MAS Journal of Applied Sciences 6(3): 531-538, 2021

MAS JOURNAL
of Applied Sciences

ISSN 2757-5675

DOI: http://dx.doi.org/10.5281/zenod0.8009808
Derleme Makalesi

established in
2016

Ayciceginde Embiyo Kurtarma Teknigi

Ayse Nuran CILY", Abdullah CIL?, , Hacer Mendi BURUN?, Hatice HIZLI*, Ugur SEVILMIS?, Riistii
HATIPOGLU?
'Dogu Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisii Miidiirliigii, Adana
2Cukurova Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Tarla Bitkileri Béliimii, Adana
*Sorumlu yazar: acil70@hotmail.com

Gelis Tarihi: 05.03.2021 Kabul Tarihi: 08.04.2021

Ozet

Aygigegi, yiiksek diizeyde yabanci tozlanan bir tiir oldugundan, homozigot hatlarin eldesi hem genetik
caligmalar hem de hibrit tohum iiretimi i¢in 6nemlidir. Geleneksel yontemler, homozigot hatlar olugturmak i¢in en az
6 kusak gerektirir. Embriyo kurtarma yontemi ise hem embriyonun 6liimiinii 6nleyebilmekte hem de jenerasyon
dongiisiinii birkag ay kisaltabilmektedir. Aygicegi embriyolarimin embriyo kurtarma ydntemine verdigi yanit ve
yontemin basarisi, bitkinin genotipine; embriyonun yasina, hazirlanmasina, yas homojenligine ve sterilizasyon sekline;
besi ortaminin bilesimine (seker, hormon, vitamin, diger besin katkilar1) ve gevresel ayarlamalara (nem, fotoperiyod ve
sicaklik); kiiltlir siiresine; kiiltiir sonrasi fidelerin alindig1 ortama ve deneme desenine siki sekilde baglidir. Bu
derlemede, ayg¢iceginin embriyo kurtarma teknigine ve bahsedilen bu faktorlere tepkisinin arastirildigt uluslararasi
calismalar bir araya getirilmis ve incelenmistir.
Anahtar Kelimeler: Aygicegi, embriyo kurtarma, doku kiilttiri

Embryo Rescue Technique in Sunflower

Abstract

Since sunflower is a highly open pollinated species, the production of homozygous lines is important for both
genetic studies and hybrid seed production. Traditional methods require at least 6 generations to obtained homozygous
lines. Embryo rescue method can both prevent embryo death and shorten the generation cycle by a few months. The
response of the sunflower embryo rescue the method of embryo regeneration and the success of the method, the
genotype of the plant; age, preparation, age homogeneity and sterilization of the embryo; the composition of the
medium (sugar, hormone, vitamin, other nutrient additives) and environmental adjustments (moisture, photoperiod and
temperature); culture time; After the culture, it is closely connected to the environment and trial pattern of the seedlings.
In this review, international studies investigating the response of sunflower to the embryo rescue technique and these
mentioned factors are gathered and examined.
Keywords: Sunflower, embryo culture, embryo age
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Giris

