BI B H n Biyoloji Bilimleri Arasnirma Dergisi 6 (2): 43-48, 2013

ISSN: 1308-3961, E-ISSN: 1308-0261, www.nobel.gen.tr

Biyoteknolojik Yontemler Kullanilarak Kolza (Brassica napus L.) Bitkisinde Genetik
Varyasyonun Artirilmasi

Fatih SEYIS* Emine AYDIN

Recep Tayyip Erdogan Universitesi Ziraat ve Doga Bilimleri Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimii, Katori Mevkii Pazar/Rize

*Sorumlu yazar Gelis Tarihi: 01 Aralik 2013
e-mail: fatih.seyis@erdogan.edu.tr Kabul Tarihi: 25 Aralik 2013
Ozet

B. oleracea diger Brassica tiirleri gibi ¢ok iyi bilinen bir Brassica tiirtidiir. B. rapa, B. nigra, B. juncea, B. carinata ve
B. napus gibi diger Brassica tiirleri ile beraber U akrabalik {iggenini olusturmaktadir. Brassica cinsinden gelistiren genotipler
diinya ¢apinda 1slah ve yetistirme teknigindeki gelismeler nedeniyle en 6nemli bitkisel yag kaynaklart haline gelmistir. 1970’
li yillardan beri yiriitiilen kalite 1slah1 ¢alismalarindan dolay: ise kolza (Brassica napus L.) bitkisinde genetik varyasyon
daralmistir. Bitki 1slahinda, istenen varyasyon tlir icersinde bulunmaz ise yakin akraba form ve tiirlerinden
faydalanilmaktadir. Giiniimiize kadar yapilan ¢aligmalarda, tiirler arasi melezleme yoluyla gelistirilen kolza (B. napus L.)
formlar1 morfolojik ve molekiiler yontemler kullanilarak karakterize edilmis ve bu formlarin yeni bir gen havuzunu meydana
getirdigi ortaya konmustur. Ozellikle, diisiik erusik asit 6zelligi yoniinde yapilan ¢alismalar sonucunda B. rapa (AA), B.
napus (AACC) ve Brassica juncea (AABB) tiirlerinde diisiik erusik asit igerigine sahip mutantlar tespit edilmistir. B.
oleracea tiirtinde ise diisiik erusik asit igerigine sahip formlar 1990’ Ii yillarin sonunda kesif edilmistir. Bagka ¢aligmalarda
oldugu gibi, bu genotiplerin kullanilmasiyla, tiirler aras1 melez kolza (B. napus L.) hibritleri gelistirilmistir. Bu ¢aligmada
biyoteknolojik yontemler kullanilarak kolza (B. napus L.) bitkisinde genetik varyasyonun artirtlmasi konusu tartigilmastir.

Anahtar Kelimeler: kolza, biyoteknoloji, genetik varyasyon, 1slah

Increasing Genetic Variation In Rapeseed (Brassica napus L.) Using Biotechnological
Methods

