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ÖZ 
 

Çalışmada, turunçgil ıslahında kullanılan geleneksel yöntemlerden seleksiyon, melezleme ve mutasyon 

teknikleri ile birlikte veya tek başına kullanılarak daha kısa zamanda ve daha hızlı ilerleme sağlayan 

biyoteknolojik yöntemlerden, ploidi ıslahı, izoenzim analizleri, moleküler teknikler, genetik 

transformasyon, somatik melezleme ve özellikle embriyo kültürü ile bu tekniğe etki eden faktörler 

irdelenmiştir. Geleneksel turunçgil ıslahı; uyuşmazlık, heterozigoti, apomiksis, poliembriyoni ve uzun 

süren gençlik kısırlığına bağlı olarak zahmetli, maliyetli ve zaman alıcı bir uğraştır. Islah çalışmalarında 

ister geleneksel ister modern teknikler olsun hedefe ulaşmak için uygun ebeveynlerin ve uygun tekniklerin 

seçimi önemlidir. Ebeveynler arasındaki genetik ilişkiler ile hedeflenen karakterlerin kalıtımı hakkında elde 

edilen bilgiler, ıslah çalışmalarının doğru yönlendirilmesi ve daha kısa sürede başarı sağlanması için 

oldukça önemlidir. Poliembriyoni nedeniyle yeni melez bireylerin oluşumu sınırlı olmasına rağmen 

melezleme ıslahı, turunçgillerde çeşit geliştirmenin temelini oluşturmaktadır. Poliembriyonik 

turunçgillerde zigotik embriyo, nuseller embriyolarla besin maddesi ve gelişim alanı için yarışmak 

zorundadır ve nuseller embriyolar, zigotik embriyoların gelişimini baskılamaktadır. Embriyo kurtarma 

tekniği, kontrollü melezlemeler ve somatik melezlemelerde bu sorunun çözümü için gerekli ve yararlı bir 

metottur. Bu tekniğin başarısını; embriyo gelişim aşaması, kültür ortamının bileşimi, embriyo alım tekniği 

ve genotip etkilemektedir. In vitro yöntemler ve moleküler tekniklerdeki yeni gelişmeler ve bunların ıslah 

programlarında kullanımının yaygınlaşması turunçgillerde yeni çeşitlerin elde edilmesine olanak 

sağlayacaktır. 
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CITRUS BREEDING: EMBRYO CULTURE STUDIES 

 

ABSTRACT 
 

In this study, it was evaluated important factors for conventional breeding techniques (selection, 

hybridization artificial mutation) and biotechnological methods (ploidy breeding, isoenzyme analysis, 

molecular techniques, genetic transformation, somatic hybridization and especially embryo culture) in 

citrus breeding. Conventional citrus breeding is laborious, costly and time-consuming due to 

incompatibility, heterozygous, apomixis, polyembryony and prolonged juvenility. It is important to choose 

suitable parents and suitable techniques to achieve the goal in breeding studies whether traditional or 

modern techniques. Obtained knowledge about the genetic relationships between parents and the 

inheritance of the targeted characters is important for the manipulated of breeding studies and achievement 

in a shorter time. Hybridization breeding is the basis of developing cultivars in citrus, although the obtained 

of new hybrid genotypes is limited because of polyembryony. The zygotic embryo must compete with the 

nuceller embryos for nutrient and growth area in polyembryonic citrus cultivars and the nuceller embryos 

suppress the development of the zygotic embryos. Embryo rescue technique is a necessary and useful 

method for solving this problem in controlled hybridization and somatic hybridization. The success of this 

technique is affected by the embryo development stage, composition of the culture medium, embryo excise 

technique and genotype. New developments in in vitro methods and molecular techniques and the 

widespread use of these in breeding programs will provide an opportunity breeding new cultivars in Citrus. 
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GİRİŞ 
 

Turunçgiller, meyvelerinden farklı 

şekillerde yararlanılan karışık bir meyve 

grubudur. Milattan önce başlayan turunçgil 

tarımı, dünyada 4000 yıldır, ülkemizde ise 

2000 yıldır yapılmaktadır. Ülkemizde 

turunçgil yetiştiriciliği ticari olarak 1930’lu 

yıllarda başlamış ve 1950’li yıllarda üretimde 

kendine yeten ve ihracat yapan bir ülke 

konumuna gelmiştir. Dünya turunçgil 

üretiminde 2017 yılı verilerine göre Çin, 

Brezilya ve Hindistan ilk üç sırada olup, 

4.769.726 ton üretim ile Türkiye önemli 

turunçgil üreticisi ülkeler arasında 7. sıradadır 

[7]. Turunçgiller kendine has özellikleri ve 

uzun raf ömürleri sayesinde dünya ticaretinde 

sofralık olarak büyük ölçekte ihracata olanak 

tanımaktadır. Ülkemizin toplam yaş meyve ve 

sebze ihracatı içinde turunçgiller 2.022.088 ton 

ve 893.6 milyon $’lık bir payla ilk sırada yer 

almaktadır [8]. 