Aycigcegi  yikksek  diizeyde
yabanci tozlagan bir tiirdiir ki homozigot
hatlarin eldesi hem genetik ¢alismalar
hem de hibrit tohum {iretimi igin
onemlidir.  Geleneksel  yoOntemler,
homozigot hatlar olusturmak i¢in en az 6
kusak gerektirir. Bu nedenle ardisik
birka¢ neslin kisa bir siire icinde elde
edilmesi, bitkilerdeki genetik iyilestirme
faaliyetlerini kolaylastirabilir (Williams
ve Hill, 1986). Tarlada yetisen bir
aycicegi, bir sonraki neslin tohumunu
elde etmek i¢in ekimden olgunluga kadar
en az 3-4 aya ihtiya¢ duyar. Bu siire
zarfinda tozlasmadan olgunluga kadar
tohum gelisimi yasam dongiisii siiresinin
2 aym alir (Hahne, 2002). Aycicegi,
cimlenme kapasitesini, tozlasmadan
yaklagtk 6 giin sonra elde eder,
tozlasmadan 16 glin sonra uyku
durumuna gecer (Maiti ve ark. 2006), 45-
60 gin boyunca uykuda kalir
(Jambhulkar, 1995) ve ay¢iceginin
tohum olgunlagma siiresi yasam dongiisii
stiresinin % 50-60"m1 kapsar (Serieys,
1992). Embriyo kiiltiirii kullanildiginda
aycicegi Ureme dongilisii birkag ay
kisalmaktadir (Torresan ve ark, 1996).
Embriyo, yeni bir bitki olusturma
potansiyeli olan ¢ok hiicreli bir yapidir.
Yeni bir sporofitik neslin baglangicini
temsil eder. Embriyo, ozellesmis bir
hiicreden, yani zigottan veya somatik bir
hiicreden ortaya cikabilir. ilki zigotik
embriyo olarak bilinir, ikincisi ise
somatik veya aseksiiel embriyo olarak
adlandirilir. Bir embriyo esasen kok ve
stirgiin primordial yapilar1 olan bipolar
bir yapidir (Sharma ve digerleri, 1996).
Embriyo kurtarma olarak adlandirilan
embriyo kiltiirii, yarim yiizyildan fazla
bir siiredir, hibrit doéllenme sonucu
ortaya ¢ikan, dejenere olabilecek
tiriinleri korumak i¢in kullanilan in vitro
bir tekniktir (Bridgen, 1994). Embriyo
kiiltiirli, pratikte uygulanan en eski in
vitro kiiltiir metodolojilerinden biridir ve
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islahgilar  i¢in  kiymeti kanitlamigtir
(Bridgen, 1994). Aycigegi 1slahindaki
ana uygulama alani, tlirlerarasi
melezlemelerde uyumsuzlugun
iistesinden gelmek olmustur (Krauter ve
ark, 1989; Sukno ve ark, 1999).
Sonralari,  olgunlasmamis  embriyo
kiiltiirti, aycicegindeki iireme donglistinii
kisaltmak i¢in yaygin olarak kullanilan
ve yilda dort ila bes kusak eldesi
saglayabilen bir teknik  olmustur
(Plotnikov, 1983; Alissa ve ark, 1986;
Jambhulkar, 1995). Buna karsin, steril
olmayan ¢imlenme teknikleri
olgunlagmamis aycicegi embriyolarinin
in vitro kiiltiirline daha basit ve daha
ucuz bir alternatiftir (Paul ve Barthou
,1994;  Torresan ve ark, 1996).
Kendilenmis hatlarin  hizlica eldesi
amaciyla yiriitilen embriyo kiiltiiri,
ancak ayni anda secim yapilabiliyorsa
ilgi ¢ekici olmaktadir (Breccia et al,
2009). Embriyo kurtarma yontemi
embriyonun Oliimiinii  Onleyebilir ve
jenerasyon dongiistinii  hizlandirabilir
(Sun ve ark, 1997). Somatik embriyolar
veya siirglinler, kiiltlir ortaminin sakaroz
konsantrasyonuna bagh olarak,
olgunlasmamis zigotik aycicegi
embriyolarindan  in  vitro  olarak
indiiklenebilir. % 3 sukroz igeren
ortamda sadece stirgiinler
olusturulurken, % 12 sukroz igeren bir
ortamda somatik embriyolar
olusturulabilir. Bu iki farkli reaksiyon,
disaridan  tedarik  edilen  biiyiime
diizenleyicilerin  konsantrasyonundaki
degisikliklerle indiiklenmese de, her iki
morfojenik  olayin indiiklenmesi,
muhtemelen kompozisyona yanit olarak

ic hormon diizenlemesine baghdir
(Charriere ve Hahne, 1998).
Olgunlasmamis zigotik aycicegi

