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SENTETIiK TOHUM
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1950’1erde bitki doku kiiltiirtinde kallustan “somatik embriyo” olarak adlandirilan embriyo ve embriyo benzeri
yapilarin gelistigi gozlenmistir. Somatik embriyolar ve zigotik embriyolarin gecirdigi evreler benzerdir. Somatik
embriyolar degisik uygulamalarla sentetik tohumlara doniistiiriiliir. Sentetik tohumlar yas tohumlar ve kurutulmus
tohumlar olarak iki tiptir. Farkli yontemlerle sentetik tohum {iretilmesi, 6zellikle verimli tohum iiretemeyen bit-
kiler icin kullanmigh olmustur. Bu metod transgenik bitkilerin c¢ogaltimi i¢in de Onemlidir. Bitkilerin elit
genotiplerinin saklanmasi ve hibritlerin somatik ¢ogaltiminda da kullanilmaktadir. Nesli tiikenmekte olan tiirlerin
germplasmlarinin ve tohumlart kurumayan tropik tiirlerin iiretimi ve saklanmasinda bu teknik temeldir.
Biyoteknolojik yolla iiretilmis yeni bitki hatlarinin dagitimi ve depolanmasi i¢in yeni imkanlar sunar.

Anahtar Kelimeler : Somatik embriyo, Sentetik tohum, Kapsiilasyon

SYNTHETIC SEED
ABSTRACT

Embryo and embryo like structures were developed from callus - called “somatic embryo”- were observed in
plant tissue culture in 1950’s. Developing stages of somatic embryo and zygotic embryos are similar. The somatic
embryos have been converted to synthetic seeds by various processes. There are two types of synthetic seeds : Hy-
drated seeds and desiccated seeds. Synthetic seed production by different processes is especially useful for plants
which do not produce fertile seeds. This method is also important for the propagation of transgenic plants. It is
also used for storing of elite genotypes of plants and somatic propagation of hybrids. This technique is extremely
essential for producing and storing of germplasms of endangered species and tropic species of which seeds are not
dried. It serves new opportunities for delivering and storing of biotechnologically produced new plant lines.
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1. TOHUM NEDIR ve NASIL CIMLENIR?

Spermatophyta subesindeki c¢icek acan, polen,
yumurta hiicresi olusturan ve ddllenme sonucunda to-
hum meydana getiren yaklagik 236 000 bitki tiirii bu-
lunmaktadir.  Gymnospermlerde ~ 700-750 ftiir,
angiospermlerde ise 170 000 tiir dikotiledon, 65 000
tir monokotiledon vardir (Raven vd., 1999). Bunlar
arasinda verimli ve saglikli tohum verebilenlerin
yanisira, ¢esitli sorunlar nedeniyle verimsiz ve cansiz
tohum olusumu goriilen tiirler de bulunmaktadir. To-
hum; embriyo, besi doku (endosperm) ve tohum kabu-
gundan (testa) olusan doéllenmis olgun tohum taslagina
denir.

Embriyoyu besleyen besidoku ¢ogunlukla
endospermdir. Bazen nusellus veya kotiledon gibi bas-
ka yapilar besleyici gorev iistlenebilir. Olgun tohumlar
genellikle endospermli ve endospermsiz tohumlar ola-
rak ikiye ayrilir. Birgok yabani ve kiiltiir bitkisinin to-
humlar1 olgunlasip ana bitkiden ayrildiktan sonra, ¢im-
lenmeleri i¢in uygun kosullar olsa bile ¢cimlenemezler.
Boyle bitkilerin tohumlar1 birka¢ hafta veya ay hatta
birkag yila kadar olabilen dormansi (uyku) haline gi-
rerler. Tohum dormansisinin bitkiye biiyiik yarar var-
dir ve uygun olmayan kosullarin atlatilmasina olanak
saglar. Tohumlarin canliliklarini ve ¢imlenme yetenek-
lerini koruduklari siire, bitkilere gore degisiklik goste-
rir. Bitkilerinin ¢ogunun tohumlar1 canliliklari 10-25
yil koruyabilirler. Cimlenen tohumlarimn yiizdesi yas ile
yavas yavas azalir (Unal, 1988).

Cimlenme, tohumdaki embriyodan olgun bir bit-
kinin gelismesindeki ilk adimdir. Bir tohumun ¢im-
lenmesi i¢in su almasi gerekir. Hidratasyonla tutulan
fazla su nedeni ile sisme olay1 gerceklesir. Cimlenme
sirasinda ayni zamanda solunum hizi artar. Depo mad-
deleri hareketlenir. Depo nisastast enzimatik olarak
parg¢alanma ile basit sekerlere ayrilir ve bu sekerlerde
embriyoya taginarak biiytime olay1 i¢in gerekli enerjiyi
saglar (Unal, 1988).

2. SOMATIK EMBRiYOGENEZ

Embriyo normal sartlarda, polenden gelen sperm
hiicresi ile yumurta hiicresinin birlesmesi ile (d6llen-
me) olusan 2n kromozomlu zigotun ardi ardina boliin-
mesi sonucu olugsmaktadir. 1950’lerde bitki doku kiil-
tiirtinde kallustan da embriyo ve embriyo benzeri yapi-
larin  gelistigi  gozlenmis fakat ilk  somatik
embriyogenez 1958’de Steward ve ark. tarafindan ha-
vugta somatik dokulardan gerceklestirilmistir. Ozellik-
le zigotik embriyolardan alinan pargalar yiiksek
totipotensi kabiliyetinden dolayr 6nemli bir eksplant
kaynagidir. Kallus ve vegetatif dokulardan gelisen bu
embriyolar somatik embriyo olarak adlandirilmakta-
dir (Babaoglu vd., 2001).

Glinlimiizde bugday (Triticum aestivum), asma
(Vitis), geltik (Oryza sativa), soya (Glycine max), be-
zelye (Pisum sativum) ve yonca (Medicago sativa) gibi
pek ¢ok onemli kiiltlir bitkisinde yiiksek oranda soma-
tik embriyo treten cesitli yontemler geligtirilmistir.
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Giinlimiizde in vitro kiltir sartlarin1 ve Ozellikle de
bitki biiylime diizenleyicileri kullanilarak bir bitkinin
herhangi bir doku veya organindaki somatik hiicreden,
dogrudan ve kallus yolu ile embriyo elde etmek miim-
kiin olabilmektedir (Babaoglu vd., 2001).

Somatik doku hiicreleri dncelikle yiiksek oranda
oksin (genellikle 2,4-diklorofenoksi asetik asit (2,4-D),
pikloram, naftalen asetik asit (NAA), dikampa iceren
ortamda kiiltiire alinir daha sonra da oksin igermeyen
ikinci bir ortama aktarilirlarsa embriyo iiretme yetene-
g1 kazanmaktadirlar. Somatik embriyogenezde en ¢ok
kullanilan kiiltiir ortam1 MS (Murashige ve Skoog,
1962) ortamudir. Oksinlerin somatik bitki hiicrelerine
embriyo Uretimi i¢in yeniden zigotik bir kapasite ka-
zandirdig1 bilinmektedir (Babaoglu vd., 2001). Bu me-
totlarla elde edilen somatik embriyo bazi &zellikler
gosterir:

1. Somatik embriyodan elde edilen bitkiler genetik
olarak klon olustururlar. Zigotik embriyodan gelen
bitkiler bir agilim gosterirler.

2. Zigottan gelisen iki ¢enekli bitki embriyosunun
gosterdigi gelisim safhalarini somatik embriyolar
da gosterir (Sekil 1- 4).

