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Oz

Caligmada, turunggil 1slahinda kullanilan geleneksel yontemlerden seleksiyon, melezleme ve mutasyon
teknikleri ile birlikte veya tek basina kullanilarak daha kisa zamanda ve daha hizli ilerleme saglayan
biyoteknolojik yontemlerden, ploidi 1slahi, izoenzim analizleri, molekiiler teknikler, genetik
transformasyon, somatik melezleme ve Ozellikle embriyo kiiltiirii ile bu teknige etki eden faktorler
irdelenmistir. Geleneksel turunggil 1slahi; uyusmazlik, heterozigoti, apomiksis, poliembriyoni ve uzun
stiren genglik kisirligina bagli olarak zahmetli, maliyetli ve zaman alici bir ugrastir. Islah ¢aligmalarinda
ister geleneksel ister modern teknikler olsun hedefe ulagmak i¢in uygun ebeveynlerin ve uygun tekniklerin
secimi onemlidir. Ebeveynler arasindaki genetik iliskiler ile hedeflenen karakterlerin kalitimi hakkinda elde
edilen bilgiler, 1slah ¢aligmalarinin dogru yonlendirilmesi ve daha kisa slirede bagari saglanmasi igin
oldukca Onemlidir. Poliembriyoni nedeniyle yeni melez bireylerin olusumu sinirli olmasina ragmen
melezleme 1slahi, turunggillerde ¢esit gelistirmenin temelini olusturmaktadir. Poliembriyonik
turunggillerde zigotik embriyo, nuseller embriyolarla besin maddesi ve gelisim alani igin yarigmak
zorundadir ve nuseller embriyolar, zigotik embriyolarin gelisimini baskilamaktadir. Embriyo kurtarma
teknigi, kontrolli melezlemeler ve somatik melezlemelerde bu sorunun ¢éziimii i¢in gerekli ve yararli bir
metottur. Bu teknigin basarisini; embriyo gelisim agamasi, kiiltiir ortaminin bilesimi, embriyo alim teknigi
ve genotip etkilemektedir. In vitro yontemler ve molekiiler tekniklerdeki yeni gelismeler ve bunlarin 1slah
programlarinda kullaniminin yayginlagmasi turunggillerde yeni cesitlerin elde edilmesine olanak
saglayacaktir.
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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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GIRIS

Turunggiller, meyvelerinden farkll
sekillerde yararlanilan karigik bir meyve
grubudur. Milattan O6nce baglayan turuncgil
tarimi, diinyada 4000 yildir, tlkemizde ise
2000 yildir  yapilmaktadir.  Ulkemizde
turunggil yetistiriciligi ticari olarak 1930’lu
yillarda baslamis ve 1950°1i yillarda iiretimde
kendine yeten ve ihracat yapan bir {ilke
konumuna  gelmistir.  Diinya turunggil
iretiminde 2017 yili verilerine goére Cin,
Brezilya ve Hindistan ilk {i¢ sirada olup,
4.769.726 ton {iretim ile Tirkiye Onemli
turunggil iireticisi iilkeler arasinda 7. siradadir
[7]. Turuncgiller kendine has ozellikleri ve
uzun raf omiirleri sayesinde diinya ticaretinde
sofralik olarak biiylik 6lgekte ihracata olanak
tammaktadir. Ulkemizin toplam yas meyve ve
sebze ihracat1 i¢inde turunggiller 2.022.088 ton
ve 893.6 milyon $’lik bir payla ilk sirada yer
almaktadir [8].

Turuncgil tiirlerinin ait oldugu
Aurantioideae alt familyas: igindeki soy, alt
soy, cins ve tirlerin taksonomik durumu
tartismali, karmasik ve oldukga akil
karigtiricidir. Gergek turunggiller, ii¢li ticari
Oonemi sahip olan (Poncirus, Fortunella ve
Citrus) toplam alt1 cinsten olusan ¢ogunlukla
her dem yesil bitkilerdir. Turunggiller ve pek
¢ok yakin cins Dbirbirleriyle kolayca
melezlenebilen ve yiizyillarca dogada spontan
olarak bulunan agaclardir [117].