embriyolari, tek bir anahtar faktordeki
degisiminin (siikkroz konsantrasyonu), in
vitro morfogenezi, organogenez (87 mM
sukroz) veya somatik embriyogenez
(350 mM sukroz) olarak sartlandirdigi
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deneysel bir sistemdir (Jeannin ve ark,
1995). Jeannin ve ark, (1993)
yirtittiikleri ¢aligmalarinda, bir aygicegi
inbred hattinin olgunlagsmamis zigotik
embriyolarni (6 mm) kullanmislardir. in
vitro kiiltir ortami, Gamborg BS5
vitaminleri, kazein hidrolizat ve sadece
tek bir hormon (1.5 mg / ml BAP) ile
desteklenen MS ortami  olmustur.
Ortamda bulunan seker sukroz olmus ve
bunun  konsantrasyonu, indiiklenen
morfojenez tipini belirleyen ana faktor
olmustur. Diisiik sukroz konsantrasyonlu
(% 3) bir indiiksiyon ortaminda
organojenez; yiiksek sukroz
konsantrasyonlu (% 12) indiiksiyon
ortaminda embriyojenezi
indiiklemislerdir. Aycigegi
embriyolarinin doku kiiltiiriine verdigi
yanitlarin, ortamin bilesimine ve bitkinin
genotipine baglt oldugu gosterilmistir
(Sukno ve dig, 1999). Yinghong ve ark,
(1998)'e gore, denemelerinde kullanilan
MS, Whitc, B5 ve Nitsch ortamlari
karsilastirildiginda, olgunlasmamisg
aycicegi embriyolarini biiyiitmek i¢in en
iyi ortam B5 temel ortamidir. NAA, in
vitro kiiltiirlenen olgunlagsmamis
aycicegi embriyolarinda kullanildiginda,
esas olarak olgunlagsmamis embriyolarin
embriyonik biiylimesini destekler. |1AA
ve KT olgunlasmamis  embriyo
kiiltiirinde bir arada kullanildiginda,
onemli Olgiide diizenleyici etkiye
sahiptir; KT /TAA oraninin diisiik olmast
geng embriyonun koklerini biiyiitiirken,
yiiksek orani tomurcuklar1 biiytitiir.
(Antonova ve ark, 1990) kallusta
morfogenezin tetiklenmesi i¢in 5-7
giinliik aycicegi embriyolar1 tizerinde bir
caligma yiriitmistir. Temel ortam
olarak kullandigt MS ortamimin bes
farkli konsantrasyonuna ilave, bes farkli

takviye = yapmuslardir  (sukroz, 6-
benzilaminopurin [benziladenin], 1AA,
adenin  ve  mezo-inositol  [miyo-

inositol]). Morfogenez i¢in optimum
ortamin, 0,5 benziladenin, 1-2 |AA ve 50

533

mg/litre myo-inositole ilave 25 g / litre
sukroz ve pH 5.8 oldugunu
bildirmislerdir. (Encheva ve ark, 1993),
bitkilerin kendilendigi ve 4-17 giin sonra
olgunlasmamis embriyolarin kotiledon
asamasinda toplandig1 bir ¢alisma
ylrlitmiistiir. Cogunlukla, tozlasmadan
7-13 giin sonraki olgunlagsmamis
embriyolari kullanmislardir.
Olgunlasmamis embriyolar, 1 dakika
boyunca % 95 alkolde, daha sonra 15
dakika boyunca % 0,1 HgCl2 ¢ozeltisi
icinde yiizey sterilizasyonuna tabi
tutulmus, daha sonra steril damitilmis su
icinde 3 kez calkalanmistir. Aseptik
olarak pargalara ayrilmis olgunlagsmamis
embriyolar, bes farkli indiiksiyon
ortamina yerlestirilmis ve karanlikta 25-
26 ° C'de 2-3 hafta kiiltiirlenmistir.
Freyssinet ve  Freyssinct  (1998)
tarafindan bildirilen iki indiiksiyon
ortami olan AO ve A2'ye ilave olarak,
degistirilmis lic ortam daha
kullanmiglardir. 22 genotipin tiimii i¢in
en yiiksek rejenerasyon frekansinin, 1
mg/I 6-benzilaminopurin (BAP)
takviyesi iceren A2 ortamindan elde
ettiklerini bildirmislerdir. (Yinghong ve
ark, 1998), farkl aygicegi cesitlerinde
somatik embriyogenezin farkli sekilde