3. Somatik embriyolar organogenez yoluyla olusan
stirglinlerden farkli olarak gévde-kok eksenine ay-
n1 anda sahiptirler ve asil doku ile vaskiiler baglan-
tilar1 olmadigindan dokudan kolaylikla ayrilabilir-
ler (Sekil 2).

4. Besi doku(endosperm) icermezler.
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Sekil 1 Somatik embriyolar da zigotik embriyolarin
gecirdigi evreleri ayn1 sekilde gecirirler

Dikotiledonlar ve koniferler globular, kalp,
torpedo ve kotiledon (olgun embriyo) embriyo gelisim
evrelerini  gdsterirken, monokotiledonlar globular
skutellar, koleoptilar embriyo gelisim evrelerini gegi-
rirler (Raven vd., 1999). Once bir tiir icin somatik
embriyogenez ile embnyo elde edilmesi ve bitkiye do-
niisim yetenegi yiiksek embriyo iiretimi aragtirilir.
Somatik embriyogenez ile olugturulan embriyolarin
kalitesinin artirilmasi da 6énemli bir aragtirma konusu-
dur (Redenbaugh, 1990). Ardindan elde edilen embri-
yo miktarmi artiracak  kiiltiir metodu gelistirilir. En
cok kullanilan yontem bioreaktdrlerde kontrollii sartlar
altinda somatik embriyo {liretmektir. Bioreaktorler kiil-
tiir devam ederken, kiiltiir ortaminin, pH’nin, O,, diger
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Sekil 2 Dactylis glomerata’nin somatik embriyosu A. Dar bir suspensorle
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bexis 2o ;Y

. e SR |
yaprak eksplant1 iizerindeki somatik

embriyo. B. Bazale bagli proembriyonal kompleksden somatik embriyonun gelisimi (Gray ve

Purohit,1991)

gazlarin ve sicakligin kontrol edilebildigi dolayisi ile
devamli {retimin saglandig1 diizeneklerdir. Konta-
minasyonun en aza indirildigi bu sistemler de mak-
simum seviyede homojenizasyon saglanamaktadir.
Ik biyoreaktorle somatik embriyo iiretimi havugta
(Daucus) yapilmistir. (Stuart vd., 1987). Bu asama-
dan sonra sentetik tohum elde edilmesi evresine gegi-
lir.

Sekil 3 Dikotil bir tiir olan Vitis (asma)’in Somatik
embriyosunun hipokotilden gelisimi (direkt
somatik embriyogenez) (Gray ve
Purohit,1991)

Sekil 4 Vitis (asma)’ in zigotik embriyosu (solda) ile
somatik embriyosunun (sagda) yan yana go-
rlinlisii (Gray ve Purohit,1991)

3. SENTETIK TOHUM

1970’1erde ilk kez sentetik tohum veya yapay to-
hum terimleri bitki tohumlar1 ile analog olarak kulla-

nilmistir. Sentetik tohum {iretilmesi, 6zellikle canli
tohum iiretemeyen bitkiler i¢cin kullanigh olmustur
(Shu, 2003). Klon olarak iiretilen bitkilerin ¢ogaltil-
mast ve klonlanan ozelliklerinin devami amaci ile
sentetik tohum c¢aligmalart yapilmistir (Redenbaugh,
1990). Somatik embriyo iiretiminin hizla gelismesi,
sentetik veya sahte tohum liretimi agisidan ticari iire-
time avantaj saglamis ve zaman iginde sentetik to-
humlarin farkli formlar1 ortaya ¢ikmistir. Ik sentetik
tohumdan bitki olusumu, doku kiiltiiriinden elde edi-
len somatik embriyonun basit¢e hidrate edilmesiyle
yapilmistir. Ciplak embriyo ile baz1 bitkiler igin hizli
klonal ¢ogalma saglamasina ragmen, bu metod, is
giicii ve harcamalar1 yiiksek, iiretim verimi ¢ok az
olan bir yontemdir. Koruyucu kaplama sistemlerinin
denenmesiyle bu sorunun istesinden gelinmis, ol-
dukca basarili sonuglar elde edilmistir. Hidrate ol-
mus, kapsiillenmis embriyolar yalnizca birka¢ hafta
icin  diisik  sicaklikta depo  edilebiliyordu
(Redenbaugh vd., 1986; Fujii vd., 1989; Fujii vd.,
1992). Kurutulan ve % 20’den daha az nem igeren
somatik embriyolarin daha uzun siire depolanmasi
sagland1 (Mckersie vd., 1989). Bu olay ile sentetik
tohum teknolojisi atilima ge¢mis, hizla gelisme im-
kant bulmustur. Sonugta yonca (Medicago), havug
(Daucus carota), Norve¢ ladini, kereviz (Apium
graveolens) ve kahve (Coffea arabica) gibi tropik
tirlerde (Redenbaugh, 1990) de sentetik tohum f{ire-
tilmistir (Sekil 5).

Sentetik tohum teknolojisi agsagidaki konulardaki
ilerlemelere bagl olarak gelismistir (Onishi vd.,
1994):

1. Dikildiginde yiiksek bitkiye doniigiim orani yiik-
sek somatik embriyolar iiretebilmek,

2. Kiltir sisteminin tasarimi

3. Somatik embriyogenez ve kapsiilasyon arasinda-
ki gerekli uyumun saglanmasi

Onishi ve arkadaglar1 (1994), havugta kapsiile a-
linacak somatik embriyolarin kalitesini yilikseltmis ve
bitkiye doniisiim orani yiiksek embriyolar elde etmis
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Sekil 5. Kaplanmus sentetik tohum ve tohumlar (Shu, 2003; Deber

lerdir. Hiicre gogaltimi igin sivi ortam yerine kati or-
tam kullanmiglardir. 2.5 gr. kallustan bir ay icerisinde
509 000 adet torpedo evresinde embriyo, embriyo
gelisimini takip eden dehidrasyon isleminden sonra
261 000 iyi gelismis ve vitrifiye olmayan embriyo
elde etmislerdir. Bunlardan 41 000 adet somatik emb-
riyonun kapsiile alinabilir 6zellikte oldugunu gérmiis-
ler ve kapsiile almiglardir. Bunlardan % 80’ini de
sera sartlarinda bitkiye donistiirmiislerdir. Sonug
olarak; dogrudan embriyoyu ekmek yerine
embriyoyu kaplayarak ekmenin daha yararli oldugu-
nu gostermisglerdir.

Yonca (Stuart ve arkadaslar1 1987) ve havucta
(Molle ve arkadaglar1 1993) bioreaktorde ¢ok miktar-
da ve ayn1 gelisim evresindeki yiiksek kaliteli soma-
tik embriyolar iretilmisdir. Kullanilan biyoreaktor-
lerin hacmi sinirlayicidir. Molle ve arkadaslari
(1993), havugta 10 litrelik biyoreaktorlerde %77 bit-
kiye doniisiim orani, %100 yasayabilme kabiliyeti,
gelisimde es zamanlilik (%90 torpedo sekilli embri-
yo) ve yiiksek iiriin (0.7x10° emb/L) kapasitesine u-
lasmislardir. Biyoreaktdrlerin basitligi ve islemin ko-
lay olmasi, ticari tiretim icin biiyiik yarar saglar. Bu
amagcla 20 cm. ¢apinda, manyetik karigtiricili, 8 litre-
lik kiiltlir kaplar1 da kullanmiglardir. Farkli bitki tiir-
lerinde de bioreaktorler ile somatik embriyolarin tire-
tilmesi aragtirilmistir.