Turunggil 1slah c¢alismalar1 binlerce yil
oncesinde Eski Cin’de yabani tiirlerden {istiin
fenotiplerin secilmesi seklinde
yapilmaktayken, sistematik ve hedefe yonelik
1slah programlar1 1893°te Swingle ve Webber
ile ik kez Florida’da baslatilmistir.
Turunggiller ¢ok farkli toprak ve iklim
kosullarinda yetistirilmek istendiginde liretimi
smmirlayan baz1 biyotik ve abiyotik stres
kosullarinda belirli anag ve gesitlerin kullanimi
gerekmektedir. Gelismis tilkelerin
pazarlarinda, yiiksek kalitede ve her donem
meyve talebinden dolayi turunggillerde meyve
kalitesinin artiritlmast 6nemli bir Onceliktir.
Islahgilar, pazar sezonunu genisletmek igin
erken ve ge¢ olgunlasan cesitler segmeye ya da
meyve kalitesini (renk, irilik, c¢ekirdeksizlik
vb.) artirmaya yonelik 1slah programlarina
yonelmektedirler [92].
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Diger meyve agaclarinda oldugu gibi
turunggillerde de 1slah, zor ve zaman alicidir.
Pek c¢ok turuncgil ve akraba tiirler
heterozigottur ve Onemli bazi &zellikler tek
genli kaliim gosterdiginden F. melezleri
farklilik gostermeye egilimlidirler [102]. Bu
nedenle 1slahgilar i¢in  olusan  biiyiik
popiilasyonlardan istenilen o6zelligin segimi
neredeyse olanaksiz hale gelmekte [43] ve bu
yiizden turunggil 1slah c¢aligmalarin1 daha da
zorlagtirmaktadir [36]. Izoenzim
isaretlemelerinin  kullanilmas1  iyilestirme
saglamasina ragmen uzun genglik kisirligi (5-
15 wil), nuseller embriyoni, heterozigoti,
eseysel uyusmazliklar gibi oOzelliklerin ve
bunlarla iliskili 6zel belirteglerin olmamasi
melezlerin  seleksiyonunu  zorlastirmakta,
turunggil 1slahin1 ¢ok uzun zaman gerektiren,
maliyetli ve yogun emek isteyen bir is haline
getirmektedir [85]. Bu nedenle geleneksel 1slah
yontemlerine ilaveten spontan mutasyonlar,
yapay 1sinlamalar, germplazm taginmasi gibi
yontemler ve oOzellikle siireyi kisaltan etkin
yontem/tekniklerin  kullanilmas1 giiniimiizde
daha da oOne ¢ikmaktadir. Bu makalede,
turunggil 1slah metotlarina genel bir bakis ve
embriyo kiiltiiriiniin detaylariyla ele alinmasi
ve giincel literatiirlerin 1s181inda
degerlendirilmesi amaglanmuistir.

Turuncgil Islah Metotlart

Turunggil 1slahinin temelini seleksiyon,
melezleme ve  mutasyon  yOntemleri
olusturmakta, ancak daha kisa zamanda ve
daha biliyiik gelisme saglanmasi igin
biyoteknolojik yontemlerle (doku kiiltiiri,
somatik hibridizasyon, ploidi 1slahi, genetik
transformasyon vb.) birlestirilmesi
gerekmektedir.

1. Seleksiyon

Dogal mutasyon frekansi1 yiiksek olan
turunggillerde  1slah  g¢aligmalarinin  ilk
yillarindan beri kullanilan seleksiyon metodu,
giiniimiizde halen {iretilen ve ticarette Gnem
tagiyan gesitlerin ortaya ¢ikmasini saglamistir
[129].  Turunggillerde seleksiyon 1slahi
konusunda ilk calisma 1936’da Friend ve
Yarnell [33] tarafindan altintoplar {izerinde
yapilmistir. Hastaliklara ve soguga dayanim
gibi amaglar disinda seleksiyon calismalar
giderek azalmaktadir.
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Ulkemizde 1979  yilinda  baslayan
“Turuncggillerde As1g6zil Seleksiyon-
Sertifikasyonu ve Cesit Gelistirme” projesinin
I. diliminde tistiin 6zellikli toplam 36 birey
secilmistir [86]. Bu proje sonucunda Bati
Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisii’'nde
2011 yilinda farkli turunggil tiirlerinden
toplamda 8 adet ¢esit [125], Alata Bahge
Kiiltiirleri Arastirma  Enstitiisii’'nde 2014
yilinda 4 adet ¢esit ve Ege Tarimsal Arastirma
Enstitiisii’nde 2 adet ¢esit tescil edilmistir [9].

2. Melezleme

Turunggiller, tiirlerin kompleks dollenme
biyolojileri nedeniyle melezlemelerde nemli
kisitlamalara sahiptir. Kendine uyusmazlik ve
apomiksis ya da diger deyisle poliembriyoni

nedeniyle melezlemelerde sorun
yasanmaktadir. Cogu meyve tiiri
monoembriyonik olmasina ragmen
turunggiller ~ monoembriyonik  ya  da

poliembriyonik olduklarindan sira digidirlar
[11]. Poliembriyonik tohumlarda ana ebeveyn
ile aym1 Ozellikte olan niiseller embriyolar
zigotik  embriyolart  baskilayarak melez
popiilasyonlarin olusumunu sinirlamakta ve
varyasyon gorilmemektedir [92].

Monoembriyonik diploid cesitler
melezlemelerde ana  ebeveyn  olarak
kullanildiklarinda etkilidirler. Ancak az sayida
monoembriyonik ebeveynin olmasi, portakal
ve altintop gibi tiirlerde tiir i¢i veya tiirler arasi
melezlemelerde soruna neden olmaktadir. Bu
sorun, islah caligmalar1 ile monoembriyonik
cesitlerin elde edilmesi ile kismen azalmis
[114] ve somatik melezlemeler ile yeni
bireylerin elde edilmesine bagli olarak halen
gelismektedir.

