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OZ: Bu arastrma Ondokuz Mayis Universitesi'nde 2010 ve 2014 yillar: arasinda yiiriitiilmiistiiv. Lahana kék ur
hastaligina (Plasmodiophora brassicae) karsi dayanikli hatlarin B. oleraceae L. ve B. rapa L arasinda tiirleraras: melezleme
yoluyla gelistirilmesi anaciyla yapilan bu ¢alismada; B. oreacea L. var. Diirme ve ECD-1, ECD-2, ECD-3 ve ECD-4 olmak
tizere B. rapa L. hatlar arasinda 831 cicek melezlenmistir. Bu melezlemeden olusan 2663 primitif embriyo besi ortamina
aktarilmistir. Besi ortamina aktarilan ebriyolardan toplam 813 adet haploid ve 348 adet double haploid melez bitki elde
edilmistir. Elde edilen double haploid bitkilerden vernalizasyon sonrast toplam 162 bitki sera kosullarina aktarilmis ve
ciceklenme periyodunda kendileme yapilmistir. DurmexECD-4 melez kombinasyonuna ait 8 melez bitkiden toplam 293 tohum
elde edilmistir. Kok ur hastaligina dayanmikliik durumunu test etmek amaciyla, elde edilen tohumlar ekilerek 95 melez double
haploid bitki yetistirilmistir. Testleme sonrasi lahana kék ur hastaligina dayaniklilik gosteren 33 bitkiden olusan bir gen havuzu
olusturulmustur.

Anahtar Kelimeler: Lahana kok uru hastaligi, Plasmodiophora brassicae, tiirlerarasi melezleme, embriyo kiiltiirii.

Possibility of the Use of Embryo Culture Technique to Improve Resistant Lines
Against Cabbage Clubroot (Plasmodiophora brassicae Woronin) via Interspesific Hybridization

ABSTRCT: This research was carried out at Ondokuz Mayis University between 2010 and 2014. Breeding of resistant
lines against to clubroot (Plasmodiophora brassicae) via interspesific hybridisation between B. oleraceae L. and B. rapa L. In
these research; 831 flowers were hybridisated between B. oreacea L. var. Diirme and B. rapa L. Lines ECD-1, ECD-2, ECD-3
and ECD-4. 2663 primitif embrios were transfered to medium and produced 813 haploid and 348 double haploid plants. 162
double haploid plants trasfered green condition after vernalisation and self crossing was done in flowering condition. 293 seeds
were harvested from 8 hybrid plants from DurmexECD-4 hybrid combination. In order to test the endurance status of cabbage
clubroot disease, 95 hybrid double-haploid plants were cultivated by seeding the obtained seeds. After the test, a gene pool was
formed, consisting of 33 plants that tolerate cabbage root disease

Keywords: Cabbage clubroot disease, Plasmodiophora brassicae, interspecific hybridization, embrio culture.

GIRIiS Brassica cinsi igerisinde yaklagik 159 tiir olmasina
karsin ekonomik 6neme sahip tiir sayist sadece 13
(Zhou and Zhang, 2001)’tiir. Bu tiirler; B. carinata
(Habes hardali), B. Elongata (uzun salgam),

Brassicaceae familyasi kiiltiir bitkileri, siis bitkileri
ve yabanci otlardan olusan yaklagik 375 cins ve
3200 tiirii kapsayan c¢ok genis bir familyadir.
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B. fruticulosa (Akdeniz lahanasi), B. juncea (Hint
hardali), B. napus (kolza, kanola, Isve¢ salgamu),
B. narinosa (kasik hardali), B. nigra (siyah-kara
hardal), B. perviridis (1spanakli hardal), B.
rupestris (kahverengi hardal), B. septiceps (yeditop
salgam), B. tournefortii (Asya hardali), B. oleracea
(lahana, brokoli, karnabahar, Briiksel lahanasi) ve
B. rapa syn B. campestris (Cin lahanasi,
salgam)’dir (Anonymous, 2011).

Diinya lahana fiiretimi yaklasik 71 milyon tondur
(Anonymous, 2013). Tiirkiye beyaz bas lahana
iiretimi ise yaklasik 493 bin tondur. Karadeniz
Bolgesi, 115 bin ton iiretim ile Tiirkiye beyaz bas
lahana {iretiminin yaklagik % 23,3’line sahiptir
(Anonim, 2014a). Karadeniz bolgesinde Samsun ili
92.68 bin ton iiretim ile Tiirkiye beyaz bas lahana
iiretiminin % 18,8’ine sahiptir (Anonymous, 2013;
Anonim, 2014a). Ancak Karadeniz Bolgesi’nde
lahana iretim potansiyeli daha fazlaladir. Bu
potansiyele ulagilmasini kisitlayan etkenlerden
birisi de lahana kok-uru hastaligidir (Anonim,
1995; 2005; 2014b).

