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EMBRIYO KULTURU

Yiksek bitkilerin  tohumlarindan ve  tohum
taslaklarindan embriyolarin izole edilerek bell
ortamlarda kiltire alinmasina embriyo kilturd
denir.

Bitki embriyolarinin kiltird ile ilgili ilk galisma,
Hanning (1904) tarafindan olgun embriyolarin (2
mm) mineral tuz ve seker iceren basit bir ortamda
kiltire alinmasi ve bitkicik gelistirmesi seklinde
gergeklestirilmistir.






P———

Iki tip embriyo kiiltiri bulunmaktadir:

1.0lgun tohum embriyolarinin kiltird: Bu kiltir oldukca
kolaydir ve basit bir kiltir ortami ile basarili sonu
alinmaktadir. Boylece embriyonik blyilimeyi inceleme
ve blylme donemlerini ortaya koymak, dormansi ve
¢imlenmenin metabolik ve biyokimyasal ayrintilarini
analiz etmek mimkin olmaktadir.

2.0lgunlasmamis erken béliinme fazindaki
proembriyolarin kilturd: Bu tip kiltdr erken embriyo
dénemlerinden itibaren embriyolarin besin

ihtiyaglarinin  ortaya konulmasini ve faklilagmasini
saglamaktadir. Embriyolarin izolasyonu oldukga zor bir
istir bu nedenle gli¢ olan bir kiltur yontemidir.



Embriyo kiiltiiriinde, gelisen tohumdan veya
tohum taslagindan olgun doneme yakin bir
dénemdeki embriyolar izole edilirse bu embriyolar
ototrofiktir ve enerji kaynagi igeren basit bir
inorganik ortamda gelisebilir.

Olgunlasmamis embriyolar: kiltire almada ise
onlarin biyime ve gelismesine destek olabilecek
bir kiltir ortami belirlemek ¢cok onemlidir.
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» Zigotik embriyolar bitki doku kiltirlerinde
eksplant olarak sik sik kullaniimaktadir. Ornegin
kallus kdltiurlerini baglatmada embriyolar ¢ok
yogun olarak kullaniimakta ve bazi melezlerde
uyusmazlik engelini asmak igin de embriyo kiltird
uygulanmaktadir.




Dogada eseysel melezlerin elde edilmesini sinirlayan ve kisirlikla
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sonuglanan uyusmazliklar s6z konusudur. Bunlar;

Pre-zigotik uyusmazlik: Polen gimlenmesi ve/veya polen tiipii
biylmesi onlenir. Bu durumda zigot asla meydana gelmez. Bu
uyusmazlik laboratuvarda in vitro tozlama olarak isimlendirilen
teknigin kullaniimasi ile agilabilmektedir.

Post-zigotik uyusmazlik: Zigot meydana gelir fakat endosperm
tarafindan kabul edilmez. Béyle bir durumda embriyo beslenemez
ve diser. Bu sorun hibrit embriyonun in vitro kiltird ile birgok
bitki turlerinde g‘ider‘ilebilmek’redir. Bu sorunun giderilmesine
yonelik olarak kullanilan embriyo kiltiurd “embriyo kurtarma”
olarak belirtiimektedir. Embriyo kilturidnin en énemli uygulama
alanlarindan biri de bu sekilde embriyo kurtarma teknigidir.



» Zigotik embriyo kdiltirinin en yararli ve giincel
uygulama alani istenen 6zellikleri tasiyan nadir
bitkilerin yetistirilebilmesidir.




Embriyo Transplantasyonu

Hybrid ~ Normal Normal

embryo embryo endosperm

o\, Normal
. -\ endosperm

.-+ ’} Embryo-endosperm
-] transplant



Embriyo Kiltird

|. Kostrasyon ve tozlanma

Denemede kullanilacak disi organ
ve tanelerin sterilizasyonu

Déllenmis tohum J/
taslaklarinin

kultire ahinmasi ilﬂl!

Embriyolarin tohum
taslaklarindan ayrilarak, alt
kiltlre alinmasi
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Embriyo Kiiltiiri I¢in Gereksinimler

Besin ortami bilesimi
mineral maddeler
karbonhidrat ve osmatik basing
aminoasit ve vitaminler
dogal bitki ekstraktlari
bitki blylme diizenleyicileri
Kiltir kosullari
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mbriyo Kiiltdrinin Uygulama Alanlar:

Biyolojik Temel Calismalarda Embriyo Kiltird

Tohumun ¢imlenmemesi Durumunda Embriyo Kilturd
Islah siresini Kisaltmada Embriyo Kiltiru

Yasamayan Embriyolarin Kurtarilmasinda Embriyo Kiltird
Embriyo Kiiltird ile Haploid Bitkilerin Uretilmesi

Embriyo Kdiltird ile Tohum Canhliklarinin Hizli Test
Edilmesi

Embriyo Kiltird ile Ender Bitkilerin Cogaltilmasi
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"“Biyolojik Temel Calismalarda Embriyo Kdiltird

Embriyo kiiltiri temel embriyogenesisi ¢alismak i(l;in
iyi bir olanaktir. Embriyogenesisdeki gesitli donemler
bu yolla analiz edilebilmektedir.