Ana¢ 1slahinda, zor ve uzun vadede
maliyetli olmasina ragmen en fazla kullanilan
yontem melezleme 1slahidir [21]. Anaglar igin
genetik olarak homojen bitkilerin iiretimi
acisindan oOnemli olan nuseller embriyoni
1slahta  biiyiik bir sorundur [102, 128].
Turunggil anag 1slahi giiniimiizde de, genetik
kaynak olarak onemli bir tiir olan Poncirus
trifolita ile segilen bagka bir ebeveynin
melezlenmesi iizerine yogunlasmistir [17].
Istenilen cesit ve ana¢ uyumuna sahip ve
genetik haritalama popiilasyonlarinin
saglanmasi i¢in Citrus, Poncirus ve Fortunella
tiirleri arasinda yapilan melezlemelerde fertil

melezler kolaylikla elde edilebilmektedir [112,
107].

3. Mutasyon
Turunggil  cesitlerinin  ¢ogu  dogal
mutasyonlar sonucu meydana gelmistir.

Mutasyonun siddeti tiirlere gore degismesine
ragmen, turuncgiller ve akraba cinsler diger
tiirlere kiyasla mutasyona oldukca egilimlidir.
Ornegin Washington Navel portakali, 18.
yiizy1l sonunda Selecta c¢esidinden dogal
mutasyon ile olusmustur. Washington Navel
portakalindan tomurcuk mutasyonu sonucu
olugmus bir¢ok g¢esit vardir [41, 129].

Mutasyonlarla; erken olgunlasma, yliksek
verimlilik, yiiksek kaliteli meyve, kirmizimsi
kabuk rengi, piiriizsiiz kabuk yiizeyi, ¢ekirdek
sayisinda azalma veya c¢ekirdeksizlik ve
bodurluk gibi bircok farkli 6zellik elde
edilmistir [113]. Ulkemizde, Kobalt 60 akut
gama 1s1m  uygulamasinda;  Fremont
mandarininde cekirdeksizlik, Valencia
portakalinda geggilik, Redblush altintopunda
daha koyu renklenme, Kiitdiken limonunda
uckurutana dayanikli bireylerin elde edilmesi
amaclanmistir  [127]. Nitekim, Kiitdiken
limonundan bu yontemle Alata, Giilsen ve
Uzun isimleri ile t¢ adet ¢ekirdeksiz limon
tescil edilmistir [133]. Uluslararasi Atom
Enerjisi Ajansi (IAEA)’nda kayith Citrus cinsi
igerisinde 14 mutant gesit tescil ettirilmistir
[50].

4. Biyoteknolojik yontemler

Klasik 1slah metotlarinda karsilasilan
sorunlart ¢6zmek ve siireyi kisaltarak daha
basarili sonuglara ulagsmak igin in vitro
teknikler ~ ve  genetik  uygulamalardan
yararlanilmaktadir. Islahta hedefe ulagsmak
icin, ebeveynlerin o6nemli &zelliklerinin
kalittminin optimize edilmesi gerekmektedir.
Bu da heterozigotinin yonetimine ve segilen
karakterlerin ~ kalitmina  dayanmaktadir.
Seleksiyona yardimci markerlerin - varligi,
ozellikle erken donemde fenotiplerde goriilen
ozellikler i¢in dnemlidir [145].

4.1. Ploidi i1slahi

Turunggillerde kromozomlarin
goriintiilenmesini saglayan tekniklerle ¢ogu
turunggil tiiriiniin diploid (2x=2n=18) oldugu
belirlenmistir  [59, 99]. Bununla birlikte
triploid ve tetraploid gibi poliploid bitkiler
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diploid popiilasyonlar icerisinde
bulunabilmektedir [14, 24].

Poliploidler 6zellikle triploid ve tetraploid
bitkiler, g¢esitlerin meyve kalitesi ve verimini
artirmakta, bodurluk saglamanin yaninda
degisik biyotik ve abiyotik stres kosullarina
tolerans1  arttirmaktadirlar.  Tetraploidler,
Ozellikle anaglik olarak degerlendirilmeleri ve
1slah programlar1 icin genis gen kaynag:
olusturmalarindan dolay1 6nem tasimaktadirlar
[122,123, 84, 109]. Turunggillerde triploid
bitkiler ~iki farkli  diploid ebeveynin
melezlenmesiyle [28, 65] ya da diploid ve
tetraploid ebeveyn bitkilerin melezlenmesi
yoluyla elde edilebilmektedir [28, 83, 75, 65].
Tetraploid bireyler ayni zamanda kolhisin
kullanilarak ve protoplast fiizyonu ile elde
edilmektedir. Kolhisin ile kromozom sayisi
ikiye katlanan bitkiler dogrudan cesit olarak
kullanilmakla beraber, 6zellikle ¢ekirdeksizlik
hedefli 1slah programlarinda {istiin ebeveyn
olarak da olduk¢a Onem tasimaktadir.
Tetraploidler ticari olarak degerli olmasalar da,
triploidlerin eldesi i¢in ebeveyn olarak
onemlidirler [83].