Sentetik tohum {iretiminde temel olan materyal-
ler bitki propagulleri; yani bitkiden dogal olarak
elde edilen siirgilin tomurcuklari ve bitki doku kiiltiirti
yoluyla elde edilen somatik embriyolardir. Kiiltiir
ortaminda kimyasallar1 kontrol ederek bu bitki
propagullerinden tek bir bitki elde edebilir (Shu,
2003). Sentetik tohum elde etmek i¢in, nodal bolge-
ler, siirgiin tomurcuklar1 ve in vitro ¢ogaltilmig siir-
giinler kullanilir.  Ornegin; Manihot esculenta
Crantz’da nodal bdlgelerden ve siirglin uglarindan
alinan pargalar, %3’liikk sodyum aljinatla kaplanarak
sentetik tohumlar1 hazirlanmistir (Danso ve Ford-
Lloyd, 2003). Malus pumila Mill (M26) siirgiinle ¢o-
galtilan bir bitkidir (Piccioni, 1997). Bu bitki ile daha
sonra yapilan calismada, ilk bes yaprak siirgiin
rejenerayonu i¢in kullanimig ve bunlardan elde edilen
stirgiin uglar1 %2 lik sodyum aljinat kullanilarak kap-
stiller i¢ine alinmig ve sentetik tohum haline getiril-
mistir  (Sicurani ark., 2001). Actinia delicosa
(Hayward kivi) da siirglin tomurcuklar1 kullanilarak
sentetik tohum elde edilmistir (Adriani vd., 2000).
Kenyada yapilan bir ¢calismaya gore; tohumluk olarak
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kullanilmak iizere depolanan patatelerde yogun ola-
rak viriitik hastalik ortaya c¢ikmistir. Bu problemi
c¢ozmek amaci ile ¢imlenen yumrulardan siiren ve
viriis tagimayan siirgiin uglar1 kesilip, sodyum aljinat
ile kaplanarak sentetik tohumlar elde edilmistir. Ya-
pilan ¢imlendirme deneylerinde, sentetik tohumun
dogrudan tarlaya ekiminde basari oraninin diisiik ol-
dugu goriilmiistiir. Buna karsilik, 6nce tohumu kont-
rollii sartlarda ¢imlendirip, elde edilen fidelerin tarla-
ya dikilmesi ile bagar1 oranimin ¢ok yiikseldigi belir-
lenmistir (Nyende vd., 2002).

Sentetik tohumlar temelde, yas tohumlar
“hydrated seeds” ve kurutulmus tohumlar
“desiccated seeds” olmak iizere iki tiptir (Singh,
2005).

Yas tohumlar “hydrated seeds”: Bu sistemde
somatik propaguller (embriyo veya tomurcuklar),
sodyum aljinat, agar, gelrit, karragenan vb. hidrojelle
kapsiile alinir. En yaygin kullanilan jel, kalsiyum tuz-
lar1 ile katilagabilen sodyum aljinattir. Siispansiyon
kiiltiiriinden elenerek alinan somatik embriyolar sod-
yum aljinatla karistirilir ve kalsiyum kloriir ¢ozeltisi-
ne damlatilir. Damla kalsiyum kloriir ¢ozeltisi ile
hemen yiizeyde kompleks yapar ve i¢inde bir veya iki
prapagul bulunan diizgiin, yuvarlak boncuk seklini
alir. Boncuklar ¢ozeltide 60-90 dakika tutulur, sonra
su ile yikanir, hava ile kurutulur ve 4°C ta saklanir.
Aljinatla karistirilacak tomurcuklar miimkiin olan en
kiiclik boyuta tiraglanir. Ikinci metotda, propaguller
sicaklikla sivilagan agar veya gelrit gibi jellerle karis-
tirilir ve kapsiiller igcine dokiilerek sogutulup katilagti-
rilir.

Kurutulmus tohumlar “desiccated seeds”: Bu
metodda sentetik tohum, somatik embriyolar1 ve to-
murcuklar polietilen glikolle (PEG) kaplayarak yapi-
lir. Kaplanmis propaguller steril sartlarda, teflon yii-
zeyde saatlerce kurumaya birakilir. Kuruyup ince
biskiiit seklini alan karigim daha sonra in vitro kiiltiir
ortamina konarak re-hidrate edilir ve embriyolar bdy-
lece canli tutulur.

Hidrofobik kaplama: Uretilen sentetik tohum-
larin hidrofobik kaplanmasinda yeni bilesikler de de-
nenmektedir. Bu birlesikler ayni zamanda daha az
yapiskan oldugundan boncuklarin tohum ekme
makinasi ile dikilebilmesini de saglamistir. Genellik-
le boncuklar talk pudrasi ile pudralanarak yuvarlanici
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hale getirilebilir ve kiiltiir odasinda kisa siire saklana-
bilir(Redenbaugh, 1990; Singh, 2005).

Zigotik tohum ile sentetik tohum arasindaki fark;
zigotik embriyonun ¢imlenme sirasinda besin kayna-
81 olarak kullanacagi endosperm-depo
kotiledonlarina ve tohum kabuguna sahip olmasi bu-
na kars1 somatik embriyonun bunlarin higbirine sahip
olmamasidir. Somatik embriyolarin tohum olarak
kullanilabilmesi i¢in ekim ve c¢imlenme sirasinda
canli kalmalarini saglayacak ve bitkinin ilk geligim
siirecinde, gerekli besin maddelerini verecek bir sis-
teme ihtiyaglar1 vardir (Sekil 6). Bu amag i¢in sente-
tik tohum yapiminda g farkl teknik kullanilmakta-

dir (Babaoglu vd., 2001): Sekil 6 Tohumdaki embriyo gelisimiyle in vitro ko-
’ sullardaki somatik embriyo gelisiminin karsi-

1. Somatik embriyolarin kaplanmast, lagtirilmasi. A. "l_"ohumdakl embriyo suspen-
sor yoluyla ve direkt endospermden besin a-

2. Kurutulmus ve kaplanmamis embriyolarin ekimi, labilir. B. Proembriyonal kompleksten geli-
sen embriyo yalnizca dar (solda) veya genis

3. Somatik embriyolarin sivi igerisine ekimidir. (sagda) Suspensor baglantlglylg besin alir. C.
Imbibisyon ve ¢imlenme siiresince tohumda-

Sentetik tohum elde etmek i¢in izlenecek basa- ki embriyo, tQhUH,l dokularryla . substrattan
maklar, genel olarak farkl tiirlerde denense de benzer ayrilir. Okla gosterilen likit arayiizey tohum
islemlerden meydana gelir (Sekil 7). kabuguyla baglantilidir. D. Cimlenme siire-

cinde somatik embriyo okla gosterilen likit
arayiizey yardimiyla substratla direkt temas-
tadir (Gray ve Purohit, 1991).