gerceklestirildigi bir calisma
ylriitmuslerdir. Sukrozun  yiiksek
konsantrasyonu, aycicegi
olgunlagmamis embriyolarinin somatik
embriyojenezini iyilestirmistir. Ayni
kosulda, 2 mm  uzunlugundaki
olgunlagmamis  embriyolar, farkli

uzunluklardaki embriyolar arasinda en
yiiksek somatik embriyojenez ylizdesine
sahip olmustur. Nitsch ortaminda % 17,5
sukroz ve 0,5-10,0 ppm zeatin ile
olgunlagmamis embriyo kiiltiirlinde
somatik embriyogenez yiizdesi artmis ve
artan zeatin ile basar1 yiizdesi artmstir.
2,4-D, embriyolarin embriyonik hiicre
gruplar1 haline gelmesini saglamis, fakat
onlar1 farklilagtiramamistir. (Kuo ve
Wang, 1963) olgunlasmamis aycicegi
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embriyolarm1  in  vitro  kiiltlirde
kullandig1 bir deneme yiirtitmiiglerdir.
Temel ortam, tiim deneylerde 1 ppm
tiamin, 1 ppm piridoksin, 1 ppm
nikotinik asit, 0,5 ppm Ca-pantotenat, 3
ppm glisin, % 4 sukroz ve % 0,8 agar ile

desteklenmis modifiye White
ortamindan  olusmustur. TAA ve
hindistancevizi siitii  (otoklavlanmais)

farkl1 konsantrasyonlarda tek tek veya
cesitli kombinasyonlarda karistirilarak
embriyo bliylimesi tizerindeki etkileri
incelenmistir. izole edilen embriyolarm
uzunlugu yaklasik 5 mm olmus ve kiiltiir
ortaminda asilandiklarinda genellikle
erken geliserek ¢cimlenmislerdir. IAA ile

(0,05 - 20 ppm) muamele edilen
embriyolarin taze agirhiginin
artmasindan, embriyo biiylimesinde
uyarici  etkisi  oldugu  sonucuna

varmiglardir. IAA, embriyo kallusunun
indiiklenmesinde etkili olmustur. 1 ppm
konsantrasyonunda, embriyolarin dortte

biri  kallus iiretirken, 5 ppm'de
embriyolarin yaklagik {igte ikisi ve 10
ppm'in iizerinde % 1004 kallus
tiretmistir. IAA, diisiik

konsantrasyonlarda (0,05-0,1 ppm) kok
olusumunda ve biiylimesinde uyarici
olmus ancak, daha yuksek
konsantrasyonlarda (10-20 ppm) kok

bliylimesinde  inhibe  edici  etki
gostermistir.  Hindistan cevizi siiti
(otoklavlanmig) embriyonun siirgiin

biiylimesi iizerinde belirgin bir olumlu
etkiye sahip olmus ve kok biiylimesini
engellemistir. Her iki etki, iki haftalik
kiiltiir evresinde Ozellikle dikkat c¢ekici
olmus, bu donemden sonra kontrol ile
muamele edilmis embriyolar arasindaki
fark giderek Onemsiz hale gelmistir.
Hindistan cevizi siitii ayrica embriyo
kallusunun  indiiklenmesinde  etkili
olmus ancak IAA kadar etkili
olmamustir. TAA ve hindistancevizi
siitlinlin ~ ¢esitli ~ kombinasyonlarda
karistirilmast, embriyo kallusun
biliylimesi ve indiiklenmesi {iizerindeki
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daha belirgin
Hindistan cevizi
TIAA'nin etkisi

etkiler  gdstermistir.
siitlintin  etkisi ile
arasinda  Dbelirli
benzerlikler tespit edilmis, ancak
hindistan  cevizi  siitiindeki  etkili
maddenin sadece oksin olmasi olasi
bulunmamustir. (Dagustu ve ark, 2010)
tarafindan, 15 aycicedi genotipinden
(bes restorator, bes sitoplazmik erkek
steril ve bes maintaner'in olgunlagsmamis
embriyolar1), jenerasyon dongiisiini
kisaltmak  amaciyla  incelenmistir.
Tozlagmadan on giin sonra
olgunlagsmamis embriyolar, tarla
kosullarinda  yetistirilen  bitkilerin
tohumlardan diseke edilmis ve 5-10 giin
boyunca filiz ve kok gelisimine izin
verecek sekilde MS ortamina
aktarilmistir. (Jambhulkar, 1995)
tarafindan tarif edildigi gibi (Murashige
ve Skoog ,1962) ortamina % 2 sukroz ve