Poliploid turunggilleri tanimlamak igin
kromozomlarin ¢ok kii¢iik yapida olmalan
nedeniyle zor ve yogun emek gerektirmesine
ragmen kromozom sayimi yontemi halen
kullanilmaktadir [59, 132]. Ancak bu yontem,
son zamanlarda yerini ploidi seviyelerini
tanimlamak icin daha kolay bir teknoloji olan
flow sitometri yontemine birakmistir [26, 119,
3, 5, 6, 15, 124]. Bununla birlikte, hem
kromozom sayimi hem de flow sitometri
kendiliginden olusan triploidlerde ekstra
haploid genomlarin kokenini
agiklayamamaktadir. Bu durum, ¢o6girlerin
orijinleri ve ploidi seviyeleri ile birlikte
heterozigoti, polimorfik ve kodominant
markirlar tarafindan agiklanabilmektedir [20].

4.2. Izoenzim analizleri

Turunggillerde  ¢esitlere  gore  farkli
oranlarda gergeklesen nuseller embriyoni
melezleme 1slahinda 6nemli bir problemdir ve
nuseller bitkilerle melez bitkileri birbirinden
ayirmak i¢in karakteristik morfolojik markirlar
olmadigindan bu sorun izoenzim analizleri ile
asilmaya cahisilmistir [57, 67]. Aym
biyokimyasal reaksiyonu katalizlemelerine
ragmen  farkli  molekil yapida olan
izoenzimler, elektroforetik olarak
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ayristirildiktan  sonra elde edilen bantlar
yardimi ile bitkilerin genetik benzerlik ve
farkliliklarinin ortaya konulmasinda,
seleksiyon siiresinin kisaltilmasinda, c¢esit
ayriminda, taksonomik calismalarda ve
dayaniklilik 1slahi calismalarinda 6nem arz
etmektedirler [64, 121]. Tiir ve gesit
ayrimlarinda, onceleri kullanilan bu metot,
morfolojik secime gore ¢ok giivenilir olmasina
kargin birbirine ¢ok yakin ¢esitlerde nuseller
bitkileri ayirmakta ve mutasyon ile olusan
farkliliklart belirlemede yetersiz kalmaktadir
[106, 40].

4.3. Molekiiler teknikler

Islah ¢aligsmalarindan elde edilen bireylerde
cekirdeklilik, kalin kabuk gibi istenmeyen
ozellikleri tespit ederek c¢alismanin basinda
bunlarin elenmesi para, emek ve zamanin bosa
harcanmasini  engelleyecektir. Ayrica bu
bitkilerde erkencilik, gegcilik, hastaliklara
dayaniklilik vb. ozelliklerin erken asamada
belirlenmesi 1slah siirecini hizlandiracaktir.
Temelde iki farkli molekiiler teknik mevcuttur.
Birincisi, DNA hibridizasyonuna dayali RFLP
teknigi ve ikincisi ise PCR’a dayali SSR,
RAPD, AFLP, SRAP, SCAR, CAPS, InDel ve
SNP gibi teknikleri igermektedir [46, 1, 29].
RFLP metodu ile turunggil genom haritalar1 da
olusturulabilmektedir. Ancak bu teknigin
oldukca zaman almasi nedeniyle melez
bitkilerin belirlenmesinde CAPS metodu da
kullanilmaya baslanmistir. RAPD metodu
turunggillerde ve bircok bitkide genetik
haritalamada, genetik cesitliligin
belirlenmesinde ve bireyin DNA parmak
izlerinin tespitinde kullanilmaktadir [81, 69].
SSR markirlart genetik haritalama ve genetik
cesitliligin belirlenmesinde kullanilmaktadir
[46, 2, 95]. SRAP markirlar1 daha tutarh
sonuglar vermekte ve AFLP teknigine gore
daha ucuz ve daha kolaydir [134, 66]. RFLP ya
da PCR kaynakli markirlardan polimorfizm
gosterenler  kaydedilerek  veri  dosyasi
hazirlanmakta ve bunlar kullanilarak mevcut
bilgisayar programlar ile genetik haritalama
yapilmaktadir  [106]. InDel markirlar,
turunggillerde spesifik tiirlerin
karakterizasyonunda [47], popiilasyon genetik
analizinde [135], genetik haritalama ile genetik
cesitlilik analizinde [87] ve filogenetik
analizlerde [29] kullanilmaktadir.
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4.4. Genetik transformasyon

Turunggil  ¢esitlerine  yeni  genler
aktarilarak, istenilen Ozellikler kazandirilarak
ustin ~ Ozellikte  yeni  gesitler  elde

edilebilmektedir. Bu yontemin basarist énemli
ozellikleri kodlayan genlerin tespitine ve bu
genlerin turunggil genomuna aktarilmasina
baghdir [23]. Genetik transformasyon zor
olmasina karsin, belirlenen hedeflere yonelik
yapilan bazi calismalarda istenen oOzelliklere
sahip transgenik bitkiler elde edilmistir [63, 31,
149].