Somatik Embrivogenez | Bitkilerin, Hibritlerin ya da
Yonteminin Kurulmas: | Genetik Mithendisligi ile
l Uretilen Hiicrelerin Secilmesi
Olgun Somatik _
Embriyolar(SE) * Eszamanh ve Tek
Olugan SE’ler

1

v

SElerin Uygzun Jel SE firetiminin Bioreaktir
Kapsiiliine Ahnmasi Capinda Yapimasi

sert Kabukla Kaph

Kapsiiller

Mekanik Eapsiilasyon

ve Kaplama

Sera ve Tarlada Yapay

Yapay Tohumlarn
Depolanmasi

-

SE'lerin Bitkiye
Diiniisiimii

Tohumlarin
Deserlendirilmesi

Sekil 7. Sentetik tohum elde edilebilmesi i¢in izlenecek basamaklar (Redenbaugh vd., 1987).
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4. SOMATIK EMBRiIYOLARIN
KAPLANMASI

Sentetik tohum iiretiminde, embriyolar kapsiil
seklinde bir ortam igine alinarak kaplanir. Boylece
gercek endosperme benzer yapay bir yapi olusturula-
bilir. Bu ortam igine alinabilecek birimler, 2-3 mm
biiytikliginde kesilen siirglin tomurcuklar1 veya uy-
gun metodla Tretilmis somatik embriyolardir. 5
mm’den biiyiik olan birimler bloklamaya uygun de-
gillerdir. Cesitli besin maddeleri ilavesi ile
kapstilasyon jeli hazirlanir ve siirgiin tomurcuklari
veya somatik embriyolarla karigtirilir. Bu sekilde ha-
zirlanan kapsiilasyon jeli ile embriyo karisimi, steril
10 mI’lik pipete cekilir (Sekil 8). Katilastirma ¢ozel-
tisi icine embriyolarin yiiklendigi jel damlatilir. Bu-
rada jel sertlesir ve i¢cinde embriyo bulunan kapsiil
boncuk seklini alir. Dikilene kadar sentetik tohumun
dormant kalmasi i¢in kapsiiller suda ¢oziilebilen regi-
ne ile kaplanir (Redenbaugh vd., 1986,1987; Shu,
2003).

Sekil 8 Pipet iginde katilastirma ¢ozeltisine damlati-
lacak ortam ve somatik embriyo (Shu, 2003)

Sentetik tohum yapmak i¢in somatik embriyolari
kaplandig1 ve sertlestirildigi jeller embriyoyu koru-
mali, ¢imlenmesine izin vermeli ve yeterince esnek
olmalidir. Buna karsilik tasima, dagitim, dikim islem-
lerine dayanacak kadar kati1 ve sert olmalidir (Shu,
2003).

Kapsiil matriksi; yani jel ¢esitli kaynaklardan el-
de edilir. Bunlar, bitkilerden (arap zamki yada kitre
zamki), tohumlardan (kec¢iboynuzu, guar ya da
tamarind yani (demirhindi meyvasi-Tamarindus
indica), deniz yosunlarindan (agar, karragenan veya
aljinat), mikroorganizmalardan (dekstran, gellan veya
ksanthan zamki) yapilan hidrojellerdir (su tutabilen
jel) (Tablo 1). Bu bilesikler uygun ¢ozeltiler iginde
sertlesir ve boncuklar haline gelir. Sertlestirme ¢6-
zeltileri i¢inde iyon degisimi reaksiyonuyla boncugun
dis yiiziinde stabil komplekslerin olusumu saglanir.
Burada kullanilan elektrolitler bakir siilfat, kalsiyum
kloriir, amonyum kloriirdiir. Pek ¢ok durumda bunun
iistiine yapilan ikinci bir kaplama ile sentetik tohum-
da tohum kabugunun yerini tutacak bir yap1 olusturu-
lur (Redenbaugh vd., 1986; Shu, 2003).

Aljinat, sentetik tohum matriksi olarak siklikla
secilen onemli bir hidrojeldir. Bunun nedenleri ise,
diisiik toksisitesi, akigkanliginin az olusu, hizlh
jelasyon yetenegi ve maliyetinin diisik olmasidir.
Hizli boncuk jelasyonu igin “damlatarak katilastirma
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metodu” uygulanir. Embriyo yiliklenmis ve konsant-
rasyonu % 0.5-5.0 w/v arasinda degisen sodyum
alginat solusyonu, 30-100mM kalsiyum kloriir
solusyonu i¢ine damlatilarak aljinat boncuklar1 yapi-
labilir. Ardindan boncuklar kalsiyum iyonlariin u-
zaklastirilmasi i¢in suyla yikanir. Bu islemi takiben
10-60 dakika i¢cinde embriyo yiiklii aljinat boncuklari
sertlesir. Aljinat kapsiillerin kolay ve seri {iretilmele-
rine karsilik, suda eriyen besinlerini kolayca sizdir-
ma, kok ve govdenin ortaya ¢ikmasini engelleme gibi
olumsuz yonleri de vardir. Ayni zamanda aljinat kap-
siillerin saklanma siireleride ¢ok kisadir. Yapiskan
ozellikte olmalar1 ve hava ile temaslarinda hizla ku-
rumalar1 nedeniyle aljinat kapl sentetik tohumlarin
elle veya makineyle dikilmesi zordur. Su kaybederek
kurumay1 engellenmek i¢in, kapsiiller “Elvaks 4260
gibi baz1 Dbilesiklerle (aliminyum monosterat,
gluteraldehit, polilizin, poliprolin v.b.) kaplanir. Boy-
lece kapsiil yiizeyinin daha az hidrofilik olmas1 sag-
lanir. Kaplanan ve kaplanmayan kapsiiller arasinda
sirgiin olusturma oram1  arasinda fark yoktur
(Redenbaugh vd., 1987; Onishi vd., 1994).

Kapsiilin  ya da boncuklarin sertlesmesi,
solusyondaki maddelerin konsantrasyonuyla kontrol
edilir. Kapsiil ya da boncuklarin biiyiikligi, siirgiin
tomurcugu ya da somatik embriyonun biiyiikligiyle
ve pipetin i¢ ¢apiyla belirlenir. Embriyo tasiyan kap-
siiller yani sentetik tohumlar ayrilarak, katilastirma
solusyonuna veya suya batirilarak biriktirilir. Aljinat
jel ile embriyolarin kapsiile alinmasiyla saglanan
yararlar sunlardir (Onishi vd., 1994):

-Embriyolarin mekanik zararlardan korunmasi,

-Iginin goriiniir olmas: ile kaliteli boncuklarmn
seciminin yapilabilmesi,

-Transgenik bitki tiretimi i¢in maliyeti 6nemli
derecede azaltmasidir.

Damlatarak katilagtirma metodu kullanilarak bu-
giine kadar birka¢ kapsiilasyon araci, gelistirilmistir
(Kouma, 1989; Garret vd., 1991). Bunlarda embriyo
tagiyan aljinat damlasi, kalsiyum kloriir solusyonu
iceren katilastirma kanali i¢ine damlatilir. Rastgele
kapstiilasyon yapan makine embriyo ile yiiklii ya da
embriyo ile yiiklii olmayan jel boncuklarimi yiiksek
hizda tretir. Arag 5 mm. ¢apinda 1200 delikli bir tep-
siye sahiptir (Sekil 9A). Embriyo ve aljinat karigimi
kanaldan tabla {izerindeki deliklere akar. Tablanin
orbital hareketi ile delik i¢inde belli hacim aljinat ve
bir iki adet embriyo kalir. Bu da alt tabladaki kati-
lastirma ¢ozeltisine diiser ve boncuk seklini alir. 1000
ml’lik aljinat solusyonundan dakikada, 8000 adet
boncuk yapilir. Bu boncuklarin bazisi embriyo igerir-
ken bazis1 embriyo i¢cermeyebilir (Garret vd., 1991).