Turunçgil türlerinin ait olduğu 

Aurantioideae alt familyası içindeki soy, alt 

soy, cins ve türlerin taksonomik durumu 

tartışmalı, karmaşık ve oldukça akıl 

karıştırıcıdır. Gerçek turunçgiller, üçü ticari 

önemi sahip olan (Poncirus, Fortunella ve 

Citrus) toplam altı cinsten oluşan çoğunlukla 

her dem yeşil bitkilerdir. Turunçgiller ve pek 

çok yakın cins birbirleriyle kolayca 

melezlenebilen ve yüzyıllarca doğada spontan 

olarak bulunan ağaçlardır [117]. 

Turunçgil ıslah çalışmaları binlerce yıl 

öncesinde Eski Çin’de yabani türlerden üstün 

fenotiplerin seçilmesi şeklinde 

yapılmaktayken, sistematik ve hedefe yönelik 

ıslah programları 1893’te Swingle ve Webber 

ile ilk kez Florida’da başlatılmıştır. 

Turunçgiller çok farklı toprak ve iklim 

koşullarında yetiştirilmek istendiğinde üretimi 

sınırlayan bazı biyotik ve abiyotik stres 

koşullarında belirli anaç ve çeşitlerin kullanımı 

gerekmektedir. Gelişmiş ülkelerin 

pazarlarında, yüksek kalitede ve her dönem 

meyve talebinden dolayı turunçgillerde meyve 

kalitesinin artırılması önemli bir önceliktir. 

Islahçılar, pazar sezonunu genişletmek için 

erken ve geç olgunlaşan çeşitler seçmeye ya da 

meyve kalitesini (renk, irilik, çekirdeksizlik 

vb.) artırmaya yönelik ıslah programlarına 

yönelmektedirler [92]. 

Diğer meyve ağaçlarında olduğu gibi 

turunçgillerde de ıslah, zor ve zaman alıcıdır. 

Pek çok turunçgil ve akraba türler 

heterozigottur ve önemli bazı özellikler tek 

genli kalıtım gösterdiğinden F₁ melezleri 

farklılık göstermeye eğilimlidirler [102]. Bu 

nedenle ıslahçılar için oluşan büyük 

popülasyonlardan istenilen özelliğin seçimi 

neredeyse olanaksız hale gelmekte [43] ve bu 

yüzden turunçgil ıslah çalışmalarını daha da 

zorlaştırmaktadır [36]. İzoenzim 

işaretlemelerinin kullanılması iyileştirme 

sağlamasına rağmen uzun gençlik kısırlığı (5-

15 yıl), nuseller embriyoni, heterozigoti, 

eşeysel uyuşmazlıklar gibi özelliklerin ve 

bunlarla ilişkili özel belirteçlerin olmaması 

melezlerin seleksiyonunu zorlaştırmakta, 

turunçgil ıslahını çok uzun zaman gerektiren, 

maliyetli ve yoğun emek isteyen bir iş haline 

getirmektedir [85]. Bu nedenle geleneksel ıslah 

yöntemlerine ilaveten spontan mutasyonlar, 

yapay ışınlamalar, germplazm taşınması gibi 

yöntemler ve özellikle süreyi kısaltan etkin 

yöntem/tekniklerin kullanılması günümüzde 

daha da öne çıkmaktadır. Bu makalede, 

turunçgil ıslah metotlarına genel bir bakış ve 

embriyo kültürünün detaylarıyla ele alınması 

ve güncel literatürlerin ışığında 

değerlendirilmesi amaçlanmıştır. 

 

Turunçgil Islah Metotları 

 

Turunçgil ıslahının temelini seleksiyon, 

melezleme ve mutasyon yöntemleri 

oluşturmakta, ancak daha kısa zamanda ve 

daha büyük gelişme sağlanması için 

biyoteknolojik yöntemlerle (doku kültürü, 

somatik hibridizasyon, ploidi ıslahı, genetik 

transformasyon vb.) birleştirilmesi 

gerekmektedir. 

 

1. Seleksiyon 

Doğal mutasyon frekansı yüksek olan 

turunçgillerde ıslah çalışmalarının ilk 

yıllarından beri kullanılan seleksiyon metodu, 

günümüzde halen üretilen ve ticarette önem 

taşıyan çeşitlerin ortaya çıkmasını sağlamıştır 

[129]. Turunçgillerde seleksiyon ıslahı 

konusunda ilk çalışma 1936’da Friend ve 

Yarnell [33] tarafından altıntoplar üzerinde 

yapılmıştır. Hastalıklara ve soğuğa dayanım 

gibi amaçlar dışında seleksiyon çalışmaları 

giderek azalmaktadır. 
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Ülkemizde 1979 yılında başlayan 

“Turunçgillerde Aşıgözü Seleksiyon-

Sertifikasyonu ve Çeşit Geliştirme” projesinin 

I. diliminde üstün özellikli toplam 36 birey 

seçilmiştir [86]. Bu proje sonucunda Batı 

Akdeniz Tarımsal Araştırma Enstitüsü’nde 

2011 yılında farklı turunçgil türlerinden 

toplamda 8 adet çeşit [125], Alata Bahçe 

Kültürleri Araştırma Enstitüsü’nde 2014 

yılında 4 adet çeşit ve Ege Tarımsal Araştırma 

Enstitüsü’nde 2 adet çeşit tescil edilmiştir [9]. 