Abstract

B. oleracea L. is like other Brassica species a well known species. It forms wit the other species B. rapa, B. nigra, B.
juncea, B. carinata and B. napus the Triangle of U. Genotypes developed from the genus Brassica evolved worldwide to the
most important oil crops due the developments in breeding and agronomical practice. Because of intensive breeding work
beginning from the 1970’ s genetic variation in rapeseed (B. napus L.) this crop plant gets limited. In plant breeding if the
targeted variation is not present species inside related forms and species come into use. Up to know, developed interspecific
rapeseed (Brassica napus L.) forms were characterized using morphological and molecular methods and it was determined
that these forms are representing a new gene pool. Specially, with studies dealing with low erucic acid content low erucic
acid mutants could be obtained in the species B. rapa (AA), B. napus (AACC) ve Brassica juncea (AABB). LOw erucic acid
mutants were found in B. oleracea at the beginning of 1970’s. As in similar studies, interspecific rapeseed (B. napus L.)
hybrids were develped. develped using these material. In this study the issue increasing genetic variation in rapeseed (B.
napus L.) using biotechnological methods was discussed.
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GIRIS tizere tiirler aras1 bir melez bitkidir ve sentetik
olarak  bu  bitkiyi meydana  getirmek
Bitki 1slah1 igin vazgecilmez unsur genetik ~ miimkiindiir. Klasik yontemler ile meydana
varyasyondur. Bitki 1slahgis1 oncelikle ulasmak getirilemeyen varyasyon diger birgok bitkide
istedigi varyasyonu tiir icersinde arar, bulamaz oldugu gibi bu kiltir bitkisinde de
ise yakin tiir, akraba ve cinslerde bu &zelliklere biyoteknolojik yontemler kullanilarak
ulagsmaya cahsir. Tiir i¢i ve yakin akrabalar olusturulabilmektedir. Kolza (Brassica napus
arasindaki melezlemeler sonucu rahatlikla L.) bitkisi tarimsal olarak kullanilan bitkiler
tohum elde edilmekle beraber, 6zellikle tiir ve arasinda biyoteknolojik ve gen teknolojisi
cinsler aras1 melezlemelerde tohum elde etmek metotlarina uygun nadir bitkilerden bir tanesidir
giigtiir.  Kolza (B. napus L.) bitkisi bilindigi ~ [11, 27, 28, 17, 21].
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Kolza (B. napus L.) de Islah Amaclar1 ve
Bu Amagclara Ulasmada Kullanilan Genel
Yontemler

Tablo 1’ de goriilebilecegi gibi tane verimi,
verim garantisi ve tane kalitesi gibi 1slah
amaglarina ulagmada sadece klasik yontemler
kullanilmamakta, biyoteknolojik yontemler de
basaril1 olarak kullanilabilmektedir.

Tablo 1. Kolza (B. napus L.) Islahinda Kullanilan
Yontemler

Islah Amact Ozellik/Yontem Metod

Tane Verimi Tiarler arasi melezleme yoluyla genetik IV, TD
tab genigletilmesi
Double haploidierin kullanik IV,TD
Kantitatif 6zelliklere etki eden genlerin MM, FV
tespit edilmesi
Hibritislahiicin gen havuzlarinm
olusturulmas:

Verim Garantisi | Kisa dayamkhhk, yatmaya dayamkhhk TD,MM, MG, IV,
vs. GT
Hastahklara ve virisl y GT
Zararhlara dayamkhhk TD,IV,GT
Herbisitlere dayamikhhk IV,MG, GT
Besin maddelerini degerlendirme TD,IV,GT
astinligi

Tane Kalitesi Degerli bilegenlerin orami KA, TD,MM, GT
Ham Seliiloz Oraninin Azaltibmasy KA, TD,MM, GT

IV=in vitro teknikleri (hiicre ve doku kiiltiirleri, Embryo rescue, in
vitro  seleksiyonu), MG=mutagenez, TD=Fenotipin tarla
denemelerinde belirlenmesi, MM=genotipin molekiiler markerler
ile tespit edilmesi, GT=gen transferi, KA=fenotipin Kalite
analizleri ile tanimlanmasi (Kaynak: Friedt ve Liths 2000)

Kolza (B. napus L.) Islahinda Kullanilan
Biyoteknolojik Yontemler

Bu bitkinin 1slahinda kullanilan
biyoteknolojik yontemleri asagidaki sekilde
siralamak ~ mimkiindiir:  a. Mikrospor
teknolojisi  b. Cins- ve tiirler arasi
melezlemeler c. Aseksiiel melezlemeler
(Protoplast fiizyonu) ve d. Gen Teknolojisi

Mikropor Teknolojisi

Olgun olmayan polenlerden yiizde yiiz
homozigot, double haploid bitkilerin elde
edilmesi konusunda giiniimiizde mikrospor
kiiltiirti biiyiik 6nem kazanmistir.