Hedeflenen genom diizenleme
teknolojilerindeki son geligsmeler, transgenik
olmayan genetigi degistirilmis ¢esitlerin
olusturulmasim1  kolaylastirmistir. CRISPR
teknolojisi kullanilarak birgok bitkinin genomu
modifiye edilebilmektedir [27]. CRISPR-Cas
sistemleri, CRISPR-iliskili genleri ve bu
genlere karsilik gelen CRISPR dizilerini
igermektedir. Palindromik olan bu kisa DNA
bolgeleri her iki yonde de ayn1 sekilde okunan
dizilerdir [76]. Etkili bir genom diizenleme
aract  olan  CRISPR/Cas9  teknolojisi
kullanilarak turunggillerde de basarili sonuglar
elde edilmistir [53, 54]. Turunggil genetik
miihendisligi ¢aligmalarinda farkli  Cas9
temelli gen diizenlemeleriyle uygulamalarin
artacag ongoriilmektedir.

4.5. Somatik melezleme

Melezleme ¢alismalarini sinirlayan eseysel
uyusmazlik sorunu somatik melezlemelerle
hiicre diizeyinde asilmaya calisilmstir.
Turunggillerde protoplast fiizyon galigmalari
olumlu sonuglar vermis ve gercek turunggillere
yakin bazi1 akraba cinslere ait protoplastlar
turunggillere aktarildiginda istenen 6zelliklere
sahip olduklar1 goriilmistiir [78, 42].
Protoplast fiizyonu, klasik arazi 1slah1 gibi
uzun zaman alan bir iglem olmasina ragmen
turunggillerdeki ~ uyusmazlik  problemine
alternatif bir yol olarak 6nerilmektedir [77, 45].
Bunun yaninda somatik melezleme ile
¢ekirdeksizlik [56], hastalik ve zararlilara
dayaniklilik [82, 44] konularinda da basar
saglanmistir.

4.6. Embriyo kiiltiirii

In vitro kiiltiiriin ilk ¢aligmalarindan olan
embriyo Kkiiltiirii pratikteki problemler igin
uygulanan ve 1slahgilar igin degeri kanitlanmig
o6nemli bir doku kiiltiirii teknigidir. Embriyo

kiiltiric  (embriyo  kurtarma olarak da
adlandirilir),  aseptik  kosullar  altinda
embriyolarin morfogenesisi, farklilasmasi ve
gelisiminin devami icin onemli
gereksinimlerinin  belirlenerek  kimyasal
i¢erikleri bilinen ortamda tohum ve oviillerden
cikarilan zigotik embriyolar1 kurtarmak igin
kullanilan in vitro tekniktir [110, 98, 30]. Bu
teknik, embriyonun zarar gdrmeden izole
edilmesini, uygun bir besi ortaminin
olusturulmasin1 ve embriyojenik gelisim ile
¢Oglir olusumunun devam etmesini saglamak
esasina dayanmaktadir [12, 103].

Embriyo kiiltiirii 1940’11 yillarin bagindan
beri tohum dormansisinin iistesinden gelmek,
1slah siiresini kisaltmak, tohum canlilifinin
tespiti, mikrogogaltim i¢in materyal saglamak,
uyusmazlik goriilen melezleme
kombinasyonlarindan olgunlagmamis
embriyolarin ve nuseller embriyoni nedeniyle
gelisemeyen zigotik embriyonun kurtarilmasi,
embriyogenik gelisim icin besin igerigi ve
fiziksel gereksinimlerinin anlasilmasi igin
artarak kullanilmaktadir [146, 39, 58].
Melezlemeler sonucunda zigotik embriyolarin
daha fazla gelisen nuseller embriyolarla
yarismak zorunda kalmast ve sonucta
gelisememesi [112] nedeniyle turunggillerde
embriyo kurtarma teknigi, en fazla tiirler arasi
melezlemelerde erken olgunlagsma déneminde
embriyo aborsiyonunun Onlenmesi ve 1slah
stirecinin kisalmasinin yaninda yeni triploid
bireylerin elde edilmesinde Onemli rol
oynamaktadir [80, 147, 73].