Garret ve arkadaslar1 (1991) yaptiklart sistem-
den, embriyo tasimayan kapsiilleri ayirabilmek igin
sisteme bazi yeni bilesenler eklemislerdir. Tabladan
asagl akan damlalar 151k kaynagi ve dijital kamera
arasindan gecer. Bu arada bilgi islem kontrol siste
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Tablo 1. Kaplama maddeleri (Redenbaugh vd., 1986)
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JEL KONSANTRASYON KATILASTIRMA | KONSANTRASYON
(w/v) AJANI mM
CaClz
LaC13
Sodyum veya Potasyum CoCl,
Aljizat y M 0.5-5.0 FeCl. 30-100
Ca(OH) ,
Ca(NO3),
Sodyum alginat 2.0
Yelatinli 5.0 CaCl, 30-100
Karragenan(Carrageenan) | 0.2-0.8 KCl 500
KCl1 300-500
Karragenan 3.0 NH,CI 300-500
CaCl, 50-100
Guar sakizi 2.0 Sodyum tetraborat 100-120
Agar 5.0 Tannik asit 100
Tragakant sakizi 2.5 CaCl, 100
Sodyum Pektat 2.0 gﬁgii 188
Karboksimetil seliiloz 2.5 CuSO4 100

miyle taranir. Kontrol sistemi embriyo yiiklii olma-
yan boncuklar1 uzaklastirir. Embriyo tagiyan damla
gecisi oldugu zaman ise kontrol mekanizmasi bu
damlay1 katilastirma ¢dzeltisine diistiriir ve embriyolu
boncuklarin olugmasini saglar.

Sakamoto ve arkadaglar1 (1992) tarafindan yapi-
lan sistemde de hi¢ embriyo icermeyen veya ikiden
fazla embriyo iceren boncuklar elde edilir. Bu arasti-
ricilar tarafindan yapilan ikinci bir aletle elde edilen
jel boncuklar1 renklerine gére CCD kamera ile ayik-
lanir (Sekil 9B). Biiyiik standart alanli koyu renk ta

styan boncuklar embriyo yiiklii olduklar i¢in iiretim
kutusuna dokiiliirken, kiiglik alanli embriyo yiiklen-
memis boncuklar, soluk-renksiz kii¢iik olan boncuk-
lar, yani diigiik kaliteli embriyo tastyan boncuklar
uzaklagtirilir. Bu sistem ile embriyo ile yiiklii olma-
yan boncuklar, sistemden ayrildigi i¢in kaliteli emb-
riyolarm oldugu boncuklar bitki iiretiminde basari
yiizdesini artirir. [pomoea batatas (tath patates)’de
yapilan bir c¢aligmada, embriyolar biiyiikliiklerine,
renklerine, sekillerine gore kamera ile ayrilmis ve so-
nugta ¢imlenme ylizdesi artirilmistir (Padmanabhan,
1998).

Sekil 9. A. Somatik embriyolar1 kapsiilleme aleti. (a) Embriyolari tagiyan aljinat solusyonununn yerlestirildigi cark,
(b) Delikli tablaya bu solusyonun yerlestirilmesini saglayan digliler, (c¢) 5 mm ¢apinda, 1200 delik igeren
tabla, (d) Aljinat solusyonu damlalarinin sertlestigi hazne. B. Embriyo tasiyan ve tasimayan jel boncukla-
1 ayirma aleti. (1)Ziplatici, (2)Atis levhasi, (3)Doner halka, (4)Disan atis kafasi, (5)Isik, (6)CCD kame-
ra, (7)Indeks, (8)Styrrma fircasi, (9)Bos kapsiilleri toplama kutusu, (10)Hava akimi saglayan parga,
(11)Urlin toplayict, (12)Elektrik, (13)Hava kompresorii (Onishi vd., 1994).
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Bu sekilde kapsiile alinmig embriyolarin ¢ok
miikemmel durumda olmalarina ragmen ¢imlenme-
dikleri gozlenmistir. Bunun sebebinin jelin sertligi,
esnek olmamasi ve dis kisim gegirgen olmadigindan
icerideki oksijenin azligidir. Sakamoto ve arkadaglar
(1992) yukaridaki zorluklar1 ortadan kaldiran ve su
ile temasta jel yatagin yartlmasini saglayan bir metod
gelistirmislerdir. Bu metoda gore kalsiyum kloriir
cozeltisinde 10 dakika kalarak sertlesen boncuklar,
musluk suyunda 3 saat yikanarak yilizeydeki fazla
kalsiyum iyonlar1 akitilir. Kendi kendine kirilmay1
saglamak amaci ile 60 dakika potasyum nitrat ¢ozel-
tisi ile muamele edilir. Potasyum iyonlar1 kalsiyum
ile yer degistirir. Ardindan 40 dakika musluk suyu ile
yikanir ve kapsiiller siser. Bu sekilde hazirlanmis o-
lan sentetik tohumlar nemli ve diisiik elektirik ilet-
kenligi olan topraga dikildiginde kapsiil incelir ve bir
miiddet sonrada kendiliginden yarilarak agilir (Sekil
10).

Pek ¢ok arastirmaci cogaltilmalarinda degisik
problemler olan, hizli ¢ogaltilmalar1 6nemli olan tiir-
lerde ¢aligmalar yapmaktadir.

Gupta ve Duran (1987) Pinus taeda L.
proembriyolarindan  alinan eksplantlardan kurulan
MS siispansiyon kiiltiirlerinde somatik embriyolar
elde edilmistir. %1°1lik sodyum aljinat ve bundan elde
edilen somatik embriyolu damlaciklar 100 mM kalsi-
yum nitrat igerisinde 8-10 dakika bekletilmislerdir.
Elde edilen bu sentetik tohumlar sogukta saklanmis-
lardir. Gupta vd. (1987) aym1 zamanda likit nitrojen
ile yapilan dondurarak saklama (Kriyo-koruma) isle-
minden sonra somatik poliembriyonik kitledeki degi-
siklikleri incelemislerdir. Pinus taeda L. ve Picea
abies (Norveg ladini)’in embriyojenik kalluslar1 -196
°C’de saklanmustir. Kriyo-koruyucu olarak dimetil
siilfoksit (%10), polietilen glikol(%8), glukoz(%10)
kullanilmistir. Plastik viyaller veya aluminyum zarf-
lar icerisinde dondurulan hiicre kitleleri hizli bir se-
kilde eritilir ve degistilerek hazirlanmis MS alt kiiltiir
ortamina yerlestirilir. Dondurulmamis hiicrelerin 1
gramindan 12-13 somatik embriyo elde edilirken
dondurularak saklanan hiicrelerin 1 gramindan ise 6-
7 somatik embriyo elde olusmustur. Sonradan eritilen
hiicrelerin gelisimi 5. haftada inhibe olmaktadir. 30.
giine kadar alt kiiltiire aldiktan sonra inhibisyon orta-
dan kalkmaktadir. Sonuglara gore sivi nitrojende u-
zun siireli embriyojenik hiicre hatlarinin depolanmasi
agac gelisim programlari i¢in uygulanabilir.

Carica papaya L.’nin 2mm capindaki somatik
embriyolar1 ¢ok miktarda sivi MS ortaminda iiretil-
dikten sonra sadece %2.5 sodyum aljinatla sentetik
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tohumlar tretilmislerdir. Kapsiillerde besin tuzlari-
nin varlig1 veya yoklugu, sodyum aljinat konsantras-
yonu ve CaCl,’de bekletme siiresi bunlardan bitki
elde edilmesini etkilemektedir. %2.5 sodyum
aljinatla, MS tuzlarini1 kullanarak ve CaCl,’de 10 da-
kika bekleme siiresi sonucunda en iyi ¢gimlenme yiiz-
desi %77 olarak bulunmustur (Castillo vd., 1998).