% 08 agar ile pH 5.6-5.7'de
yerlestirilmiglerdir. Tiim  calismalar
steril kosullar altinda
gerceklestirilmistir.  Nem  kaybim

onlemek i¢in parafilm ile kapatilmis olan
petri kaplar1 25 + 2°C'de, 16 saat giindiiz
/ 8 saat gece 1s18inda 4 hafta boyunca
kiiltiire edilmislerdir. MS ortamindaki
iki haftalik kiiltiir stiresinde, gelismekte
olan embriyolar kuvvetli koklere (2-6 cm
ve dallanma) ve 6-8 yaprakli (1 cm) bir

govdeye (3-5 cm) sahip bitkilere
doniigmiistiir. Geng¢ fideler topraga
transfer edilmis, olgunluga erismis,

sonra kendi kendine tozlasmis ve tohum
vermislerdir. Olgunlagsmamis
embriyodan yetistirilen bitkilerin ilk
dongiisii elde edilmistir. Bu bitkiler
ciceklenme asamasindayken, 10 giinliik
embriyolar  diseke  edilmis  ve
olgunlasmamis embriyodan yetistirilen
bitkilerin ikinci dongiisti elde edilmistir.
Ciceklenme asamasinda ticlincii
dongiiyii elde etmek i¢in bitkiler biiyiime
odasinda tutulmustur. Kiltiirlenmis
embriyolarin ¢ogu 3-6 yaprakli kuvvetli
fideler halinde gelismistir. 1710
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olgunlasmamis embriyonun minimum
%42,5 ve maksimum % 100'
morfogenez gostermis ve ortalama deger
% 93,1 (1591 adet) olmustur. Genel
sonug, her 100 olgunlasmamis zigotik
embriyo i¢in ortalama 40-50 rejenere ve
olgunlagmis bitki olmustur.

(Jeannin  ve  Hahne, 1991) ‘'in
calismasinda, bir aygicegi genotipinin
tohumlarmmin  olgunlasmamis  zigotik
embriyolart 6-benziladenin ve yiiksek
oranda sakaroz igeren ortama ekilmis ve
dogrudan somatik embriyogenez yoluyla
rejenere edilmis fertil bitkiler elde
edilmistir. (Sujatha & Prabakaran, 2001)
'm aragtirmasinda, ay¢icegi zigotik
embriyolarindan yiiksek oranda iyi
olusturulmus  somatik  embriyolarin
indiiklenmesi ~ i¢in  besi  ortami
gereksinimleri degerlendirilmistir.
Genotip, embriyo biyiikligi (0,5-10
mm), sukroz konsantrasyonu (30-240
g/l), karbonhidrat kaynag1 (sukroz,
glikoz, maltoz), agar kuvveti (% 0,2-
1,0), bazal ortam (MS, Gamborg, Nitsch,
Beyaz), fotoperyod (aydinlik / karanlik)
ve sicaklik (20-36°C) test edilmistir.
Fotoperyod disindaki tiim bu degiskenler
embriyojenez siklig1 lizerinde dnemli bir
etkiye sahip olmustur. En yiiksek
embriyojenez sikligi Gamborg bazal tuz
ortami, 120-210 g/l sukroz, % 0,8-1,0
agar, kiicilk boyutlu embriyolar (0,5-2
mm) ve 28-32°C inkiibasyon sicakligi ile
elde edilmistir. Bunlara ek olarak, farkli
konsantrasyonlarda biiylime diizenleyici
kombinasyonlar1  (2,4-D, 24-D +
kinetin, BA + NAA) denemislerdir. 2,4-
D ile desteklenen ortam direkt
embriyogenezisi artirmis, BA + NAA,
tekli / coklu siirglinlerin olusumunu
kolaylastirmis, fakat 2,4-D + Kinetin ile