Turunggillerde 20. yiizyilin baslarinda
baslayan embriyo kurtarma ¢aligsmalari, cinsler
arasi melezlemeler ile elde edilen triploid
cogiirler ve turunggil melezlerinde
gelisemeyen zigotik embriyonun gelistirilmesi
icin ¢ok yararli bir yontemdir [51, 101].
Embriyo kurtarma, yogun kesip ayirma iglemi
ve karmasik besi ortami ihtiyaci nedeniyle
zordur. Cogu turunggil cesidi
poliembriyoniktir ve tohum kaynagi olarak
kullanildiginda genellikle gelismemis zigotik
embriyolar abortif veya canli olmadig igin,
genetik olarak ana ebeveynle ayni yapida olan
niiseller embriyolar daha giiglii bitkiler
olusturmaktadir [14]. Farkli ploidi
seviyesindeki tiirler ve Ozellikle cinsler arasi
melezlemelerde endospermin genellikle zayif
gelistigi veya hi¢ gelisemediginin gozlendigi
ve besi ortamlart sayesinde bu eksikligin telafi
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edilerek embriyonun gelisiminin saglandig
bildirilmistir [38, 114]. Soost ve Roose [112],
melezlemeler sonucunda zigotik embriyolarin,
genellikle daha fazla gelisen nuseller
embriyolarla yarismak zorunda kaldigini ve
sonucta  gelisemediklerini  belirtmislerdir.
Ozellikle interploid melezlemeler — dahil
poliembriyonik turunggil melezlemelerinde
endosperm yetersizligi ve sonrasinda embriyo
aborsiyonunu tesvik eden uyusmazliklara bagh
olarak canli melez birey sayis1 azalmigtir [144,
137].

Embriyonun basarili bir sekilde gelisimi
bircok faktore baghdir. Bu teknikte basari,
biiyiik 6l¢iide izole edilen embriyonun gelisim
asamasina ve kiiltiir ortami tarafindan saglanan
bitki biiylime diizenleyicileri ve besin
maddelerine baglidir [110, 137]. Diger
stireclerin cogunda oldugu gibi, bitki genotipi
basariyr biiyiikk Olglide etkilemektedir. Bazi
turunggil  tlirlerinin ~ embriyolar1  kiiltiir
ortaminda digerlerinden daha kolay gelismekte
ve bazen cesitler arasinda da farkliliklar ortaya
¢ikabilmektedir [22, 52].

Embriyo Kkiiltiiriinde farkli besi ortamlari
kullanilmasina ragmen gelismis embriyolarin
kiiltiirine  oranla  olgunlagsmamis melez
embriyolarin  kiltiirinde daha karmasik
ortamlarin gerekli oldugu bildirilmistir [22, 80,
108]. Embriyo gelisimi, heterotrofik ve
ototrofik olmak t{izere iki asamalidir.
Heterotrofik fazda gen¢ embriyo; endosperm
ve onu g¢evreleyen dokulara baglhidir ve daha
yaslt embriyolardan daha karmasik bir ortam
ve daha yiiksek ozmotik basinca ihtiya¢ duyar.
Geng embriyolarin gelisimi i¢in vitamin
kombinasyonlari, aminoasit, biiyiime
hormonlart ve bazi durumlarda domates suyu
ve hindistan cevizi siitii gibi dogal ekstreler
eklenmis kompleks ortamlarin kullanimim
gerektirmektedir. Ototrofik fazda embriyo,
gelisimi i¢in gerekli olan maddeleri tuz ve
sekerden  sentezleyebilir. Bu asamada,
embriyolar sakaroz gibi bir karbon kaynagi ile
takviye edilmis basit bir inorganik ortam
iizerinde ¢imlenebilmekte ve
biiyliyebilmektedir [102]. Amonyum nitrat ve
potasyum nitrat, embriyo kiltiirinde en sik
kullanilan inorganik azot kaynaklaridir.
Ortamdaki amonyum, olgunlagmamis
embriyolarin farklilasmasi ve gelismesi igin
zorunlu ve énemlidir [72, 136].
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Kazein hidrolisat, embriyo kiiltiirii ortamina
bliylimeyi uyarmak i¢in yaygin olarak
kullanilan 18 amino asitlik bir karigimdir [52].
Biyotin, tiamin, pantotenik asit, nikotinik asit,
askorbik asit, inositol ve piroksidin gibi
vitaminler ise yaygmn olarak ortama
eklenmektedir [10]. Ortamda vitaminlerin
yoklugunda kazein hidrolisat ve malt
ekstraktin  kiiltiire  alman  embriyolarin
yasamasi i¢in onemli oldugu belirtilmistir
[151, 16, 40]. Turunggillerde embriyo
kurtarma igin besi ortami denemelerinde; MS
[76], MT [77] ve farkh ortamlar ile
konsantrasyonlari, bitki biiyiime
diizenleyicileri, sakaroz, agar, pH, aktif komiir
gibi farkli faktorlerin etkileri ¢alisilmistir [39,
104, 89, 90, 18].