Lahana kok uru drenaj suyu, hareket halindeki
hayvanlar, bulasik toprak-alet-ekipman, hastalikli
fide, bitki ve bitki atiklar1 ile yayilmaktadir
(Walker, 1952). Yayilim kaynaklarinin gesitliligi
dikkate alindiginda, bu hastaligin, yakin bir
gelecekte, Karadeniz Bolgesi’nde beyaz bag lahana
yetistiriciligini sinirlandiracak 6nemli bir tehlike
olacagini sdylemek miimkiindiir.

Hastaliklarla etkili miicadele agisindan en saglikli
ve etkili yontem, mukavim cesit gelistirmektir.
Mukavim ¢esit gelistirmede yapilacak ilk is;
mukavemet genlerini tasiyan gen havuzundan,
hassasiyetin bulundugu gen havuzuna, geleneksel
ya da biyoteknolojik yontemler kullanilarak gen ya
da genlerin aktarmasidir (Kurt, 2015).

Beyaz bag lahananin iginde yer aldig1 B. oleracea
L. tiirlinlin gen havuzunda, lahana kok-uru hastaligina
dayaniklilik saglayan gen/genler yoktur. B. oleracea
L. tlirtiniin akrabasi olan, B. rapa L. (salgam) gen
havuzunda ise lahana kok-uru hastaligina
dayaniklilik arz eden genler bulunmaktadir.

Dolayisiyla bu iki tiir arasinda yapilacak tiirler
aras1 melezlemeler ile lahana kok-uru hastaligina
(Plasmodiophora brassicae Woronin) dayaniklilik
genlerinin salgam hatlarindan, beyaz bas lahana
hatlarma/gesitlerine aktarilmasi miimkiin olabilir.

Farkli kromozom sayis1 ve farkli genoma sahip bu
iki tlir arasinda yapilacak tiirlerarasi melezlemeler
sonucu olusacak F1 dolleri normal olarak haploid
ve kisirdirlar. Ancak F1 generasyonunda olusacak
primitif embriyolar, belirli bir fizyolojik olgunluk
doneminde (yaklasik 8-15 giinliik), embriyo
kurtarma teknigi ile besi ortaminda kiiltiire
alinmalan1 halinde, diisiik frekansta da olsa fertil
doller olusturabilirler. Brassica tiirleri arasinda
yapilan melezlemelerden saglikli double haploid
dollerin elde edilebilmesine iliskin protokol Kurt
ve ark. (2010) tarafindan ortaya konmustur.

Bu ¢alismanin amaciyla; Lahana kok-uru hastaliginin
Karadeniz Bolgesi’'nde tespit edilen “ECD
16/31/31” wrkina karsi dayanikli oldugu tespit
edilen bazi salgam tiirleri (Brassica rapa var
rapifera line aaBBCC, line AabbCC, line AABBcc
ve line AABBCC) ile kdk-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 bagarili olmasi durumunda lahana kok
uruna karsi muhavemet Ozelligi tasiyan genleri
biinyesinde barindiran double haploid tiirler arasi
melez genotiplerden bitkilerden bir gen havuzu
olusturmaktir.

MATERYAL VE METOT
MATERYAL
Arastirmada; bitki materyali olarak Brassica

familyasinda yer alan lahana kok-uru hastaligina
(Plasmodiophora brassicae Woronin) mukavim 4
salgam hatt1 (ECD-01-02-03-04) ve lahana kdk-uru
hastaligina karsi asir1 hassas 1 adet beyazbas
lahana ¢esidi (Diirme) kullanilmistir. Testlemede;
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DXECD-04 melez kombinasyonun 8 farkli melez
bitkisinden 210 tohum testlemede kullanilmustir.
Aragtirmada; c¢imlendirme, yetistirme ve tarla
kosullar1 olmak {izere farkli nitelikte toprak
kullanilmistir.  [n vitro  kusullarda  embriyo
kiltiiriinde MS5519 (Murashige and Skoog, 1962),
siirgiin geligimi ortami1 (0,1 mg/l IAA ve 0,5 mg/l
BAP ihtiva eden MSD4 besi ortami), kok gelisim
ortami (0,1 mg/l TAA ihtiva eden MSD4 besi
ortami), testlemede; steril bitkilerin yetistirilmesinde
0,1 mg/l IAA ihtiva eden MSD4 ortami, testlemede
10 ml igerisinde; 107 spor yogunluguna sahip
Ordu-Kabadiiz spor kiiltiirii kullanilmistir.