Embriyo kiltird ile embriyonal buyime ihtiyaglar
belirlenmektedir. Kisaca embriyo kdiltird, nhormal
embriyogenesis igin uygun besin isteklerini
belirlemek, beslenmenin ve fitohormonlarin etkisini
ortaya koymak igin iyi bir aragtir.

Zigotik embriyolarin kilturd, hotum taslagindaki
embriyonun blyilmesindeki kosullari belirlememizi
saglamaktadir.




Embriyo Kiltird
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Tohum dormansisi ve tohum sterilitesi embriyo kiltird ile

kirtlabilmektedir. Bazi tirlerdeki tohum dormansisi
embriyoyu ¢evreleyen yapida var olan  kimyasal
engelleyiciler veya mekaniksel dayaniklilik nedeniyledir.
Boyle durumlarda da embriyolarin izole edilip besin
orfaminda kiltire alinmasi ile dormansi ortadan
kaldirilmaktadir.

Tohum sterilitesi embriyoyu gevreleyen yapilarin uyu

mazlg
nedeni ile olabilir. Boyle durumlarda da embriyo k(.iﬁr(.ir(j i?e
canh fideler elde edilmektedir. Cimlenme icin parazitlerin
gerekli oldugu durumlarda da in vitro'da parazite gerek
olmadan gimlenme gercgeklesebilmektedir.
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Islah siiresini Kisaltmada Embriyo Kiltiri

Bahce bitkilerinde nadiren de olsa islah c¢alismalari

tohumlarin dormansi periyotlari nedeniyle
uzamaktadir., Embriyolarin besin ortaminda
%eligfirilmesi ile bu sire kisaltilabilmektedir.

ormansiye sebep olan faktorler, tohum kabugu ve
endosepermdeki endogen inhibitorlerdir.

Sert tohum kabugu nedeniyle c¢imlenmenin geciktigi
durumlarda da embriyo kiltird ile ¢imlenme
hizlandirilmaktadir.  Olgun olmayan embriyolarin

izolasyonu ve kiltiurd ile de islah  programi
kisaltilmaktadir.



,!o iembriyonik Tirlerde Niisellar Embriyolar Tarafindan Baskilanan

Zigotik Embriyonun Yasatilmasinda Embriyo Kiltird

Citrus tirlerinde embriyo kesesinin iginde sadece zigotik
embriyo degil, nusellar dokudan olugsan nusellar
embriyolar da bulunabilmektedir.

Poliembriyoni adi  verilen bu durumda fohum
¢imlendiginde birden fazla bitkicik gelisir, genelde de
zig{o’rik embriyonun yasama sansi azalir. Embriyo
kulturd sayesinde embriyolar tohumun icinde ayri ayr
alinabilir ve zigotik embriyoyu elde etmek mumkiin
olur. Islah calismalari agisindan zigotik embriyonun
6nemi blyuktur.




Embr'lyo Kiltirad

Embriyolanin yetersiz gelismesi: Meyvenin gok hizli olarak
olgunlasmasi ve embriyonun tam olarak gelismesini
saglayamadigi durumdur. Boyle meyvelerin tohumlarindan
embriyolar ¢ikarthp /n vitro  kiltire alindigi zaman
cimlenir ve normal bitkiler uretilir.

Hibrit embriyolarin yasayamamasi : Uzak akraba olan
tirler arasi melezler g¢ogunlukla basarisizdir, déllenme
olmakla  beraber  hibrit  embriyonun yasamadig
gorilmektedir. Bu duruma veya
denilmektedir.



Bunun sebeplerinden biri endospermin gelismemesi veya
de]]ener'e olmasidir. Bu durumda embriyo beslenemediginden
dolay! 6lir ve gimlenebilir tohumlar meydana getirmez. Hibrit
embriyonun izolasyonu ve kiiltire alinmasi ile yapay besin ortam
endospermin yerine gegebilmekte boylece hibrit embriyolar
yasatiimaktadir.