Asparagus officinalis L.’de 6n kapsiilasyon isle-
mi yapilmadan sentetik tohumlar ekilirse ¢imlenme
toprakta gergeklesememektedir. On kapsiilasyon is-
leminde bitki biiyiime diizenleyicileri kullanilmaz.
Kisa kokleri ¢ikmig olan somatik embriyolar
kapsiilasyon iglemine girebilir. Bu embriyolar toprak-
ta %72 oraninda cimlenebilirler(Mamiya ve Saka-
mato, 2001).

Ipekei ve Goziikirmizi (2003) ekonomik olarak
onemli bir tiir olan Paulownia elongata’da hizh
cogaltim amaciyla yaptiklar1 calismada oOncelikle
yaprak ve internodal bdlgeden aldiklari eksplantlarda
direk somatik embriyogenezi gerceklestirmislerdir. 7
giin igerisinde globular evrede goriilmeye baslayan
somatik embriyolar olgunlagsmalar1 i¢cin MS17 orta-
mina alinmistir. Olgunlasan somatik embriyolar %3
sodyum aljinat kullanilarak 50mM CaCl,’de 30 daki-
ka bekletilerek kapsiile alinmiglardir. Bu kapsiiller
30-60 giin arasinda 4 °C’de saklandiklarinda ¢imlen-
me yiizdelerindeki degisikliklere bakilmistir. Sogukta
saklanmayan kapsiillerdeki embriyolar %53.3 ora-
ninda ¢imlenirken, 30-60 giin saklanan kapsiillerdeki
embriyolarin sirastyla %43.2 ve %32.4 oraninda ¢im-
lendigi belirlenmistir.

Ananas comosus L. Merr.’deki dormant yan to-
murcuklardan ¢ok sayida siirgiiniin bulundugu piis-
kiiller elde edilir. 2-5 mm’lik ince siirgiinler piiskiil-
den ayird edilip %3’liik sodyum aljinat ile kapsiil ici-
ne alinir. Bu kapsiiller 4°C’de 45 giine kadar saklana-
bilir. Bu yeni ¢ogaltim yontemiyle ananasda sentetik
tohumla tiretim gergeklesmistir (Soneji vd., 2002).

Maruyama ve ark. (2003) sawara servi agacinin
(Chamaecyparis pisifera Sieb. Et Zucc.) somatik
embriyolarint Woody Plant(WP) ortaminda elde et-
misler ve %2’lik sodyum aljinat damlalarint %
1.4°1ik kalsiyum klorid igerisine damlatarak sentetik
tohumlar tretmislerdir. Steril ve steril olmayan or-
tamlarda yapay tohumlardan bitkiye doniisiim oranini
strastyla %60 ve %100 oraninda elde edilmislerdir.
Somatik embriyolar orta-uzunlukta depolama igin 4
°C’de ve uzun siireli depolamalarda sivi nitrojende
basariyla korunmustur. Bu yontemlerle somatik emb-
riyolar uzun siire saklanabilmektedir.

Sekil 10 Kendi kendine yarilan sentetik tohum (Onishi vd., 1994).
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Capsicum annuum L.(tath biber)’de klasik hibrit
tohum ftiretimi uzun siiren bir islemdir. F1 dollerinin
bliyilk ¢ogunlugu sterildir. Bu nedenle segkin
genotipleri ¢ogaltmada sentetik tohum {tiretimi yapil-
mistir. Zigotik embriyo kiiltliriinden elde edilen kolay
dagilan, nodular ve sar1 renkli kalluslardan sivi MS
ortaminda torpedo evresine kadar somatik embriyolar
gelistirilmigtir. 20 giin 0.5 mg/l ABA uygulanan so-
matik embriyolar %3’liikk sodyum aljinat ile
kapstiillenmistir. Bunlardaki ¢imlenme orani %58 i-
ken kurutulan embriyolarda %40 bulunmustur
(Phonkajornyord vd., 2004).

Agaclarda da yapilan caligmalar {iretilmesi zor
olan tiirler i¢in imit vermektedir. Pinus patula agac-
larinin vejetatif siirglin pargalarindan elde edilen so-
matik embriyolarin ¢imlenmesinde kapsiilasyonda
kullanilan sodyum aljinat konsantasyonunun ve
CaCly’de bekletme siiresinin 6nemli oldugu goriil-
miigtiir. En iyi ¢imlenme olan %89 ¢imlenme oram
%?2.5 sodyum aljinat ve 5 dakika CaCl,’de bekleme
stiresi denenerek elde edilmistir. 2 °C*de 120 giin de-
polanma sonucunda ¢imlenme oraninda bir diisme
olmamigtir (Malabadi ve Staden, 2005).

Farkli maddeler kullanilmasiyla hazirlanan kap-
siillerin depolanmasi olduk¢a zor olmaktadir. Bunun
nedeni kapsiiller icerisindeki embriyolarin solunum
yapmas1 ve nemli ortamda saklanmazsa kapsiillerin
hizla kurumasidir. Bunun yaninda kurumay1 énlemek
icinde hidrofobik bir memranla kaplanma yapilabilir
(Redenbaugh, 1990). Ayrica yukarda anlattigimiz
denemelerin diginda eczacilikta kullanilan ilag kap-
siilleri icerisine embriyolarin yerlestirilmesiyle sente-
tik tohum iiretilmeye calisilmistir. Kapsiiliin i¢ yiizeyi
su gecirmeyen tabakayla kaplanir. Bunun igin
polivinil klorid (PVC), polivinil asetat (PVA) ve
benton kullanilir. Besin maddesinin saglanmasini ve
somatik embriyonun gelisimini kontrol etmek i¢in bu
islem yapilir. Bu maddelerin se¢imi akigkanlik ve
besin maddelerini gecirmeme 6zelliklerine gore yapi-
lir. Cimlenme ortami ve embriyo kapsiil igerisine yer-
lestirilir. Havug somatik embriyolarinda bu yontem
denemis ve %90 basar1 elde edilmistir. Bu tip kapsiil-
le de embriyo korunmasi saglanmistir (Dupuis ve
ark., 1994 ).