METOT

Laboratuvar kosullarinda, her bir ebeveyn genotip,
3 hafta ara ile olmak tizere, 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 numarah
saksilara sasirtildiktan sonra sera kosullarina
aktarilmiglardir. Sera kosullarinda 10-12 yaprakli
doneme ulasan bitkiler vernalizasyon ihtiyag¢larinin
karsilanmast amaciyla iklimlendirme odasina
aktarilip, 3 ay siire ile vernalize edildikten sonra
tekrar sera aktarilmigtir.

Sera kosullarinda melezleme olgunluguna gelen
¢icek tomurcuklarinda, ana ebeveyn olarak diirme
cesidi ve baba ebeveyn olarak salgam hatlar1 olmak
iizere melezlemeler yapilmistir. Melezlemeden 10-
15 giin sonra tohum tutan harnuplar izole edilerek
laboratuvar kosullarina aktarilmig ve strilize edilen
harnuplardan tohum taslaklari, steril kabinde,
binokiiler mikroskop atinda ¢ikarilip, besi ortamina
aktarilip, 25 °C sicaklik, 16 saat aydinlik 8 saat
karanlik ihtiva eden iklim odasina aktarilmislardir.
Besi ortaminda embriyolardan farklilagmanin
gbzlenmesinden birka¢ giin sonra olusan primitif
bitkicikler slirgiin ortamina aktarilarak gelismeleri
tesvik edilmistir. Besi ortaminda belirli bir
biiyiikliige ulagan primitif siirgiinler, kok gelisim
ortamina aktarilmiglardir. Koklendirme ortaminda
3-4 yaprakli ve sacak kok olugsumunu tamamlayan
haploid bitkiler, steril suya alinarak koklerindeki
agar ve diger kimyasal maddeler temizlendikten
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sonra % 0,05’lik Kolcisin ¢ozeltisinde 1 gece,
karanlik ortamda, bekletilerek katlanmislardir.
Katlama sonrasi sera kosullarina aktarilan double
haploid bitkiler, 10-12 yaprak ihtiva eden
biiyiikliige ulastiklarinda +4°C’de 3 aylik bir siire
ile vernalizasyon odasina alinmiglardir. Vernalize
olan bitkiler, gelismelerinin diger bolimiini
tamamlamalart  ve  ¢igceklenme  doneminde
kendilenmelerini saglamak amaciyla tekrar sera
kosullarina  aktarilmiglardir.  Izolasyon poseti
icerisinde acan ¢igeklerde kendilemeler yapilmis
ve tohum baglayan harnuplar olgunlastiklarinda
hasat ve harman edildikten sonra tohumlar
testlemede kullanilmak lizere +4°C’de
buzdolabinda saklanmustir.

Hastalik testlemesinde elde edilen DXECD-04
melez kombinasyonuna ait 8 melez bitkinin
tohumlari, 5 farkli zamanda, besi ortamina
ekilmistir. Cimlenen bitkicikler, testlemeye kadar
gelisimlerini tamamlamalar1 i¢in iklim odasina
aktarilmiglardir. Koklenmesini tamamlamig, doku
kiiltiiriinden gelen double haploid melez bitkiler
steril kabinde ¢ikarilip, steril suyla kokleri iyice
yikip, kurulandiktan sonra spor asilamasi yapilmis
saksilara sasirtilmistir. Sasirtma sonra bitkiler iki
hafta laboratuvar ortaminda bekletildikten sonra
acik almmuglardir.  Topraga
sasirtilmasindan yaklasitk 70 gilin sonra lahana
kokleri incelenerek, hastalik okumalar1 Port ve ark.
(2003)’a gbre yapilmistir. Yapilan hastalik
okumalarina gore double haploid bitkiler ve
kontrol ¢esiti igin O=dayanikli, 1=hassas, 2=hassas,
3=hassas sekilde reaksiyon kategorisi
olusturulmustur.

alana fidelerin

BULGULAR
Melezlenen tomurcuk sayisi

Arastirmalarda ebeveyn bitkiler arasinda yapilan
melezlemelerde kullanilan ¢igek tomurcugu
sayilarmna iligkin veriler Cizelge 1’de verilmistir.
Cizelge 1’in incelenmesinden de anlasilacagi gibi
biitin kombinasyonlarda toplam 831 ¢igek
tomurcugu melezlenmistir. Kombinasyon bazinda
degerlendirildiginde; DXECD-01 kombinasyo-
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nundan 242, DXECD-02 kombinasyonundan 234,
DXECD-03 kombinasyonundan 237 ve DXECD-
04 kombinasyonundan 118 ¢icek tomurcugu
melezlenmistir.