Boyle basarisiz melezlerde embriyonun potansiyel olarak
normal blyime yeteneginde oldugunu, tam hibrit embriyolarin
disme olayinin baslamasindan once izole edilerek besin ortaminda
kiltire alinmasi ile yasatilabilecegini ve hibrit bitkilerin elde
edilebilecegini gostermesi tarima anemli katkilarda bulunmustur.

O zamandan bu yana embriyo kiiltir teknigi melezlemelerde
dollenme sonrasi engeller yiiziinden normal olarak basarisiz olan
melezlerden hem tarimsal bakimdan 6nemli bitkileri elde etme
hem de bahge bitkilerini iretmek amaciyla yogun olarak
kullanilmaktadir.
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Urehlmesu

Embriyo kiltirinin diger bir avantaji uzak ftiirler
arasi veya cinsler arasi melezlemelerde
déllenmeden sonra melez embriyonun gelismesi
sirasinda ebeveynlerden birine ait kromozomlarin
eliminasyonu yolu ile haploidlerin uretimidir. Bu
yonteme yontemide denir.
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Test Edilmesi

Embriyonun c¢imlenmesi ile gergeklestirilen bu
tohum canlilik testine diger metotlara gore
daha dogru ve giivenilir olarak bakilmaktadir.




mbriyo Kiiltiiri ile Ender Bitkilerin
Gogaltilmasi

Ticari muzun yabani bir akrabasi olan Musa balbisinana
tohumlari dogada ¢imlenememektedir. Bununla birlikte
fideler embriyolarin kiiltire alinmasi ile kolayca elde
edilebilmektedir.

Bazi Hindistan cevizlerinde sivi endosperm l—?/carine yumusak ve

yagl bir doku gelismektedir. Bu tip Hindistan cevizleri

makopuno” olarak adlandirilir ve bunlarin fohumlar: normal
kosullar altinda ¢cimlenmede basarisiz olmaktadir.

In vitro kiltir teknigi kullanilarak makaguno embriyolarindan
bitkicikler yetistirilmistir. Bu yolla embriyo kiltird ile elde
edilip tarlada yetistirilen bitkilerin 7% 85'i makapuno
cevizleri olusturmustur.



~ Embriyo Kiiltdrinin Uygulanmasi

Embriyo kiltirinin prensibi; embriyorun steril kosullarda tohumdan
izole edilmesi ve bu embriyolarin uygun besin ortamina
yerlestirilerek optimum kosullarda kiiltir edilmesinden olusur.

Embriyolar tohum iginden steril bir ortamda bulunmalari nedeniyle
bunlari bunlari steril olarak izole etmek oldukga kolaydir.

Tohum veya kapsiiller sterilize edildikten sonra, embriyolar steril
kosullarda kendilerini gevreleyen dokulardan izole edilir.

Kigiik embriyolu bitkilerde izolasyon sirasinda embriyolarin zarar
gormemesine dikkat edilmesi gerekir. Bdyle durumlarda izolasyon
isleminin mikroskop altinda yapilmasi gerekir. Izole edilmis olan
embriyolar uygun besin ortamlarinda ve optimum fiziksel kosullarda
kiltire alinirlar. Kiltir sirasinda bu embriyolardan tam tesekkiilld
bitkiler olusur.



“Fakt rler

QGenotip: Diger doku kilturd ¢alismalarinda oldugu gibi
embriyo kiiltirinde de genotip etkisi s6z konusudur. In
vitro kiltirde bazi tirlerin embriyolarinin gemismesi gok
kolay olurken bazi tirlerde oldukga zordur.

O Embriyonun kiiltiire alindigr donem: Cok kiiglik embriyolarin
in vitro gelismesi zordur. Embriyo /n vivoda ne kadar
gelismis ise /in vitrodaki gelisimi de o odlglide daha kolay
olmaktadir.

dBesin Ortaminin Bilesimi: Olgun embriyolar basit bir
ortamda geligsirken erken gelisme donemindeki embriyolar
daha komplike bir ortama gerek duymaktadir.
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QKdltir kosullar: Embriyo kiltirinde oksijen énemli bir
faktordir. Bazi tirlerin embriyo kiiltirlerinin 6nce
karanlkta inkibe edilmesi sonra aydinliga alinmasi
uygun olmaktadir. Kiltirde optimum sicaklik bitki
turidne gore degismektedir. Ayrica, dormansiyi kirmak
icin soguk uygulamasi gerekebilir.

JEmbriyolarin izolasyonu: Embriyoyu zedelemeden izole
etmek  ozellikle erken gelisme  donemindeki
embriyolarin zarar gérmemesi bagar! igin onemlidir.
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