5. YAPAY ENDOSPERM

Cimlenmenin baslangicinda embriyoya besin
saglayan bir sistem gereklidir. Bu amagla serbest se-
kerli mikrokapsiillerin gelistirilmesi denenmistir. Ca-
pt 0.5 mm olan sakkaroz graniilleri 6zel bir spreyle
kaplanir. Jel boncuklar1 i¢ine bu mikrokapsiiller kon-
dugu zaman sakkaroz dereceli olarak serbest kalir.
Kaplama vaksi, elvaks, resin ve sicaklik bu serbest
hale gegisi kontrol eder. 4°C’de sakkaroz hi¢ serbest
kalmazken, 25°C’de 3 giinden 3 haftaya kadar degi-
sen bir zaman dilimi i¢inde kaplamanin miktarina
bagli olarak serbest kalir (Onishi vd., 1994). Kapsiil
matriksi igine bitki propagiillerinin gelisimine yar-
dimc1 olacak baska maddeler eklenebilir. Ornegin,
besin maddeleri, bitki biliylime diizenleyicileri,
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pestisid ve fungusitler bu amagla kullanilabilir
(Redenbaugh vd., 1987; Babaoglu vd., 2001). Buna
ornek olarak Camellia japonica’da yapilan bir galis-
mada somatik embriyolar kapsiil matrikslerine %3
siikroz, giberellik asit, IAA ve kalsiyumun bulunma-
dig1 MS bazal ortam tuzlar1 eklenmediginde in vitro
cimlenme sikliginin etkilendigi goriilmistiir. Bu
matriks icine BAP ve IBA cklendiginde sekonder
embriyogenezin boncuklar i¢erisinde meydana geldi-
gi gozlemistir (Janeiro vd., 1997). Citrus reticulata
Blanco.’da anter kiiltiinden elde edilen somatik emb-
riyolar ii¢ farkli deneme yapilarak ¢imlendirilmistir.
Higbir kapsiilasyon islemi yapilmayanlar, hormon
eklenmemis matriksle kapsiilasyon, giberellik asit
iceren yapay endospermle kapsiilasyon denenmistir.
Sirasiyla bunlarda goriillen ¢imlenme oranlar %15,
9%26.7, %50°dir. Giberellik asit ¢cimlenme orani artir-
dig1 gibi 4°C’de bir aylik depolama isleminden son-
rada ¢imlenme oranmi diisiik olsa da, %25 oraninda
gerceklesmesini saglamistir (Antonietta vd., 1999).
Hibrit piring somatik embriyolar: sentetik endosperm
igerisine alinirken igerisine MS tuzlari, %3 siikroz,
IAA, NAA, BA ve aktif komiir eklenmistir. Koruyu-
cu olarak katilan bavistin, streptomisin ¢imlenmeve
doniisiime etkili olmamigtir. Cimlenme %52, donii-
sim %47 olarak tespit edilmistir (Arun Kumar vd.,
2005).

6. SOMATIK EMBRiYOLARIN
KURUTULMASI

Normal gelisim gosteren zigotik embriyonun
kotiledonlarinda depo edilen protein, yag, nisasta
miktarlar1 artar. Daha sonra besinlerin tasinmasi du-
rur ve su kaybetmeye baslar. Pek ¢ok bitkinin tohumu
kuruyarak hayatta kalir (Sekil 11). Boylece birkag yil
depo edilebilirler. 1980’lerin baslarindaki ilk sentetik
tohum c¢aligmalarinda, erken gelisme fazlarindaki
somatik embriyolar kullanildigindan, bu gen¢ embri-
yo yeterince depo yapamadigindan kurutma iglemine
tolerans gosteremiyor ve depo edilemiyorlardi. Daha
sonra yapilan ¢aligmalarla somatik embriyolar gelisti-
rilmis iglerindeki depo maddeleri artirilmis ve kuru-
tularak uzun siire saklanabilmislerdir (Babaoglu vd.,
2001). Dactylis glomerata somatik embriyolar1 %13
nem orani kalincaya kadar kurutulmuslardir. Kurutu-
lan embriyolarm biiyiikliikleri azalmis, sar1 renkli ve
kirilgan hale gelmislerdir. Embriyolarin dis duvarlari
¢Okmiistiir. Daha sonra 15 dakikada sisirilebilmigler
ve bir islemden gegmemis olan embriyolarin biiyiik-
likklerine kisa zamanda ulagmislardir (Gray vd.,
1987).

6.1 Kurumaya Tolerans

Kurumaya tolerans veya strese karsi cevap egi-
limini agiga ¢ikarmak i¢in somatik embriyoya ABA
(absisik asit) ile 6n muamele gereklidir. Yapilan 6n
islemin tipi, uygulamanin siiresi, muamele yapilan
embriyonun evresi, kurumaya toleransi etkileyen kri-
tik etmenlerdir. Kuruma orani ise ikinci derecede 6-
nemlidir. Embriyolar olgunlasmamigsa 1 haftadan
daha uzun siirede kurumalar1 optimaldir. Olgun emb-
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Sekil 11 Kurutulmus ve su almig Dactylis glomerata ve Vitis somatik embriyolarinin taramali elektron mikrosko-
bunda goriintisleri. A. Kurutulmus D. glomerata somatik embriyosu. B. Su almis ve ¢imlenmeden sonra
D. glomerata somatik embriyosu. Cimlenmenin ilk isareti olan kok tiiyleri goriillmekte. C. Kurutulmusg
Vitis somatik embriyosu. D. Su almis Vitis somatik embriyosu (Gray ve Purohit, 1991).

riyolar ¢ok sayida ise steril kabinde kurutma tercih
edilir. Somatik embriyolarin kurumasi, seker metabo-
lizmasinda degisiklikleri tetikler. Yonca somatik
embriyolar1 ile yapilan bir ¢alismada kurumadan 6n-
ce yiksek miktarlarda sakkaroz, glukoz ve fruktoz
igerigi tespit edilmisken, kurumadan sonra glukoz ve
fruktoz miktarlarinin ¢ok diistiigii tespit edilmistir
(Tablo 2). Nisasta ise oransal olarak artmistir. Bu se-
kerlerin verdigi tolerans kurumaya karsi cok 6nemli-
dir (Horobowicz vd., 1995). Eleotherococcus
senticosus erken kotiledon evresindeki somatik emb-
riyolart %6 oraninda siikroz bulunan ortamda olgun-
lagtirtlir ve kurumaya toleransi artirilir (Choi ve
Jeong, 2002). Yine yoncada elde edilen somatik emb-
riyolar kotiledon evresinde ABA bulunan ortam ige-
risinde bekletilir. Optimal ABA’da bekletme siiresi-
nin 4 giin oldugu bulunmustur. Daha sonra kurutulan
embriyolarin %60’ mdan bitki elde edilmistir. Ku-
rutmadan once segilerek islem yapilan embriyolardan
ise %90-100 oraninda bitkiye doniisiim tespit edil-
mistir. Kurutulma islemi geciren somatik embriyo-
lardan elde edilen fidelerin kurutma islemi yapilma-
yanlara gore daha kuvvetli olduklar1 belirlenmistir.
Gergek tohumlardan ¢ikan fideler ise kurutma islemi
cikanlardan daha kuvvetlidir(Senaratna vd., 1990).
Kerevizde yapilan bir ¢alismada elde edilen somatik
embriyolar hem kurutulmus hemde kapsiiller igerisi-
ne almmigtir. Kurutulan embriyolardan bitki elde et-
me orani %53-80’ken, kapsiillerden bitki elde etme
oran1%?25-45 arasinda bulunmustur. Tiirlere gore sen-
tetik tohum yapiminda secilen metodun farkli olabi-
lecegi goriilmektedir (Onishi vd., 1992).

Tablo 2 Hizli kurutmadan 6nce ve sonra yonca soma-
tik embriyolarindaki ¢oziilebilir seker kon-
santrasyonlar1 (mg/g dw) (Horobowicz vd.,

1995)
SEKER ONCE SONRA
Fruktoz 13.5 0.4
Glukoz 5.0 0.4
Sakkaroz 84.5 48.0
Raffinoz 14.7 9.2
Nisasta 16.6 10.9

7. SENTETIK TOHUMLARIN DIiKiMi

Normal bir tohum, ¢imlenmede su alir almaz kok
olusturur. Depo maddeleri hareketlenir. Kurutulmus
embriyolarin ekim isleminde, embriyolar yapiskan
bir jel ile karistirildiktan sonra topraga piiskiirtiiliir.
Bu yontemde bitki gelisimini artirmak igin jel igerisi-
ne sakkaroz da ilave edilmektedir. Bu yontemin en
Oonemli zarar1 embriyolarin ¢imlenme ve bitkiye do-
nlisim oranlarmin diisiik olmasidir (Babaoglu vd.,
2001).