 

2. Melezleme 

Turunçgiller, türlerin kompleks döllenme 

biyolojileri nedeniyle melezlemelerde önemli 

kısıtlamalara sahiptir. Kendine uyuşmazlık ve 

apomiksis ya da diğer deyişle poliembriyoni 

nedeniyle melezlemelerde sorun 

yaşanmaktadır. Çoğu meyve türü 

monoembriyonik olmasına rağmen 

turunçgiller monoembriyonik ya da 

poliembriyonik olduklarından sıra dışıdırlar 

[11]. Poliembriyonik tohumlarda ana ebeveyn 

ile aynı özellikte olan nüseller embriyolar 

zigotik embriyoları baskılayarak melez 

popülasyonların oluşumunu sınırlamakta ve 

varyasyon görülmemektedir [92]. 

Monoembriyonik diploid çeşitler 

melezlemelerde ana ebeveyn olarak 

kullanıldıklarında etkilidirler. Ancak az sayıda 

monoembriyonik ebeveynin olması, portakal 

ve altıntop gibi türlerde tür içi veya türler arası 

melezlemelerde soruna neden olmaktadır. Bu 

sorun, ıslah çalışmaları ile monoembriyonik 

çeşitlerin elde edilmesi ile kısmen azalmış 

[114] ve somatik melezlemeler ile yeni 

bireylerin elde edilmesine bağlı olarak halen 

gelişmektedir. 

Anaç ıslahında, zor ve uzun vadede 

maliyetli olmasına rağmen en fazla kullanılan 

yöntem melezleme ıslahıdır [21]. Anaçlar için 

genetik olarak homojen bitkilerin üretimi 

açısından önemli olan nuseller embriyoni 

ıslahta büyük bir sorundur [102, 128]. 

Turunçgil anaç ıslahı günümüzde de, genetik 

kaynak olarak önemli bir tür olan Poncirus 

trifolita ile seçilen başka bir ebeveynin 

melezlenmesi üzerine yoğunlaşmıştır [17]. 

İstenilen çeşit ve anaç uyumuna sahip ve 

genetik haritalama popülasyonlarının 

sağlanması için Citrus, Poncirus ve Fortunella 

türleri arasında yapılan melezlemelerde fertil 

melezler kolaylıkla elde edilebilmektedir [112, 

107]. 

 

3. Mutasyon 

Turunçgil çeşitlerinin çoğu doğal 

mutasyonlar sonucu meydana gelmiştir. 

Mutasyonun şiddeti türlere göre değişmesine 

rağmen, turunçgiller ve akraba cinsler diğer 

türlere kıyasla mutasyona oldukça eğilimlidir. 

Örneğin Washington Navel portakalı, 18. 

yüzyıl sonunda Selecta çeşidinden doğal 

mutasyon ile oluşmuştur. Washington Navel 

portakalından tomurcuk mutasyonu sonucu 

oluşmuş birçok çeşit vardır [41, 129]. 

Mutasyonlarla; erken olgunlaşma, yüksek 

verimlilik, yüksek kaliteli meyve, kırmızımsı 

kabuk rengi, pürüzsüz kabuk yüzeyi, çekirdek 

sayısında azalma veya çekirdeksizlik ve 

bodurluk gibi birçok farklı özellik elde 

edilmiştir [113]. Ülkemizde, Kobalt 60 akut 

gama ışını uygulamasında; Fremont 

mandarininde çekirdeksizlik, Valencia 

portakalında geççilik, Redblush altıntopunda 

daha koyu renklenme, Kütdiken limonunda 

uçkurutana dayanıklı bireylerin elde edilmesi 

amaçlanmıştır [127]. Nitekim, Kütdiken 

limonundan bu yöntemle Alata, Gülşen ve 

Uzun isimleri ile üç adet çekirdeksiz limon 

tescil edilmiştir [133]. Uluslararası Atom 

Enerjisi Ajansı (IAEA)’nda kayıtlı Citrus cinsi 

içerisinde 14 mutant çeşit tescil ettirilmiştir 

[50]. 

 

4. Biyoteknolojik yöntemler 

Klasik ıslah metotlarında karşılaşılan 

sorunları çözmek ve süreyi kısaltarak daha 

başarılı sonuçlara ulaşmak için in vitro 

teknikler ve genetik uygulamalardan 

yararlanılmaktadır. Islahta hedefe ulaşmak 

için, ebeveynlerin önemli özelliklerinin 

kalıtımının optimize edilmesi gerekmektedir. 

Bu da heterozigotinin yönetimine ve seçilen 

karakterlerin kalıtımına dayanmaktadır. 

Seleksiyona yardımcı markerlerin varlığı, 

özellikle erken dönemde fenotiplerde görülen 

özellikler için önemlidir [145]. 

4.1. Ploidi ıslahı 

Turunçgillerde kromozomların 

görüntülenmesini sağlayan tekniklerle çoğu 

turunçgil türünün diploid (2x=2n=18) olduğu 

belirlenmiştir [59, 99]. Bununla birlikte 

triploid ve tetraploid gibi poliploid bitkiler 
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diploid popülasyonlar içerisinde 

bulunabilmektedir [14, 24]. 