Giliniimiizde nerdeyse biitiin kolza (Brassica
napus L.) 1slahgilar1 kendi laboratuarlarinda
klasik 1slah caligmalarinda uzun yillar alan
kendileme ve seleksiyon ¢aligmalarina alternatif
olarak  Double  haploid (DH) hatlar
gelistirmektedirler [20, 10]. DH hatlar1 6zellikle
kalite 1slah1  programlarinda  gelistirilecek
hibritlerin  ebeveynleri olarak ve genetik
aragtirmalarda temel materyal olarak Onem
kazanmaktadirlar [20, 10, 4, 32, 14, 5, 31].

Cins ve Tiirler Aras1 Melezlemeler

Brassica napus (AACC, 2n=38)" un dogada
B. rapa (AA, 2n=20) ve B. oleracea (CC,
2n=18) tiirlerinin melezlenmesi sonucu meydana
geldigi ifade edilmektedir (U 1935). iki ebeveyn

tiriin ~ yabani formlarmin  yogun olarak
bulundugu  Akdeniz  Boélgesinin  Avrupa
kisminda bu dogal melezleme olayinin

gerceklesmis oldugu bolgelerden biri oldugu
tahmin  edilmektedir.  Bitkinin  evriminde
meydana gelen eksiklikler, sinirli gen havuzu
icersinde ylriitilen yogun 1slah calismalar1 ve
kiiltire alimma tarihinin ¢ok kisa olmasi gen
havuzunun daralmasina sebebiyet vermistir [8].

Yine de istenen Ozelliklerin aktarilmasi
hususunda ebeveynlerin kullanilarak
gelistirilecek melezler biliyik Onem arz

etmektedir. Cins ve tiirler arast melezlemelerde
tozlanma/ddllenme  asamalarinda  bariyerler
olmasina ragmen doku kiltiiri ortaminda
embriyo kurtarma (embryo rescue) yoOntemleri
ile bitkicikler elde edilebilmektedir [19, 28].
Ozellikle kolza (B. napus L.) bitkisinde diploid
ebeveynler istenen Ozellikler bakimindan 6n
seleksiyona tabi tutulursa gelistirilecek tiirler
arast melezlerde 1slah amacina daha kolay
ulagilabilmektedir [6, 14].

Tablo 2’ de kiyaslama olmasi bakimindan
hem iki ebeveynden, hem de diger Brassica
tiirlerinden aktarilan ozellikler bazi yayinlar
secilerek belirtilmistir. Tablo 2° de belirtildigi
gibi kolza (B. napus L.) islahinda onemli olan
sar1 tohumluluk ve diisiik erusik asit, ki burada
erusik asit diploid ebeveynden B. napus ° a
aktarilmigtir, gibi onemli 6zellikler bu bitkinin
gen havuzuna kazandirilmstir.

Tablo 2. Tiirler aras1 melezleme yoluyla B.  napus
bitkisine aktarilan 6zellikler
Gelistirilen Ozellik Donér Kaynak
Erken gigeklenme B.rapa,B. oleracea  (Akbar, 1989)
B. oleracea (Rahman ve ark. 2011)
Saritohumkabugurengi  B. carinata,B. juncea (Rashid veark., 1994)
B.rapa (Rahman, 2001)
Phomakok girikliga  B. juncea (Roy, 1984)
B. carinata,B. juncea, (Sjodinve Glimelius, 1989)
B. nigra
Kendine Uyugmazhk B. oleracea (Ripley ve Beversdorf, 2003)
(S allelleri)
B.rapa,B. oleracea  (Rahman,2005)
Disik erusikasitozelligi B.rapa,B. oleracea  (Seyisveark.,2005;
Seyis ve Friedt, 2010)

Kaynak: Bennett’den [2] degistirilmistir
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Embriyo kurtarma teknikleri

Bitki 1slah1 bakimindan 6nemli bir 6zellik
acisindan tiir icerisinde varyasyon yok ise bitki
islahgist tiir ve cinsler arast melezlemeler
yapabilir.