Kereviz ve havuglarda, steril olmayan ekimlerde
embriyo hiicrelerinde klorofil olustugundan, dikim-
den sonra bu embriyolar ototrofik olarak beslenebilir.
Kereviz somatik embriyolari, karbohidrat ve diger
besinlerin disaridan saglandig1 yapay ortamda, serada
%50-80 oraninda bitki olusturmustur. Yine kapsiil
icerisindeki havu¢ somatik embriyolari, dikimi takip
eden 4. giinde ilk yapraklar1 vermislerdir. Bunlarin
%50’sinin iki hafta icinde bitkicige doniistiigii, 5.
haftaya kadar pek cok bitkicigin birka¢ yapraginin
olustugu goézlenmistir (Onishi vd., 1994).

Kuru somatik embriyolarla normal tohumlar karsi-
lastirildiginda  ¢imlenme  yiizdelerinde ¢ok fark
gorlilmezken, kuru somatik embriyolardan fide elde
edilmesi daha azdir (Sekil 12). Bunun nedeni agik de-
gildir. Normal tohum c¢imlendikten sonra bazi kritik
bileskenler endospermden saglanir. Buna karsilik, so-
matik embriyolar az protein depo ederler. Tabii olarak
depo protein diizeyleri kuvvetli olanlarda bitki olusumu
da fazladir. Somatik embriyolar nisasta ve sakarozu de-
po ederler oysa tohumlarda galaktomannan adi verilen
hiicre duvarindaki hemiseliiloz da endospermde depo
edilir. Fakat bu karbohidrat somatik embriyoda da
mevcut olmasina karsilik, kuru somatik embriyo depo
edilen nisasta ve sakkarozu ¢imlenmede hizla tiiketir.
Tohumlarla karsilastirildiginda kuru somatik embriyo-
nun suyu i¢ine alist ¢ok hizlidir. Ciinkii suyun gegmesi
gereken bir tohum kabugu yoktur. Hizli hidrate olug
embriyolara zarar verir (Lai vd., 1995). Yapilan bir ca-
lismada Citrus reticulata’nin yapay endospermli sente-
tik tohumlar1 toprakta ¢gimlenmemesine karsilik perlitte
¢imlenmislerdir (Antonietta vd., 1999).
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Sekil 12 Yonca (Medicago sativa)’nin kuru somatik embriyo ve tohumlarinin ¢imlenme ve bitkiye donme yiizdele-

rinin mukayesesi (Singh, 2005).

Zayif ¢imlenmenin nedeni ise anormal apikal
meristem veya plumula geligimidir. Koksiiz slirgiin
olusumu bu fidelerde nadir goriiliir fakat siirgilinsiiz
kok olusumu daha yaygindir. Bu nedenle tohumlarla
sentetik tohumlarin ¢imlenme oranlar1 birbirlerine
yakin olmasina ragmen bitkiye doniisiim oranlari
zigotik embriyolara gore disiiktlir. Depo proteini ve
nisastasi ¢imlenen somatik embriyoda hizla hidrolize
olmasina karsilik, ¢imlenme ortaminda besin madde-
leri katilmasi ile kuru somatik embriyolarin ¢imlen-
mesi ve fide olusumu artirilir (Singh, 2005).

8. SENTETIK TOHUMUN MALIYETI

Sentetik tohumun maliyeti, arastirma ve gelis-
tirme galismalarinin basitligine veya karmagikligina
bagl olarak degisir. Ornegin kolay elde edilen bir
embriyonun maliyeti ile genetik diizenlenmis bir
embriyonun maliyeti arasinda fark vardir. Otomasyon
sistemlerinin gelistirilmesi, pahali olmasina kargilik
cok miktarda liretim yapilmasi, bitki basina maliyeti
¢ok diistirtir. Uretimi daha ¢ok el emegine dayanan ve
hidrate kapsiille alinmis yonca sentetik tohumundan
serada yetistirilen her bir bitkinin maliyeti 0,033 $
dir. Calismalarin baginda olunmasi bir genelleme ya-
pilmasm engellemektedir. Fakat teknoloji gelistikge
pek ¢ok bitkide maliyetin diigmesine sebep olacaktir
(Redenbaugh vd., 1987; Gray ve Purohit, 1991).

9. SENTETIK TOHUMUN ONEMIi VE
KULLANIM ALANLARI

Sentetik tohum, tohum {iretmeyen bitkilerin,
hibrid siis bitkilerinin (¢elikle iiretilen) veya poliploid
bitkilerin elit tiirlerinin iiretilmesinde kullanilabilir.
Doku kiiltliriine cevap vermeyen bitkilerin (mango,
kakao ve hindistan cevizi gibi) sentetik tohum seklin-
de germplasmlarimin saklanmasini saglar. Transgenik
bitkilerde kaynak bitkinin (orjinal genotipin) somatik
embriyo seklinde korunmasini saglar. Sentetik tohum
bitki ¢ogaltimimi kolaylagtirmaktadir. Ayni1 zamanda
boyutlar1 kii¢iiktiir. Depolama, isleme, nakletme ve
dikme islemlerinde sentetik tohumlar bize bazi {istiin-
likkler saglar. Sentetik tohumun potansiyel kullanim-
larin1 sdyle Ozetleyebiliriz (Saiprasad, 2001):

Dagilim sisteminde;
1. Transplantlarin fiyatlarinin diistiriilmesinde,

2. Secilmis elit genotiplerin; elle tozlastirilmig
hibridlerin, genetik mithendisligi ile olusturulmusg
bitkilerin, steril ve stabil olmayan genotiplerin,
dogrudan seraya ve tarlaya ekimlerinde,

3. Cok biiyiik alanda monokiiltiirlerin yetistirilme-
sinde,

4. Karsik-genotiplerin plantasyonunda,

5. Mikroorganizmalar, bitki biiylime regiilatorleri,
pestisidler, fungusitler, besin maddeleri ve anti-
biyotikler gibi adjuvanlarin tasiyicisi olarak,

6. Mayoz bolinmede  stabil elit

genotiplerin iiretilmesinde.

olmayan

Analitik alet olarak;
1. Zigotik embriyogeni ile karsilagtirmada,
2. Cok miktarda benzer embriyo olusturmada,

3. Endospermin embriyo gelisimi ve ¢imlenmedeki
roliiniin arastirilmasinda,

4. Tohum kabugu olusumunu arastirmada,
5. Somaklonal dagilimin incelemesinde.

Sentetik tohum teknolojisi farkl: iiriinlerin ¢ogal-
tilmasi i¢in ticari alanda pek ¢ok tstiinliik saglamak-
tadir. Ozellikle gercek tohumlari kullanilamayan ve-
ya patates gibi ¢ogaltim i¢in mevcut tohumu olma-
yan, gercek tohumu pahali olan, hibrit piring gibi
hibrit bitkiler ve enfeksiyonlara ¢okca egilimi olan
(sar1 zambak, sarimsak, seker kamisi, tath patatesi,
iizim ve mango) vejetatif olarak ¢ogaltilan pek ¢ok
bitki i¢in yararlidir. Ticari kullanimi olan asagidaki
bitkilerin {iretiminde basar1 ile kullanilmaktadir:
Medicago sativa (yonca), Apium graveolens (kere-
viz), Cymbidium (orkide), Daucus carota (havug),
Dendrobiyum  (orkide), Dioscorea  ftoribunda,
Gossypium  hirsutum  (pamuk), Medicago sativa
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(yonca), Morus indica, Picorrhiza kruosa,
Pogostemon  patchouli, Phalaenopsis  (orkide),
Rheum emodi, Santalum album, Spathoglottis plicata
(orkide) ve Neem (Azadirachta).
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