Poliploidler özellikle triploid ve tetraploid 

bitkiler, çeşitlerin meyve kalitesi ve verimini 

artırmakta, bodurluk sağlamanın yanında 

değişik biyotik ve abiyotik stres koşullarına 

toleransı arttırmaktadırlar. Tetraploidler, 

özellikle anaçlık olarak değerlendirilmeleri ve 

ıslah programları için geniş gen kaynağı 

oluşturmalarından dolayı önem taşımaktadırlar 

[122,123, 84, 109]. Turunçgillerde triploid 

bitkiler iki farklı diploid ebeveynin 

melezlenmesiyle [28, 65] ya da diploid ve 

tetraploid ebeveyn bitkilerin melezlenmesi 

yoluyla elde edilebilmektedir [28, 83, 75, 65]. 

Tetraploid bireyler aynı zamanda kolhisin 

kullanılarak ve protoplast füzyonu ile elde 

edilmektedir. Kolhisin ile kromozom sayısı 

ikiye katlanan bitkiler doğrudan çeşit olarak 

kullanılmakla beraber, özellikle çekirdeksizlik 

hedefli ıslah programlarında üstün ebeveyn 

olarak da oldukça önem taşımaktadır. 

Tetraploidler ticari olarak değerli olmasalar da, 

triploidlerin eldesi için ebeveyn olarak 

önemlidirler [83]. 

Poliploid turunçgilleri tanımlamak için 

kromozomların çok küçük yapıda olmaları 

nedeniyle zor ve yoğun emek gerektirmesine 

rağmen kromozom sayımı yöntemi halen 

kullanılmaktadır [59, 132]. Ancak bu yöntem, 

son zamanlarda yerini ploidi seviyelerini 

tanımlamak için daha kolay bir teknoloji olan 

flow sitometri yöntemine bırakmıştır [26, 119, 

3, 5, 6, 15, 124]. Bununla birlikte, hem 

kromozom sayımı hem de flow sitometri 

kendiliğinden oluşan triploidlerde ekstra 

haploid genomların kökenini 

açıklayamamaktadır. Bu durum, çöğürlerin 

orijinleri ve ploidi seviyeleri ile birlikte 

heterozigoti, polimorfik ve kodominant 

markırlar tarafından açıklanabilmektedir [20]. 

 

4.2. İzoenzim analizleri 

Turunçgillerde çeşitlere göre farklı 

oranlarda gerçekleşen nuseller embriyoni 

melezleme ıslahında önemli bir problemdir ve 

nuseller bitkilerle melez bitkileri birbirinden 

ayırmak için karakteristik morfolojik markırlar 

olmadığından bu sorun izoenzim analizleri ile 

aşılmaya çalışılmıştır [57, 67]. Aynı 

biyokimyasal reaksiyonu katalizlemelerine 

rağmen farklı molekül yapıda olan 

izoenzimler, elektroforetik olarak 

ayrıştırıldıktan sonra elde edilen bantlar 

yardımı ile bitkilerin genetik benzerlik ve 

farklılıklarının ortaya konulmasında, 

seleksiyon süresinin kısaltılmasında, çeşit 

ayrımında, taksonomik çalışmalarda ve 

dayanıklılık ıslahı çalışmalarında önem arz 

etmektedirler [64, 121]. Tür ve çeşit 

ayrımlarında, önceleri kullanılan bu metot, 

morfolojik seçime göre çok güvenilir olmasına 

karşın birbirine çok yakın çeşitlerde nuseller 

bitkileri ayırmakta ve mutasyon ile oluşan 

farklılıkları belirlemede yetersiz kalmaktadır 

[106, 40]. 

 

4.3. Moleküler teknikler 

Islah çalışmalarından elde edilen bireylerde 

çekirdeklilik, kalın kabuk gibi istenmeyen 

özellikleri tespit ederek çalışmanın başında 

bunların elenmesi para, emek ve zamanın boşa 

harcanmasını engelleyecektir. Ayrıca bu 

bitkilerde erkencilik, geçcilik, hastalıklara 

dayanıklılık vb. özelliklerin erken aşamada 

belirlenmesi ıslah sürecini hızlandıracaktır. 

Temelde iki farklı moleküler teknik mevcuttur. 

Birincisi, DNA hibridizasyonuna dayalı RFLP 

tekniği ve ikincisi ise PCR’a dayalı SSR, 

RAPD, AFLP, SRAP, SCAR, CAPS, InDel ve 

SNP gibi teknikleri içermektedir [46, 1, 29]. 

RFLP metodu ile turunçgil genom haritaları da 

oluşturulabilmektedir. Ancak bu tekniğin 

oldukça zaman alması nedeniyle melez 

bitkilerin belirlenmesinde CAPS metodu da 

kullanılmaya başlanmıştır. RAPD metodu 

turunçgillerde ve birçok bitkide genetik 

haritalamada, genetik çeşitliliğin 

belirlenmesinde ve bireyin DNA parmak 

izlerinin tespitinde kullanılmaktadır [81, 69]. 