Besi ortamina ekilen embriyo sayisi

Besi ortamimna ekilen embriyo sayilarina iliskin
veriler Cizelge 1°de, besi ortamina ekilen embriyolarin
kombinasyonlara gore dagilimlan ise Sekil 1a’da
verilmigtir. Cizelge 1’m incelenmesinden de
anlasilacagir gibi toplam 2.663 embriyo besi
ortamina ekilmistir. Besi ortamina ekilen embriyolar
kombinasyonlar  bazinda  degerlendirldiginde;
DXECD-01 kombinasyonundan 523, DxECD-02
kombinasyonundan 723, DxECD-03 kombinasyo-
nundan 840 ve DXxECD-04 kombinasyonundan 577
embriyo besi ortamina ekilmistir (Cizelge 1; Sekil
la).

Haploid bitki sayis

Aragtirma sonucu elde edilen haploid bitki
sayilarina iligkin veriler Cizelge 1°’de ve haploid
bitki sayilarinin melez kombinasyonlara gore
dagilimi Sekil 1b’de verilmistir. Cizelge 1 ve Sekil
1b’nin incelenmesinden de anlasilacagi gibi toplam
813 haploid bitki elde edilmistir. Elde edilen
haploid  bitkilerin  kombinasyonlar  bazinda
degerlendrildiginde; DXECD-01 kombinasyo-

nundan 196, DXECD-02 kombinasyonundan 106,
DXECD-03 kombinasyonundan 110 ve DXECD-
04 kombinasyonundan 401 haploid bitki elde
edilmistir (Cizelge 1; Sekil 1b).
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Sekil la. Besi ortamma ekilen embriyo sayilarinin melez
kombinasyonlara gore dagilimi.

Figure la. Distribution of embryo numbers of hybrid
combinations transferred to medium.
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Sekil 1b. Haploid bitki sayilarinin melez kombinasyonlara
gore dagilimi.
Figure 1b. Distribution of haploid plant numbers of hybrid
combinations.

Cizelge 1. Melezlenen tomurcak sayist, kiiltiire alinan embriyo sayisi, elde edilen haploid bitki sayisi, hasat edilen double haploid
tohum sayisi, testlemeye alinan F2 bitki sayis1 ve dayanikli bitki sayisina iligkin veriler.

Table 1. The number of hybridized flowers, the number of embryos cultured, the number of haploid plants obtained, the number
of double haploid seeds harvested and the number of F2 plants tested and the test results.

Melezleme Melezlenen  Kiiltiire alinan ~ Olusan haploid Hasat edilen Test edilen Dayanikli bitki
kombinasyonlari tomurcuk  embriyo sayist bitki say1st double haploid F2 bitki say1st
sayist (adet) (adet) tohum sayis1 say1s1 (adet)
(adet) (adet) (adet)
Hybridization Number of Number of Number of Number of Number of Number
combinations hybridized embryos haploid plants double haploid F2 Plants of resistant
flowers cultured obtained seeds harvested tested plants
(number) (number) (number) (number) (number) (number)
D X ECD-01 242 523 196 - - -
D X ECD-02 234 723 106 - - -
D X ECD-03 237 840 110 - - -
D X ECD-04 118 577 401 293 33 33
Toplam 831 2663 813 293 33 33
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Double haploid tohum sayis1 ve mukavim bitki
sayisi

Hasat edilen double haploid melez kombinasyonlara
ait tohum sayilarina iliskin veriler Cizelge 1°de
verilmistir. Cizelge 1’in incelenmesinden de
anlasilacagi gibi kendileme sonrasit fizyolojik
olgunlugunu tamamlamis olan DXECD-04 melez
kombinasyonuna ait 8 melez bitkisinden toplam
293 adet tohum elde edilmistir. Elde edilen bu
tohumlarin in vitro kosullarda ekilmesi sonucu elde
edilen fidelerde, yapilan testleme soncu, 33 adet
fidenin lahana kok-uru hastaligina karsi toleransa
sahip oldugu belirlenmistir (Cizelge 1).