Ortama sakaroz ilavesinin, kiiltiire alinan
embriyolarda, kok gelisimini [105] veya hem
kok gelisimi hem de siirgiin taslagmi [13]
tesvik ettigi ve ¢imlenme oranimi arttirdigi
bildirilmistir [118]. Ozellikle oksin, gibberellin
ve sitokinin gibi bitki biiyiime diizenleyicilerin
bulunmasiyla kiiltiire almmis embriyolarin
morfogenesisi ve gelisimi tizerine etkileri ile
ilgili ¢cok sayida ¢alisma mevcuttur [97, 25,
55]. Calisilan tiire, ¢eside ve melezleme
kombinasyonlarina gore degismekle beraber
ortama farkli dozlarda gibberellik asit (GAs)
ilavesinin  gerektigi pek c¢ok c¢alismada
bildirilmistir [16, 138, 83, 61]. Bunun yaninda,
sitokininler ortamda tek basina kullanildiginda
etkisizdir veya sadece genc embriyo gelisimini
hafifce artirmaktadir, oksinler ile birlikte
kullanildiklarinda ise embriyolarin biiyiimesini
ve farklilagmasini destekledikleri belirtilmistir
[136]. Turunggillerde embriyo kiiltiiriinde tiir
ve ¢eside gore ortama farkli dozlarda GAs ilave
edilmesine yonelik yapilan ¢alismalardan
bazilarinda; 0.01 mgL™ GAs [104]; 0.1 mgL™
GAs [88]; 1 mgL™' GAs [60, 16, 25, 138, 61];
1.5 mgL" GAs [93, 111]; 2 mgL™" GAs [148]
veya 5 mgL™ GAs [16] ilave edilmesinin
uygun bulundugu bildirilmistir.

Turunggillerde yapilan embriyo kurtarma
caligsmalarinda 6nemli bir faktor olan kiiltiir
ortami olarak en yaygin MS [51, 93] ve MT
[126, 51, 62] besi ortamlar1 ve
modifikasyonlart  kullanilmigtir.  Bununla
beraber, Ohta ve Furusato [79] tarafindan
White [140] ortaminda, Perez-Tornero ve
Porras [93] ve Soni ve ark. [111] tarafindan
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Gamborg’s B5 [34] ortamindan basaril
sonuglar alindig belirtilmistir.

Embriyo kiiltiirii caligmalarinda 151k ve
sicaklik etkili olan iki cevresel faktordiir.
Embriyolarin c¢ogunlukla tohumlardan daha
genis bir sicaklik araliginda ¢imlendigi ve bitki
tiirline bagli olarak ¢imlenme i¢in optimum
sicakligin genellikle 25°C ila 30°C arasinda
oldugu bildirilmistir [74]. Ponca Mandarini ve
Pera Portakali melezlemelerinden alinan
olgunlasmamis  embriyolarin  kiiltiiriinde
1siklanma siiresinin etkili oldugu ve 8, 10, 12,
14, 18 ve 24 saat siireyle 1sikta tutulan
kiiltiirlerde en iyi sonuglarin alindig
bildirilmistir [91].

Embriyo gelisim zamani 6nemli diger bir
faktor olup, bu konu iizerine yapilan
calismalarda embriyo biyikligii ve sekline
gore, 3 mm’den daha biiyiik embriyolar [79],
kiiresel embriyolar [115], kalp sekilli
embriyolar [100] ile tam ¢i¢eklenmeden 3-4 ay
sonra hem kiiresel hem de kalp sekilli
embriyolar [116] ve 3 mm’den daha kiigiik
embriyolar [70] kiiltiire alinmustir.

Turunggillerde elde edilen melezlerde
embriyolarin kurtarilma zamani konusunda;
tozlamadan 50 giin [19, 139], 80 giin [120], 85
giin [143], 100 giin [80, 118, 126], 105 giin [ 16,
32], 118 giin [18], 120 giin [100, 94, 61, 62] ve
130-140 giin sonra [111] yapilan ¢aligmalarda
iyi sonuglar alindigi belirtilmistir. Bununla
birlikte limonda yapilan bir calismada tam
ciceklenmeden 135-150 gilin sonra [93],
mandarinde yapilan bir ¢aligmada ise tam
cigeklenmeden 50, 65, 80, 100, 135, 150 ve
165 giin sonra [35], Citrus x Poncirus
kombinasyonu ile yapilan = melezleme
calismasinda ise tozlamadan 110, 120, 130 giin
sonra olgunlagmamis embriyolar1 [62] kiiltiire
aldiklarin1  bildirmislerdir. Bazi melezleme
calismalarinda 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] kiiltiire alinmiglardir. Zhu ve ark.
[150], meyvelerin olgunlagmasini tamamladigi
donemde alinan embriyolarin, Aleza ve ark. [3]
meyvelerin olgunlagma zamaninda kii¢lik
tohumlardan aldiklar1 embriyolarin, Thuy ve
ark. [123] ise melezlemeler sonucunda abortif
ve kiiclik tohumlara ait embriyolarn kiiltlire
almmasinin uygun oldugunu belirtmislerdir.