SSR markırları genetik haritalama ve genetik 

çeşitliliğin belirlenmesinde kullanılmaktadır 

[46, 2, 95]. SRAP markırları daha tutarlı 

sonuçlar vermekte ve AFLP tekniğine göre 

daha ucuz ve daha kolaydır [134, 66]. RFLP ya 

da PCR kaynaklı markırlardan polimorfizm 

gösterenler kaydedilerek veri dosyası 

hazırlanmakta ve bunlar kullanılarak mevcut 

bilgisayar programları ile genetik haritalama 

yapılmaktadır [106]. InDel markırlar, 

turunçgillerde spesifik türlerin 

karakterizasyonunda [47], popülasyon genetik 

analizinde [135], genetik haritalama ile genetik 

çeşitlilik analizinde [87] ve filogenetik 

analizlerde [29] kullanılmaktadır. 
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4.4. Genetik transformasyon 

Turunçgil çeşitlerine yeni genler 

aktarılarak, istenilen özellikler kazandırılarak 

üstün özellikte yeni çeşitler elde 

edilebilmektedir. Bu yöntemin başarısı önemli 

özellikleri kodlayan genlerin tespitine ve bu 

genlerin turunçgil genomuna aktarılmasına 

bağlıdır [23]. Genetik transformasyon zor 

olmasına karşın, belirlenen hedeflere yönelik 

yapılan bazı çalışmalarda istenen özelliklere 

sahip transgenik bitkiler elde edilmiştir [63, 31, 

149]. 

Hedeflenen genom düzenleme 

teknolojilerindeki son gelişmeler, transgenik 

olmayan genetiği değiştirilmiş çeşitlerin 

oluşturulmasını kolaylaştırmıştır. CRISPR 

teknolojisi kullanılarak birçok bitkinin genomu 

modifiye edilebilmektedir [27]. CRISPR-Cas 

sistemleri, CRISPR-ilişkili genleri ve bu 

genlere karşılık gelen CRISPR dizilerini 

içermektedir. Palindromik olan bu kısa DNA 

bölgeleri her iki yönde de aynı şekilde okunan 

dizilerdir [76]. Etkili bir genom düzenleme 

aracı olan CRISPR/Cas9 teknolojisi 

kullanılarak turunçgillerde de başarılı sonuçlar 

elde edilmiştir [53, 54]. Turunçgil genetik 

mühendisliği çalışmalarında farklı Cas9 

temelli gen düzenlemeleriyle uygulamaların 

artacağı öngörülmektedir. 

 

4.5. Somatik melezleme 

Melezleme çalışmalarını sınırlayan eşeysel 

uyuşmazlık sorunu somatik melezlemelerle 

hücre düzeyinde aşılmaya çalışılmıştır. 

Turunçgillerde protoplast füzyon çalışmaları 

olumlu sonuçlar vermiş ve gerçek turunçgillere 

yakın bazı akraba cinslere ait protoplastlar 

turunçgillere aktarıldığında istenen özelliklere 

sahip oldukları görülmüştür [78, 42]. 

Protoplast füzyonu, klasik arazi ıslahı gibi 

uzun zaman alan bir işlem olmasına rağmen 

turunçgillerdeki uyuşmazlık problemine 

alternatif bir yol olarak önerilmektedir [77, 45]. 

Bunun yanında somatik melezleme ile 

çekirdeksizlik [56], hastalık ve zararlılara 

dayanıklılık [82, 44] konularında da başarı 

sağlanmıştır. 

 

4.6. Embriyo kültürü 

In vitro kültürün ilk çalışmalarından olan 

embriyo kültürü pratikteki problemler için 

uygulanan ve ıslahçılar için değeri kanıtlanmış 

önemli bir doku kültürü tekniğidir. Embriyo 

kültürü (embriyo kurtarma olarak da 

adlandırılır), aseptik koşullar altında 

embriyoların morfogenesisi, farklılaşması ve 

gelişiminin devamı için önemli 

gereksinimlerinin belirlenerek kimyasal 

içerikleri bilinen ortamda tohum ve ovüllerden 

çıkarılan zigotik embriyoları kurtarmak için 

kullanılan in vitro tekniktir [110, 98, 30]. Bu 

teknik, embriyonun zarar görmeden izole 

edilmesini, uygun bir besi ortamının 

oluşturulmasını ve embriyojenik gelişim ile 

çöğür oluşumunun devam etmesini sağlamak 

esasına dayanmaktadır [12, 103]. 

Embriyo kültürü 1940’lı yılların başından 

beri tohum dormansisinin üstesinden gelmek, 

ıslah süresini kısaltmak, tohum canlılığının 

tespiti, mikroçoğaltım için materyal sağlamak, 

uyuşmazlık görülen melezleme 

kombinasyonlarından olgunlaşmamış 

embriyoların ve nuseller embriyoni nedeniyle 

gelişemeyen zigotik embriyonun kurtarılması, 

embriyogenik gelişim için besin içeriği ve 

fiziksel gereksinimlerinin anlaşılması için 

artarak kullanılmaktadır [146, 39, 58]. 

Melezlemeler sonucunda zigotik embriyoların 

daha fazla gelişen nuseller embriyolarla 

yarışmak zorunda kalması ve sonuçta 

gelişememesi [112] nedeniyle turunçgillerde 

embriyo kurtarma tekniği, en fazla türler arası 

melezlemelerde erken olgunlaşma döneminde 

embriyo aborsiyonunun önlenmesi ve ıslah 

sürecinin kısalmasının yanında yeni triploid 

bireylerin elde edilmesinde önemli rol 

oynamaktadır [80, 147, 73]. 

Turunçgillerde 20. yüzyılın başlarında 

başlayan embriyo kurtarma çalışmaları, cinsler 

arası melezlemeler ile elde edilen triploid 

çöğürler ve turunçgil melezlerinde 

gelişemeyen zigotik embriyonun geliştirilmesi 

için çok yararlı bir yöntemdir [51, 101]. 

