, daha sonra {ist doku bistiiri
vasitastyla soyularak uzaklastirilmistir. Geriye
kalan kisimlar daha derin olarak kesilmis ve
blendir kullanilarak iyice parcalanmistir. Elde
edilen sivi, 212, 300 ve 600 pm ¢apindaki
eleklerle  siiziilmiis, son kalan eksplant
kaynagindan 100 pl &rnek, 30 ml hacmindeki

Bu kurs
giiney  bati
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siv1 besi ortamina aktarilmistir (2 mg/L Kinetin,
1 mg/lL IBA ve 1 ml/L of PPM (plant
preservative mixture) ve 1 mg/L 2,4D). bu
asamada, besi kaplarmim bir kismma 15 ppm
oraninda Molibden (Mo) uygulanmustir. Agizlari
kapatilan steril kaplar, dakikada 150 devir ile
yarim donis yapan ¢alkalayict  tizerine
dizilmistir. Calkalayici, 20°C ortam sicakligi ve
16 saat aydmhk (80 pmol m’) ortamda
bekletilmistir (Rihan ve ark., 2012). 16 giin
boyunca gelismesi beklenen mikrosiirgiinler, -2,
-4, -6, -8, -10 ve -12°C’ de 2 saat siireyle
bekletilmis, bu siirenin sonunda ortamlarin
elektriksel iletkenlik seviyeleri (EC))
Slgiilmiistiir.  Olgiim  igleminin ardindan  tiim
ornekler otoklavlanmis, sogumay: takiben tekrar
elektriksel iletkenlik 6l¢timleri yapilmistir (EC,).
EC, ve EC, degerleri kullanilarak uygulamalar
arasinda fark olup olmadigi anlagilmaya
calisilmistir. EC,/EC, orani ile tolerans seviyesi
arasinda negatif korelasyon oldugu kuralina
istinaden, molibden uygulamalarinin, -2, -4, -6, -
8°C’de mikrosiirgiinlerin canliliklarini
korumalarina sebep oldugu anlasilmustir.

Gen aktarimi calismalar1

Siirgiin iceren meristematik dokular, bir
onceki egitim uygulamasinda oldugu gibi sivi
besi ortaminda bilyiitiilmiis bdylece aseptik
eksplantlar elde edilmistir. Daha sonra bu
eksplantlar, ¢esitli oranlarda (2 mg/L kinetin ve
1 mg/L IBA) biiyiime diizenleyici ihtiva eden
Murashige and Skoog (MS) besi ortamlarinda
siirglin elde etmek amaciyla inkiibasyona
almmustir.  Gen  aktarimi  g¢alismalarinda
Agrobacterium tumefaciens bakterisinin
EHA105 ki kullanilmistir.  Vektor olarak
antioksidant geni Ascorbate peroxidase (APX)
iceren  pPRTL2  plasmidi  kullanilmustir.
Calismada, kanamycine resistant neomycin
phosphotransferase 11 (npfll) markir geni ve
glucuronidase (GUS) reporter geni
kullanilmistir. Pozitif seleksiyon ortami olarak
50 mg/L kanamycin antibiyotigi i¢eren MS
ortami kullanilmis, hayatta kalan dokular GUS

testlemesine  almmustir.  Aktarim  isleminin
tamamlanmasinin  ardindan, ortamdaki A4.
tumefaciens’ lerin elemine edilmesi igin,

carbenicillin ve cefotaxime kullanilmstir.
Karnabaharda yapay tohum iiretimi

In vitro kosullarda bir bitki olusturabilme
kabiliyetine sahip ve depolanabilen somatik
embriyo, slirgiin tomurcuklari, hiicre agregatlari

veya herhangi bir bitki dokusunun yapay olarak
kaplanmasina sentetik tohum denir (Redenbaugh
ve ark., 1984). Bu egitim caligmasinda bitkisel
materyal olarak 16  giinlik karnabahar
mikrosiirgiinleri ~ kullanilmistir.  {lk  egitim
konusunda bahsedilen protokole gore elde
edilmis mikrosiirgiinler, %2’ lik sodyum aljinat
(C¢H7NaOg) kullanilarak kapsiil igine alinmustir.
Sodyum aljinat kullanilmasinin  en Onemli
sebebi, uzun siire saklanabilmesi, hizli jellesme
ve CaCl, ile damla formunda yapi
olusturabilmesidir. Bu islem i¢in sivi MS ortami
kullanilmistir. Ardindan mikro siirglinler genis
agizli pipet kullanilarak 15 g/L dehydrate
kalsiyum klorid ile 20 dakika boyunca muamele
edilmistir. Bu sekilde hazirlanan sentetik
tohumlar, farkli abiyotik stres kosullari altinda
(0zellikle  kuraklik  ve  tuzluluk)  ¢ikis
performanslarimin belirlenmesi amactyla
testlemelere alinmustir.
Sonug¢

Bitki yetistiriciligi i¢in abiyotik stres
kaynaklari, oldukca gesitlilik gostermektedir. Bu
nedenle, diinya’nin farkli iklim kosullarinda yer
alan bir¢ok arastirma grubu, degisik stres
kosullar1 i¢in caligma programlart uygulamaya
koymaktadir. Ingiltere gibi, yil boyu belli
siirlar igerisinde 1liman iklime sahip, neredeyse
tim tarim alanlarinin yillik yagis ortalamalari
yiiksek olan iilkelerde dahi, kiiresel 1sinmanin
giderek artan olumsuz etkileri
gozlenebilmektedir. Ozellikle, diisiik sicaklik,
asir1 toprak nemi ve yaz aylarinda yasanan ani
ve alisilmadik sicaklik yiikselmeleri, egitimin
yapildigi  giineybati Ingiltere igin giincel
problemleri olusturmaktadir. Burada bahsedilen
aragtirma faaliyetleri, Pymouth Universitesi,
Biyoloji Bilimleri Fakiiltesi’nde yiiriitiilmekte
olup, diger Universiteler, Arastirma Kuruluslar:
ve Cifti Orgiitleriyle de iliskileri meveuttur.
Tesekkiir
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