desteklenmis ortamdan yanit
alinamamastir. Iyi diizeyde
farklilagtirllmis ~ embriyolara  sahip

zigotik embriyolar, tam bitki gelisimi
icin biiylime diizenleyicisi i¢ermeyen
yar1 kuvvetli MS ortamina aktarilmistir.
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(Williams ve Hill, 1986) ve (Murashige
ve Skoog ,1962) ortaminda % 2 sukroz,
% 0.8 agar ve pH 5.6-5.7'yi ortam olarak
kullanmistir.  Emaskiilasyon sabahin
erken saatlerinde 2 ila 4 ¢igek halkasinin
actig1 bir asamada yapilmistir. Tablanin
ortasindaki tiim ¢icek tomurcuklari
¢ikarilmstir. Embriyo yasinda
homojenligini saglamak i¢in tozlagsma
ertesi giin yapilmistir. Akenler tozlasma
sonrast 12. giinde tabladan ¢ikarilmstir.
5 dakika boyunca % 0,1 civa klortir ve 10
dakika boyunca sodyum hipoklorit: su
(1: 9) ¢ozeltisi ile sterilize etmislerdir.
Daha sonra, steril damitilmig su ile her
biri 5 dakikalik 3 yikama yapmuslardir.
Embriyolar disseke edilmis ve besi
ortamina aktarilmistir. Tim islemleri
aseptik sartlar altinda
gergeklestirmiglerdir. 3 giin sonra, yeni
gelisen fideleri ortamdan almislardir.
Kokleri sterilize edilmis distile su i¢inde
nazikg¢e ve iyice yikamislardir. Bitkileri
steril olan bir kum: toprak: vermikiilit (1:
I: 1 v/v) karnigimma aktarmiglardir.
Bitkileri siirekli aydinlatma altinda 5 giin
boyunca 25°C'de tuttuktan sonra
toprakla doldurulmus saksilara
aktarmiglar ve saksi bagina 2-3 bitki
yerlestirmislerdir. (Vasic ve Vasiljevic,
1994) aycicegi inbred'lerinin on yedi
giinlik  embriyolarini,  sterilizasyon
sonrasinda, 0,1 mg/1 IAA, 0,1 mg/1 BAP
ve 500 mg/l kazein hidrolizat ile
desteklenmis MS ortamina
yerlestirmiglerdir. Embriyolar
filizlenmis ve bitkilere doniismiistiir. Tyi
gelismis kotiledonlara sahip olan fideler,
Jiffy-7 kiivetine aktarilmis ve basarili bir
ortama aligtirma isleminden sonra seraya
dikilmistir. Canli bitki elde etme orani
yiiksek olmustur. (Breccia ve ark, 2009)
olgunlasmamis embriyolardan aygicegi
bitkileri gelistirmek i¢in biri in vitro ve
ikisi steril olmayan ti¢ farkli teknigi test