Embriyo kurtarma, yoğun kesip ayırma işlemi 

ve karmaşık besi ortamı ihtiyacı nedeniyle 

zordur. Çoğu turunçgil çeşidi 

poliembriyoniktir ve tohum kaynağı olarak 

kullanıldığında genellikle gelişmemiş zigotik 

embriyolar abortif veya canlı olmadığı için, 

genetik olarak ana ebeveynle aynı yapıda olan 

nüseller embriyolar daha güçlü bitkiler 

oluşturmaktadır [14]. Farklı ploidi 

seviyesindeki türler ve özellikle cinsler arası 

melezlemelerde endospermin genellikle zayıf 

geliştiği veya hiç gelişemediğinin gözlendiği 

ve besi ortamları sayesinde bu eksikliğin telafi 
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edilerek embriyonun gelişiminin sağlandığı 

bildirilmiştir [38, 114]. Soost ve Roose [112], 

melezlemeler sonucunda zigotik embriyoların, 

genellikle daha fazla gelişen nuseller 

embriyolarla yarışmak zorunda kaldığını ve 

sonuçta gelişemediklerini belirtmişlerdir. 

Özellikle interploid melezlemeler dahil 

poliembriyonik turunçgil melezlemelerinde 

endosperm yetersizliği ve sonrasında embriyo 

aborsiyonunu teşvik eden uyuşmazlıklara bağlı 

olarak canlı melez birey sayısı azalmıştır [144, 

137]. 

Embriyonun başarılı bir şekilde gelişimi 

birçok faktöre bağlıdır. Bu teknikte başarı, 

büyük ölçüde izole edilen embriyonun gelişim 

aşamasına ve kültür ortamı tarafından sağlanan 

bitki büyüme düzenleyicileri ve besin 

maddelerine bağlıdır [110, 137]. Diğer 

süreçlerin çoğunda olduğu gibi, bitki genotipi 

başarıyı büyük ölçüde etkilemektedir. Bazı 

turunçgil türlerinin embriyoları kültür 

ortamında diğerlerinden daha kolay gelişmekte 

ve bazen çeşitler arasında da farklılıklar ortaya 

çıkabilmektedir [22, 52]. 

Embriyo kültüründe farklı besi ortamları 

kullanılmasına rağmen gelişmiş embriyoların 

kültürüne oranla olgunlaşmamış melez 

embriyoların kültüründe daha karmaşık 

ortamların gerekli olduğu bildirilmiştir [22, 80, 

108]. Embriyo gelişimi, heterotrofik ve 

ototrofik olmak üzere iki aşamalıdır. 

Heterotrofik fazda genç embriyo; endosperm 

ve onu çevreleyen dokulara bağlıdır ve daha 

yaşlı embriyolardan daha karmaşık bir ortam 

ve daha yüksek ozmotik basınca ihtiyaç duyar. 

Genç embriyoların gelişimi için vitamin 

kombinasyonları, aminoasit, büyüme 

hormonları ve bazı durumlarda domates suyu 

ve hindistan cevizi sütü gibi doğal ekstreler 

eklenmiş kompleks ortamların kullanımını 

gerektirmektedir. Ototrofik fazda embriyo, 

gelişimi için gerekli olan maddeleri tuz ve 

şekerden sentezleyebilir. Bu aşamada, 

embriyolar sakaroz gibi bir karbon kaynağı ile 

takviye edilmiş basit bir inorganik ortam 

üzerinde çimlenebilmekte ve 

büyüyebilmektedir [102]. Amonyum nitrat ve 

potasyum nitrat, embriyo kültüründe en sık 

kullanılan inorganik azot kaynaklarıdır. 

Ortamdaki amonyum, olgunlaşmamış 

embriyoların farklılaşması ve gelişmesi için 

zorunlu ve önemlidir [72, 136]. 

Kazein hidrolisat, embriyo kültürü ortamına 

büyümeyi uyarmak için yaygın olarak 

kullanılan 18 amino asitlik bir karışımdır [52]. 

Biyotin, tiamin, pantotenik asit, nikotinik asit, 

askorbik asit, inositol ve piroksidin gibi 

vitaminler ise yaygın olarak ortama 

eklenmektedir [10]. Ortamda vitaminlerin 

yokluğunda kazein hidrolisat ve malt 

ekstraktın kültüre alınan embriyoların 

yaşaması için önemli olduğu belirtilmiştir 

[151, 16, 40]. Turunçgillerde embriyo 

kurtarma için besi ortamı denemelerinde; MS 

[76], MT [77] ve farklı ortamlar ile 

konsantrasyonları, bitki büyüme 

düzenleyicileri, sakaroz, agar, pH, aktif kömür 

gibi farklı faktörlerin etkileri çalışılmıştır [39, 

104, 89, 90, 18]. 