Burada gerekli sart déllenmenin ilk asamada
prezigotik uyusmazlik mekanizmalar1 tarafindan
engellenmemesidir. Bunun gibi
melezlemelerde genelde basarili bir dollenme
olayindan 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  besini elinden alinmakta ve
O0lmektedir. Bu noktada Embryo rescue-
yontemleri devreye girmektedir: a. in ovulum
kiiltiirii: burada gelismekte olan tohum taslaklart
doku Kkiiltiri ortamuna aktarilmaktadir; b.
Ovaryum kiiltiirii: Bu yontemde gelismekte olan
biitiin ovaryum kiiltiire alinmaktadir; c. Embriyo
Kiiltiirii:  Gelismekte olan saglam embriyo
tohum taslaklar icersinden alinarak uygun besi
ortamina aktarilir.

Her ii¢ yontemde de besi ortami endospermin
fonksiyonunu {iistlenmekte ve hibrit embriyonun
gelisimi  saglanmaktadir. Embryo  rescue
yontemiyle simdiye kadar farkli tarimsal olarak
onemli kiiltiir bitkilerinde tiirler aras1 ve cinsler
aras1 melezler olusturulmus ve 1slah bakimindan
uygun Ozellikler kiiltiir formlarina aktarilmistir.
Her bir yontem kolza (B. napus L.) de
uygulanabilmekle beraber burada sadece in
ovulum kiiltiirii anlatilacaktir.

Bu yontemde emaskule edilen tormurcuklar 2
gin bekledikten sonra tozlanir, dollenme
gerceklestikten yaklagik 5-12 giin sonra heniiz
olgunlagsmamig tohum taslaklar1 besi ortamina
aktarilir.

Brassica-tiirlerarasi melezlerin olusturulmasi (in

ovulum kiiltiiri) mimhup
arinin in

2 giin sonra vitro muamale
i 237 _.'”ZI"“' ; . edilmesi
$ $ .- -
N £ | -

Tomurcuk Emaskiile Olgunlasmam:
$
Dénemi ol tohum taslaklar
amphihaploid Hibritlerin | S tohum
kolhizin ile muamele Emb’yo Rescue tulal(larmml

adiln1 gimlenmesi
™
I . |
¢ topraga 50 ortamina
- < -3 7
n

aktarilmasi " ,' e ) aktarma
Sekil 1. Brassica napus L. ¢ de in ovulum kiiltiiri
(Seyis ve ark., 2005)

T

ex vitro

Protoplast Fiizyonu

Steril besi ortaminda ¢imlenme
gerceklestikten sonra amfihaploid bitkicikler
meydana gelmekte, bu bitkicikler 6nce gelisme

ortamma ve daha sonra disa ortama
aktarilmaktadir. Kromozom  katlamasindan
meydana gelen amfidpliod bitkiler 1slah

materyali olarak kullanima hazirdirlar.

Genelde uzak akraba olmalarindan dolay:
olusturulamayan bitkiler somatik hiicrelerin
fiizyonu ve akabinde in vitro da tam bitkiciklerin
gelistirilmesi neteicesinde elde
edilebilmektedirler. Kolza (B. napus L.)
bitkisinde protoplast flizyonu bir¢ok ¢alismada
basarili olarak kullamilmistir [30, 27, 9].
Ozellikle turp (Raphanus sativus L.) bitkisinden
protoplast flizyonu ile kolza (B. napus L.)
bitkisine aktarilan Ogu/INRA CMS-Sistemi [22]

hala glinlimiizde ticari  hibrit ¢esitlerin
gelistirilmesinde basarili olarak
kullanilmaktadir.