Aseptik  kosullarda mikroskop altinda
yapilan embriyo kurtarma teknigi, el becerisi

isteyen, zahmetli ve zaman alic1 bir uygulama
olup, embriyonun dikkatli bir sekilde
cikarilmasi basari igin kritik dneme sahiptir.
Embriyolarin  karmasik  besin  maddesi
gereksinimleri, embriyoyu ¢ikarma sirasindaki
zararlanma riskinin  yiiksek olmast ve
embriyolarin ¢ok kiicilk boyutta olmasi
nedeniyle daha geng embriyolarin kiiltiirii daha
zordur ve basar1 sansini artirmak i¢in embriyo
ve endosperm birlikte de kiiltiir ortamina
konulabilmektedir [141, 52]. Bunun yaninda
son yillarda Ozellikle triploidi  1slahi
calismalarinda embriyo kurtarma teknigi rutin
olarak kullanilmakta olup triploidi olma
0zelligi daha fazla olan daha kiiciik embriyolar
kiiltiire alinmaktadir [3]. Embriyolar1 ¢ikarma
islemi tirlere gore degismekle beraber
genellikle oviillerin mikropil ucundan kesim
yapilarak embriyonun ¢ikarilmasi icin karsi
tarafindan baski uygulanmaktadir. Dikkatli
olunmazsa ozellikle daha geng ve kalp sekilli
embriyolarin ¢ikarilmasinda sivi endospermile
cevrili hassas embriyogenik dokuya zarar
verilebilecegi bildirilmistir [103]. Bu teknigin
yaninda eksplant olarak eksize edilen
embriyolar yerine yarim oviillerle calisilmis,
ancak melezlemelerin ¢ogunda oviillerin
¢imlenme oraninin ¢ok disiik oldugu
saptanmustir [142]. Protoplast fiizyonu ile elde
edilen ebeveynlerle yapilan melezleme
calismasinda daha Once uygulanmayan bir
teknikle, tohum antipodal ucundan ikiye
kesilerek forsepsle ayrilip embriyo ¢ikarilmig
ve MT kiiltir ortaminda %40.5 g¢imlenme
saglandigi bildirilmigtir [143]. Triploidi 1slahi
caligmalarinda klasik melezlemeler (2x x 2X)
sonucu elde edilen bireylerde embriyo
kurtarma ve flow sitometri gibi teknikler
kullanilarak triploidler se¢ilmekte ve son 10
yilda yapilan ¢alismalardan dort yeni triploid
mandarin cesidi tescil edilmistir. Ispanya’da bu
1slah  program1  kapsaminda  gelistirilen
cekirdeksiz ve geg olgunlasan ilk gesitler Garbi
ve Safor mandarinleridir [75].

SONUC

Turunggillerde geleneksel 1slah adimlarini
takip ederek yapilan cesit ve anag¢ 1slahi;
uyusmazlik, apomiksis, heterozigoti,
poliembriyoni, embriyo aborsiyonu, genglik
doneminin uzun siirmesi ve bitki yetistirmek
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iizere alan gereksinimi gibi nedenlerden dolay1
zor, zaman alici, maliyetli ve karmasik bir
calismadir. Kalittm 6zellikleri birbirinden
farkli birkag hedefi olan 1slah programlarinda
istenen amaca ulagsmak i¢in ebeveynlere ait
karakterlerin kalitim1 ve ebeveynler arasindaki
genetik iliskiler hakkinda elde edilen bilginin
zenginlesmesi ile uygun ebeveynlerin se¢imi
ve uygun tekniklerin kullanimi ¢aligsmalara hiz
ve etkinlik saglayacaktir. Bununla beraber
turunggil  1slahmmin  temelini  melezleme
calismalar1 ve seleksiyon olusturmaktadir.
Sagladig biiyiik potansiyele ragmen, sterilite,
mutasyon egiliminin fazla olmasi,
kromozomlarin yapisindaki degisiklikler ve
yeniden diizenlemeler gibi baz1 dezavantajlari
da vardir. Ayrica turunggillerin ¢ogu
poliembriyoniktir ve nuseller embriyolar besin
maddesi ve alan gereksinimi nedeniyle zigotik
embriyolar1 baskilamaktadir. Bu sorunun
¢Oziimii i¢in gerekli ve yararli bir teknik olan
embriyo kurtarma; turunggillerde tiirler, cinsler
ve ploidiler arasi melezlemelerde embriyo
aborsiyonunun  istesinden gelmek igin
uygulanan basarili bir metottur. Embriyo
kurtarma, diger in vitro metotlara gore ciddi el
becerisi gerektiren, zor ve zaman alan bir
tekniktir. Bu teknigin basarisi; embriyo gelisim
asamasina, kiiltlir ortaminin igerigine, embriyo
alim teknigine ve genotipe baghdir.
Turunggillerde klasik ve genetik 1slah
calismalarinda elde edilen ilerlemelere paralel
olarak tercih edilen ve degerli bir metot olan

embriyo kiltliri, TUstiin  yeni gesitlerin
gelistirilmesinde ve 1slah siiresinin
kisaltilmasinda  6nemli  bir  potansiyel
olusturmaktadir. ~ Geleneksel  yontemlerle

beraber in vitro yontemler ve molekiiler
tekniklerdeki yeni gelismeler ve bunlarin 1slah
programlarinda birlikte kullanim
turunggillerde yeni gesitlerin elde edilmesine
olanak saglayacaktir. Turunggil 1slahinda
protoplast fiizyonu ve gen aktarimi gibi yeni
tekniklerin kullaniminin yayginlagmasi ile
ontimiizdeki donemlerde in vitro teknikler ve
Ozellikle embriyo kiiltliri daha da Onem
kazanacaktir.
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