Ortama sakaroz ilavesinin, kültüre alınan 

embriyolarda, kök gelişimini [105] veya hem 

kök gelişimi hem de sürgün taslağını [13] 

teşvik ettiği ve çimlenme oranını arttırdığı 

bildirilmiştir [118]. Özellikle oksin, gibberellin 

ve sitokinin gibi bitki büyüme düzenleyicilerin 

bulunmasıyla kültüre alınmış embriyoların 

morfogenesisi ve gelişimi üzerine etkileri ile 

ilgili çok sayıda çalışma mevcuttur [97, 25, 

55]. Çalışılan türe, çeşide ve melezleme 

kombinasyonlarına göre değişmekle beraber 

ortama farklı dozlarda gibberellik asit (GA₃) 

ilavesinin gerektiği pek çok çalışmada 

bildirilmiştir [16, 138, 83, 61]. Bunun yanında, 

sitokininler ortamda tek başına kullanıldığında 

etkisizdir veya sadece genç embriyo gelişimini 

hafifçe artırmaktadır, oksinler ile birlikte 

kullanıldıklarında ise embriyoların büyümesini 

ve farklılaşmasını destekledikleri belirtilmiştir 

[136]. Turunçgillerde embriyo kültüründe tür 

ve çeşide göre ortama farklı dozlarda GA₃ ilave 

edilmesine yönelik yapılan çalışmalardan 

bazılarında; 0.01 mgL⁻¹ GA₃ [104]; 0.1 mgL⁻¹ 

GA₃ [88]; 1 mgL⁻¹ GA₃ [60, 16, 25, 138, 61]; 

1.5 mgL⁻¹ GA₃ [93, 111]; 2 mgL⁻¹ GA₃ [148] 

veya 5 mgL⁻¹ GA₃ [16] ilave edilmesinin 

uygun bulunduğu bildirilmiştir. 

Turunçgillerde yapılan embriyo kurtarma 

çalışmalarında önemli bir faktör olan kültür 

ortamı olarak en yaygın MS [51, 93] ve MT 

[126, 51, 62] besi ortamları ve 

modifikasyonları kullanılmıştır. Bununla 

beraber, Ohta ve Furusato [79] tarafından 

White [140] ortamında, Perez-Tornero ve 

Porras [93] ve Soni ve ark. [111] tarafından 
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Gamborg’s B5 [34] ortamından başarılı 

sonuçlar alındığı belirtilmiştir. 

Embriyo kültürü çalışmalarında ışık ve 

sıcaklık etkili olan iki çevresel faktördür. 

Embriyoların çoğunlukla tohumlardan daha 

geniş bir sıcaklık aralığında çimlendiği ve bitki 

türüne bağlı olarak çimlenme için optimum 

sıcaklığın genellikle 25℃ ila 30℃ arasında 

olduğu bildirilmiştir [74]. Ponca Mandarini ve 

Pera Portakalı melezlemelerinden alınan 

olgunlaşmamış embriyoların kültüründe 

ışıklanma süresinin etkili olduğu ve 8, 10, 12, 

14, 18 ve 24 saat süreyle ışıkta tutulan 

kültürlerde en iyi sonuçların alındığı 

bildirilmiştir [91]. 

Embriyo gelişim zamanı önemli diğer bir 

faktör olup, bu konu üzerine yapılan 

çalışmalarda embriyo büyüklüğü ve şekline 

göre, 3 mm’den daha büyük embriyolar [79], 

küresel embriyolar [115], kalp şekilli 

embriyolar [100] ile tam çiçeklenmeden 3-4 ay 

sonra hem küresel hem de kalp şekilli 

embriyolar [116] ve 3 mm’den daha küçük 

embriyolar [70] kültüre alınmıştır. 

Turunçgillerde elde edilen melezlerde 

embriyoların kurtarılma zamanı konusunda; 

tozlamadan 50 gün [19, 139], 80 gün [120], 85 

gün [143], 100 gün [80, 118, 126], 105 gün [16, 

32], 118 gün [18], 120 gün [100, 94, 61, 62] ve 

130-140 gün sonra [111] yapılan çalışmalarda 

iyi sonuçlar alındığı belirtilmiştir. Bununla 

birlikte limonda yapılan bir çalışmada tam 

çiçeklenmeden 135-150 gün sonra [93], 

mandarinde yapılan bir çalışmada ise tam 

çiçeklenmeden 50, 65, 80, 100, 135, 150 ve 

165 gün sonra [35], Citrus × Poncirus 

kombinasyonu ile yapılan melezleme 

çalışmasında ise tozlamadan 110, 120, 130 gün 

sonra olgunlaşmamış embriyoları [62] kültüre 

aldıklarını bildirmişlerdir. Bazı melezleme 

çalışmalarında ise embriyolar, tozlamadan 10-

14 hafta sonra [48], 12-15 hafta sonra [131, 4] 

ve 12-14 hafta ile 7 ay sonra [51], 14-16 hafta 

sonra [109] kültüre alınmışlardır. Zhu ve ark. 

[150], meyvelerin olgunlaşmasını tamamladığı 

dönemde alınan embriyoların, Aleza ve ark. [3] 

meyvelerin olgunlaşma zamanında küçük 

tohumlardan aldıkları embriyoların, Thuy ve 

ark. [123] ise melezlemeler sonucunda abortif 

ve küçük tohumlara ait embriyoların kültüre 

alınmasının uygun olduğunu belirtmişlerdir. 

Aseptik koşullarda mikroskop altında 

yapılan embriyo kurtarma tekniği, el becerisi 

isteyen, zahmetli ve zaman alıcı bir uygulama 

olup, embriyonun dikkatli bir şekilde 

çıkarılması başarı için kritik öneme sahiptir. 