Gen Teknolojisi

Kolza (B. napus L.) yagmin gida ve
endiistriyel yag sanayinin farkli alanlarinda daha
rekabetci hale gelebilmesi i¢in kolza (B. napus
L.) yag1 yag asitlerinin modifiye edilmesi kolza
(B. napus L.) molekiiler genetigi ve 1slahiin
onemli bir amaci haline gelmistir. Bu anlamda
asil amagclardan bir tanesi farkli endiistriyel
amagclara hitap edebilecek hammadde elde etmek
amactyla tohum yagindaki belirli ya da
fonksiyonel yag asitleri oraninin en yiiksege
cikartilmasidir [23, 13]. Bununla beraber, son
yillarda sebze gida friinlerinin kalitesi de
artmistir. Bu gibi besleyici maddelerinin spesifik
ozelliklerinden hareketle genetik miihendisligi
depo lipitleri ve tokoferoller ve diger vitaminler
gibi sekonder bilesenleri degistirme imkani
vermekte ve bu sayede 0zel besin ihtiyaglarini
ve hatta tibbi ihtiyaglarin karsilanmasi miimkiin
olmaktadir [12, 1]. Kolza (B. napus L.) yag1 gida
ve gida dis1 kullanimda ¢ok genis bir kullanim
alanina ve olumlu &zelliklere sahip olmasi
nedeniyle essizdir. Kolza (B. napus L.)
bitkisinde bitki lipit biyosentezine genetik
miihendisligi ile miidahale edilmesi sonucu ticari
cesitler de gelistirilmistir ve genetik olarak
degistirilmis yag asidi kompozisyonuna sahip
gesitler piyasada bulunmaktadir.

Tablo 2 incelendiginde kolza (B. napus L.)
bitkisinde dogal olarak bulunan erusik asitce
yiiksek genotipler yaninda, farkli yontemler ile
dogal varyasyonun disinda kisa, orta ve uzun
zincirli yag asitlerini yliksek oranda ihtiva eden
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genotiplerin genetik miihendisligi kullanilarak
gelistirilebilecegini soylemek miimkiindiir.

de Block ve ark. [3] ve Poulsen [21]’nin
yayinlarinda belirtildigi gibi kolza (B. napus L.)
bitkisinde birgok transformasyon protokolii
geligtirilmis ve bu calismalar neticesinde bu
bitkiye tamamiyla yeni sayilabilecek oOzellikler
kazandirilmstir.

Tablo2. Yag kalitesine gore kolza (B. napus L.)
bitkisinde yag asidi kompozisyonu (%)

Yag Kalites Islah Yontemi Yag asidi kompozisyom
120 | 140 | 160 | 180 | 181 | 182 | 183 | 20:1 | 221
Canola Matasyon,
Kask sdah 4 |2 (60|21 )10
Otipi tirder aras1 | Embriyo kidtira
tezkolza 4 |1 (5 |21 14|1 (01
YiksekErusk | Dogal varyasym,
SR 3 15 (13| 9 58
genetik mihendidig
Yiksek lamik 37|14 |13 |1 |33 |12|7
Yiksekmirisik | Genetikmihendisli | - |18 |23 | 2 |34 | 15| 4 | -
Yiksek Steank | Genetik mihendidiy | - 4 (29 (15|19 (22| 1
Yiksek Oleik Matasyon - 4 (2 (8|55 2
Yiksek Oleik | Genetik mihendisiy | - 4 |1 |84|5 3|1
Diigik Linolenk | Matasyon ” 426|231
Digik Linolenk | Genetik mahendisli | - 4 |2 (68221 |1

Laurik asit (C12:0), Miristik asit (C14:0), Palmitik asit (C16:0),
Stearik asit (C18:0), Oleik asit (C18:1), Linoleik asit (C18:2),
Linolenik asit (C18:3), Eikosenik asit (C20:1), Erusik asit (C22:1)
(Kaynak: Friedt ve Snowdon, 2009)’ dan gelistirilmistir)

Agrobacterium tumefaciens bakterisinin Ti
plasmidi kullanilarak kolza (B. napus L.)
bitkisinde etkili bir transformasyon araci
olusturmak  miimkiindiir ve bu sistem
kullanilarak yag asidi sentezinin degistirilmesi,
polen kisirligmin olusturulmas: ve biitiin
diinyada ticari Oneme sahip olan herbisitlere
dayaniklillk  gibi  ozellikler bu  bitkiye
aktarilabilmistir [18, 15, 16].