etmislerdir. Bunlar: 1) 1In vitro
¢imlendirme: Olgunlagsmamis
embriyolarin in  vitro ¢imlenmesi
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(Zorzoli ve ark, 1994)’e gore yapilmstir.
Olgunlasmamis akenler 1 saniye
boyunca % 70 etanol ve 10 dakika
boyunca % 3 sodyum hipoklorit ¢ozeltisi
icine daldirma ile yiizey sterilize edilmis
ve daha sonra ii¢ kez steril damitilmis su
icinde durulanmistir. Perikarplar steril
kosullarda ¢ikarilmis ve embriyolar, pH
6,0'da 20 g/l sukroz, 9 g/l agar ile takviye
edilmis hormonsuz yar1 kuvvetli (MS)
ortami iizerine cimlendirilmistir.
Embriyolar, 10 ml kat1 ortam igeren bir
test tiipiine yerlestirilmistir. Iki embriyo
manipiilasyon teknigi
degerlendirilmigtir: saglam embriyolar
ve kesilmis embriyolar; ki ikincisi, distal
ticiincli  kotiledon ucundan ayrilmis
embriyolardir. Kiiltiirler, bir biiyiime
odasinda 25 + 2°C'de 12 saatlik bir
fotoperyod (50 umol m-2 s-1)
kosullarinda 15 giin boyunca inkiibe
edilmistir. 2) Steril olmayan ¢imlenme
teknikleri: ~ Olgunlagsmamig  akenler
yukarida tarif edildigi gibi yilizey
sterilize edilmis ve sonra {i¢ kez
damitilmis su iginde durulanmustir.
Perikarplar ve seminal membranlar
saglam ve kesilmis embriyolardan
cikarilmistir. Her iki  embriyo
manipiilasyonu, in vitro teknik i¢in tarif
edilen kosullar altinda inkiibe edilmistir.
Iki steril olmayan deneme
degerlendirilmistir: petride ¢cimlenme ve
saksida ¢imlenme teknigi. Bu calismada
kullanilan petride ¢imlenme teknigi
(Paul ve Barthou,1994) asagidaki sekilde
uyarlanmistir: 1) 10 cm'lik petri kabina
filtre  kagidi  {izerine  embriyolar
yerlestirilmis ve pamukla besleyici
cozeltiyle (% 25 MS) islatilmustir, ii)
Ekimden bes giin sonra c¢imlenmis
embriyolar kumla doldurulmus plastik
tepsilere aktarilmis ve besleyici ¢ozelti
ile sulanmistir. Bitkiler, 10 giin boyunca
bliyime odasinda tutulmustur. 3)
Saksida ¢imlenme teknigi, kum ile
doldurulmus plastik saksilara (4 cm gap
x 5,5 cm boyunda) olgunlasmamis
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embriyolarin ekiminden ibaret olmustur.
Saksilar plastik tavalara (tepsi basina 30
saks1) yerlestirilmis ve kilcal borularla

besleyici  ¢ozelti ile  sulanmistir.
Embriyolar 15 giin boyunca
inkiibasyona yatirilmistir. Denemeler

sonucunda, olgunlagmamis embriyolarin
¢imlenmesi, hem in vitro kiiltiir hem de
saksida ¢imlendirme tekniginde basarili
ve aynt bulunmustur. Calismada ii¢
tekerriirli, tamamen randomize bir
tasarim  kullanmislardir.  In  vitro
deneylerde, her bir tekerriir icin on
embriyoyu on test tiipline (her tiipe bir
embriyo) yerlestirmislerdir. Petri kabi
denemesinde her tekerriirde bir petri kab1
yer almig ve her petri kabina on embriyo
yerlestirmiglerdir. Saksi denemesinde
her tekerriir 10 saksidan olusmus ve her
saksiya bir embriyo yerlestirmislerdir.
(Jach ve Przywara, 2000), aycicegi
genotiplerinin olgunlasmamis zigotik
embriyolarinda  indiiklenen  somatik
embriyogenez ve organogenez iizerine
calistiklar1 bir deneme yliriitmiiglerdir.
Dort ¢esidin  olgunlasmamis  zigotik
embriyolari, 350 mM'lik yiiksek sakaroz
konsantrasyonunu i¢ceren JME ortaminda
kiiltiirlendiginde somatik embriyogenez
ve organogenez gbzlemislerdir.
(Torresan ve ark, 1996)'ya gore,
ayciceginde olgunlasmamis tohumlarin
¢cimlendirilmesi, steril olmayan
kosullarda dretildigi i¢in, in vitro
embriyo kiiltlirline gore daha basit ve
daha ucuz bir alternatiftir. Cimlenme
yilizdesini maksimize etmek igin farkli
teknikler 15 giinliik tohumlar iizerinde
test edilmistir. Sonuglar gostermistir ki:
1)” tohumlarin yiizeyini asindirmak ve
2) 100 ppm gibberellik asit icerisinde 1
saat boyunca islatmak oOnemlidir. Bu
teknigin uygulanmasiyla tohumlarin %
94'tinden fazlasi ¢imlendirilmistir.

Sonuc¢
Embriyo  kiiltiiri  bitkilerde farkhi
amaclarla kullanilan bir  tekniktir.
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Tohum disinda embriyonun gelisiminin
incelenmesi, yasama yetenegine sahip
olmayan embriyolar1 kurtarma ve
haploid bitki gelistirme gibi amaglar i¢in
kullanilabilir.
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