Embriyoların karmaşık besin maddesi 

gereksinimleri, embriyoyu çıkarma sırasındaki 

zararlanma riskinin yüksek olması ve 

embriyoların çok küçük boyutta olması 

nedeniyle daha genç embriyoların kültürü daha 

zordur ve başarı şansını artırmak için embriyo 

ve endosperm birlikte de kültür ortamına 

konulabilmektedir [141, 52]. Bunun yanında 

son yıllarda özellikle triploidi ıslahı 

çalışmalarında embriyo kurtarma tekniği rutin 

olarak kullanılmakta olup triploidi olma 

özelliği daha fazla olan daha küçük embriyolar 

kültüre alınmaktadır [3]. Embriyoları çıkarma 

işlemi türlere göre değişmekle beraber 

genellikle ovüllerin mikropil ucundan kesim 

yapılarak embriyonun çıkarılması için karşı 

tarafından baskı uygulanmaktadır. Dikkatli 

olunmazsa özellikle daha genç ve kalp şekilli 

embriyoların çıkarılmasında sıvı endosperm ile 

çevrili hassas embriyogenik dokuya zarar 

verilebileceği bildirilmiştir [103]. Bu tekniğin 

yanında eksplant olarak eksize edilen 

embriyolar yerine yarım ovüllerle çalışılmış, 

ancak melezlemelerin çoğunda ovüllerin 

çimlenme oranının çok düşük olduğu 

saptanmıştır [142]. Protoplast füzyonu ile elde 

edilen ebeveynlerle yapılan melezleme 

çalışmasında daha önce uygulanmayan bir 

teknikle, tohum antipodal ucundan ikiye 

kesilerek forsepsle ayrılıp embriyo çıkarılmış 

ve MT kültür ortamında %40.5 çimlenme 

sağlandığı bildirilmiştir [143]. Triploidi ıslahı 

çalışmalarında klasik melezlemeler (2x × 2x) 

sonucu elde edilen bireylerde embriyo 

kurtarma ve flow sitometri gibi teknikler 

kullanılarak triploidler seçilmekte ve son 10 

yılda yapılan çalışmalardan dört yeni triploid 

mandarin çeşidi tescil edilmiştir. İspanya’da bu 

ıslah programı kapsamında geliştirilen 

çekirdeksiz ve geç olgunlaşan ilk çeşitler Garbi 

ve Safor mandarinleridir [75]. 

 

 

SONUÇ 
 

Turunçgillerde geleneksel ıslah adımlarını 

takip ederek yapılan çeşit ve anaç ıslahı; 

uyuşmazlık, apomiksis, heterozigoti, 

poliembriyoni, embriyo aborsiyonu, gençlik 

döneminin uzun sürmesi ve bitki yetiştirmek 
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üzere alan gereksinimi gibi nedenlerden dolayı 

zor, zaman alıcı, maliyetli ve karmaşık bir 

çalışmadır. Kalıtım özellikleri birbirinden 

farklı birkaç hedefi olan ıslah programlarında 

istenen amaca ulaşmak için ebeveynlere ait 

karakterlerin kalıtımı ve ebeveynler arasındaki 

genetik ilişkiler hakkında elde edilen bilginin 

zenginleşmesi ile uygun ebeveynlerin seçimi 

ve uygun tekniklerin kullanımı çalışmalara hız 

ve etkinlik sağlayacaktır. Bununla beraber 

turunçgil ıslahının temelini melezleme 

çalışmaları ve seleksiyon oluşturmaktadır. 

Sağladığı büyük potansiyele rağmen, sterilite, 

mutasyon eğiliminin fazla olması, 

kromozomların yapısındaki değişiklikler ve 

yeniden düzenlemeler gibi bazı dezavantajları 

da vardır. Ayrıca turunçgillerin çoğu 

poliembriyoniktir ve nuseller embriyolar besin 

maddesi ve alan gereksinimi nedeniyle zigotik 

embriyoları baskılamaktadır. Bu sorunun 

çözümü için gerekli ve yararlı bir teknik olan 

embriyo kurtarma; turunçgillerde türler, cinsler 

ve ploidiler arası melezlemelerde embriyo 

aborsiyonunun üstesinden gelmek için 

uygulanan başarılı bir metottur. Embriyo 

kurtarma, diğer in vitro metotlara göre ciddi el 

becerisi gerektiren, zor ve zaman alan bir 

tekniktir. Bu tekniğin başarısı; embriyo gelişim 

aşamasına, kültür ortamının içeriğine, embriyo 

alım tekniğine ve genotipe bağlıdır. 

Turunçgillerde klasik ve genetik ıslah 

çalışmalarında elde edilen ilerlemelere paralel 

olarak tercih edilen ve değerli bir metot olan 

embriyo kültürü, üstün yeni çeşitlerin 

geliştirilmesinde ve ıslah süresinin 

kısaltılmasında önemli bir potansiyel 

oluşturmaktadır. Geleneksel yöntemlerle 

beraber in vitro yöntemler ve moleküler 

tekniklerdeki yeni gelişmeler ve bunların ıslah 

programlarında birlikte kullanımı 

turunçgillerde yeni çeşitlerin elde edilmesine 

olanak sağlayacaktır. Turunçgil ıslahında 

protoplast füzyonu ve gen aktarımı gibi yeni 

tekniklerin kullanımının yaygınlaşması ile 

önümüzdeki dönemlerde in vitro teknikler ve 

özellikle embriyo kültürü daha da önem 

kazanacaktır. 
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