Yeni Ozelliklerin Kesfi

B. oleracea ‘ da diisiik erusik asit igerigine
sahip genotipler ilk kez Almanya’da (Liihs
2000) tarif edilmistir. Bu genotiplerden ikisi
Ladozshkaya ve Kashirka [25] vernalizasyon
ihtiyaci, cicek ve yaprak ozellikleri, yag asitleri
ve glikosinolat icerikleri bakimindan
tanimlanmistir. Eisenkopf genotipi de katilarak
Kashirka ve Ladozshkaya dahil {ii¢ lahana
genotipinin  yag asitleri kompozisyonlarini
yaymlanmistir [26]. Bu {i¢ genotipte erusik asit
iceriklerinin % 0’ dan % 45’ e kadar degistigi
bildirilmistir. Caligmada bu materyalin kolza (B.
napus L.) 1slahinda genetik materyal olarak
onemini vurgulamiglardir. Lahana (B. oleracea
L.) bitkisinde bu 6zelligin bulunmasi ve doku
kiiltiirti destekli tiirler aras1 melezleme yoluyla

kolza (B. napus L.) bitkisinin gen havuzuna tiir
icinden gelmeyen bir 6zellik kazandirilmistir.

SONUC VE ONERILER

Tirler arasi melezleme yoluyla kolza (B.
napus L.) bitkisinin doku kiiltiirii destekli
embriyo kurtarma yontemleriyle sentetik olarak
olusturulabilmesinin kesfi (U 1935) kolza (B.
napus L.) islahi i¢in 6nemli olmustur. Son 30
yildir 6zellikle verim ve kalite 1slahinda
kullanilmak iizere tiirler arasi melez Kolza
formlariin gelistirilmis oldugu bu calismada
daha 6nce de agiklanmusti.

Iki diploid ebeveyn olan B. oleracea ve B.
rapa tiirlerindeki morfolojik ve genetik farklilik
yeni gelistirilebilecek melezlerden nasil bir
varyasyon elde edilebileceginin canli kanitidir.
Bununla beraber, ebeveynlerin istenen 6zellikler
bakimindan ©n seleksiyonunun ileriki 1slah
asamalart i¢in ne kadar OGenmli oldugunu
belirtmekte fayda vardir.

Ozellikle diisiik erusik asit icerigine sahip
lahana (B. oleracea L.) formlarinin tespit
edilmesi B. napus L. Bitkisinin 1slahinda yeni
firsatlar meydana getirmistir.

Tiirler aras1 melez kolza (B. napus L.) kolza
formlarinda verimlerinin diisiik olacagini tahmin
etmek ebeveynlerinin genelde sebze formlari
olmasi nedeniyle gii¢ degildir. Bu nedenle, tespit
edilen disiik ersuik asit igerigine sahip bu lahana
(B. oleracea L.) genotipleri ile tiirler arasi
melezleme yolu ile kaliteli kolza (B. napus L.)
formlar1 gelistirmek miimkiin olmustur [24, 26].

Ayrica bu materyalin kalite ve verim
yoniinden mevcut 1slah materyaline entegre
edilme imkani mevcuttur. Bu da gelistirilen bu
melez hatlar ile daha sonra semi-sentetik formlar
ya da test hibritlerinin olusturulmas: seklinde
gerceklesecektir.

semi-sentetik
formlann olusturulmasi

~_ —

Verimi yiiksek 1slah materyaline entegrasyonu miimkiin

Kalite ve verim

I

Tiirlerarasi melezleme ile kaliteli kolza formlarinin gelistirilmesi

Sekil 1. Kolza (B. napus L.) da gelecekteki islah
hedefleri

Test hibritlerin
olusturulmasi
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