TARTISMA

B. oleracea ve B. rapa tiirleri arasinda melezleme
yapildiginda fertil dollerin elde edilme sansi,
kromozom sayilarinin ve genomlarnin farkli olmasi
sebebiyle genetik olarak sifirdir. Dolayisiyla hiicre
boliinmesi esnasinda gametlerin eslerini bularak es
olusturma sansi olmadigindan olusacak doller
kisirdir. Tiirler arasindaki melezlemelerde fertil dol
elde etme sansinin; dokusal uyumun ve akrabalik
seviyesinin artmasi ile artmakta, azalmasi ile de
azalmaktadir (Kurt, 2015). Arastirmada; 4 salgam
hatt1 ve 1 lahana ¢esidi arasinda 4 kombinasyonu
(DxECD-01, DxECD-02, DxECD-03 ve DxECD-
04) kapsamayacak bi¢imde melezleme yapmak
amaciyla 831 adet ¢igek tozlanmugtir. Bitkilerin
melezlenmesinde basar1 orani; yetistirme teknigi
paketi faktorlere ve
genotipe bagli olarak degisir. Bu nedenle bu
arastirmada kullanilan hatlarin genetik olarak sahip
olduklar1 zorluklar g6z Oniinde bulundurularak,
cevre faktorleri optimal diizeyde tutulmasi igin
bitkiler, fotoperiyot
kontrollii sera kosullarinda yetistirilerek, g¢evre
kosullarinin etkisi minimize edilmeye c¢aligilmistir.

uygulamalarina, ¢evresel

sicaklik ve bakimindan

Aragtirmada embriyo kiiltiirii  yapmak iizere
fizyolojik yas1 10-12 giin olan tohum taslaklar
besi ortaminda kiiltiire almmustir. Besi ortamina
ekilen tohum taslaklarinin salgam ve lahana melez
kombinasyonuna ait olmasi, melezin bu iki tiiriin
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ozelliklerini  biinyesinde barindiriyor olmasi,
bitkicik olusumundaki basari iizerine hem olumlu
hem de olumsuz etki etmis olabilir. Embriyo
kiltlirinde 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 orani
% 30.5 gibi olduk¢a yiiksek bir oranda
gerceklesmistir. Elde edilen bu sonug tizerinde
birinci derecede genotip faktdrii rol oynamustir.
Kiiltiire alinan embriyolarin rejenerasyon yetenegi
lizerine, genotipin etkili oldugunu daha oOnce
yapilan g¢esitli caligmalarda ortaya konmustur
(Hanzel ve ark.,, 1985; Can ve ark., 2000),
genotiplerin somatik embriyo iiretim kapasitesi
acisindan  farkliik arz ettikleri ve yiksek
embriyojenik  kapasiteli  genotiplerde, bitkiye
doniisiim oraninin da yiiksek oldugu saptanmistir
(Brown ve Atanasov, 1985).

B. oleracea ile B. rapa arasinda yapilan
melezlemelerden olusan hapoid bitkilerin in vitro
kosullardan ¢iktiktan sonra kolchisin ile muamele
edilmeleri sayesinde AC seklinde (amphihaploid)
olan genomlarinin AACC (amphidiploid) sekline
ulagmasi sayesinde tohum bagladiklar1 dolayisiyla
bu tohumlar biinyelerinde salgam ve lahana
genomlarin1  birlikte tagirlar.  Nitekim melez
bitkilerin morfolojik yapilarn incelendiginde;
lahana gibi uzun ve dik sapli ve seyrek bogum
arasina, salgam gibi yaprak kenarlarinin disli,
yaprak yiizeyinin tiiylii, yapraklarin sert oldugu
gbzlenmistir. Bircok seleksiyon 1slah calismasinda
bu tip karakterlerin g6z Oniinde bulundurulmasi
sayesinde bitki gesitleri gelistirilmistr. Dolayisiyla
geleneksel 1slah yontemleri ile kombine edilen
embriyo kiiltiir teknigi sayesinde, lahana kok uru
hastaligina kars1 dayanikli melez bitkilerden olusan
bir gen havuzu elde edilmistir.

Olusturulan gen havuzundaki tohumlarin, kok uru

hastaligina karsi dayamiklililk geni tasiyip-
tagimadiklarin1  belirlemek amaciyla, kontrolli
kosullarda ters yapilmis ve bu tohumlarin
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ekilmesinden elde edilen 33 double haploid
kendilenmis fidenin, kok uru hastaligina karsi
dayaniklilik gen/genleri tasidiklari belirlenmistir.
Melezlemelerde  Mendel  kurallart  dikkate
alindiginda bu sonug, teorik olarak da beklenen bir
sonugtur. Diger taraftan salgam ve lahana
tiirlerinin genomlarinin ve kromozom sayilarinin
farkli olmasina ragmen fertil déllerin elde edilmis
olmasi, gen havuzundaki bitkilerin lahana kék uru
hastaligina kars1 dayaniklilik genlerini tagiyabilecegi
On goriisiinii de birkez daha teyid etmektedir.
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