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Diinyada en 6nemli kiiltiir bitkilerinden birisi olan asma (Vitis vinifera L.) pratikte vejetatif ¢ogaltilir. Tohumla ¢ogaltma,
sadece 1slah programlarinda kullanilir. Hidratli sentetik tohumlar, somatik dokularin yapay besin ortami igine
yerlestirilmesiyle iiretilir ve ¢ogaltma icin bir alternatiftir. Sentetik tohum, tohumla ¢ogaltmanin pratik olmadig bitkilerin
¢ogaltilmasi, biiylik 6lgekli klonal ¢ogaltma, genetik kaynaklarin muhafazasi ve tasimasinda avantajlara sahiptir. Sentetik
tohum {iretiminde, propagiiller olarak somatik embriyolar, aksiller tomurcuk tasiyan bogum ¢elikleri ve siirgiin uglart
kullanilabilir. Uretilen sentetik tohumun yapisi, geleneksel tohumun yapisim taklit eder. Hem geleneksel tohumdaki
zigotik embriyoyu taklit eden eksplant materyali hem de endospermi taklit eden kapsiilden (jel etkeni ve besin maddeleri,
biiyiime diizenleyiciler, antipatojenler, biyolojik kontrolorler ve biyolojik giibreler gibi ek materyaller) olusur. Bu teknik,
klonal ¢ogaltma i¢in bitkinin hiicresel totipotensini kullanir, {iretilen sentetik tohumlar 6nemli bir depolama siirecinden
sonra bile ¢cogalma yeteneklerini koruyabilir. Bu calismada, bagcilikta sentetik tohum teknolojisiyle ilgili literatiir
degerlendirilmistir. Sentetik tohum metodolojisinin iilkemiz pratikleri i¢in gelistirilme gereksinimleri vardir. Ayni
zamanda bagcilikta lilkemiz asma genetik kaynaklariin uzun vadeli muhafazasi, 1slah edilen, patojenlerden arindirilan,
elit asma materyallerinden iireticiler i¢in ¢ogaltma materyali iiretimi, asma anaci ve as1 kalemi gereksiniminin kisa
stirelerde karsilanabilmesi, bagcilik sektdriiniin rekabet avantajinin siirdiiriilebilirligi igin firsatlar sunmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Bagcilik, eksplant, kapsiillenmis mikropropagiiller, ¢ogaltma, germplazm muhafazasi
SYNTHETIC SEED AND USAGE IN VITICULTURE
ABSTRACT

Vine (Vitis vinifera L.), one of the most important cultivated plants in the world, is practically propagated vegetatively.
Propagation by seed is used only in breeding programs. Hydrated synthetic seeds are produced by placing somatic tissues
in artificial nutrient media and are an alternative for propagation. Synthetic seed has advantages in propagation of plants
where seed propagation is impractical, large-scale clonal propagation, conservation, and transport of genetic resources.
In the production of synthetic seeds, somatic embryos, axillary bud-bearing knuckle cuttings and shoot tips can be used
as propagules. The structure of the synthetic seed produced mimics the structure of the traditional seed. It consists of both
explant materials that mimics the zygotic embryo in the conventional seed and a capsule that mimics the endosperm (gel
agent and additional materials such as nutrients, growth regulators, antipathogens, biological controllers, and biological
fertilizers). This technique uses the cellular totipotency of the plant for clonal propagation, the synthetic seeds produced
can retain their ability to multiply even after a significant storage period. In this study, the literature on synthetic seed
technology in viticulture was evaluated. Synthetic seed methodology has needs to be developed for our country’s
practices. At the same time, the long-term preservation of our country’s grapevine genetic resources in viticulture, the
production of propagation material for producers from improved, pathogen-free elite vine materials, the availability of
vine rootstock and cuttings demand in a short time provide opportunities for the sustainability of the competitive
advantage of the viticulture sector.

Keywords: Viticulture, explant, encapsulated micro propagules, propagation, germplasm preservation

GIRIS 78.03 milyon ton {iziim iiretilmistir [1, 2]. Bagciligin

glinimiizdeki en Onemli ihtiyaglarmmdan birisi de

Uziim (Vitis vinifera L.), biitiin diinyada sofralik, kolay yolla viriisten ari ¢ogaltilmasidir [3]. Asma
kurutmalik, siralik ve saraplik gibi kullamim pratikte esas olarak celiklerle olmakla birlikte
alanlariyla ekonomik ve kiiltiirel agidan en 6nemi  daldirma, asi, doku kiiltiiri ve tohumla da
irlinler arasindadir. FAO verilerine gore 2020 yilinda  ¢ogaltilabilir. Asma tohumlarindan tretilen bitkiler
diinya ¢apinda 6.95 milyon hektarlik bag alaninda ebeveynlerinden farklilik gosterir bu nedenle pratikte
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tohumla ¢ogaltilmaz. Islah programlarinda kullanilan
tohum, dollenmis zigotik embriyodan olustugundan
anne ve babadan gelen genleri igerir. Embriyo,
polenden gelen sperm hiicresi ile yumurta hiicresinin
dollenmesi sonucu olusan 2n kromozomlu zigotun
ardisik boliinmesiyle olusur. Glinlimiiz teknolojisinde
somatik dokulardan da tohum iiretmek miimkiindiir.
Yapay bir besin ortami i¢inde bulunan bu yapiya
sentetik tohum denir [4].

[k somatik embriyogenezi, Steward vd. [5], 1958
yilinda havu¢ somatik dokularindan {retmistir.
Zigotik embriyolar yiiksek totipotensi &zellikleri
nedeniyle 6nemli bir eksplant kaynagidir. Kallus
dokusundan ve vejetatif dokulardan gelisen
embriyolara somatik embriyo denir. Glniimiizde
gelisen tekniklerle in vitro sartlarda bitki biiylime
diizenleyicilerinin destegiyle bir bitkinin herhangi bir
doku veya organindaki somatik hiicrelerinden,
dogrudan veya kallus yoluyla embriyo elde edilebilir.
Somatik embriyolarin zigotik embriyolardan 6nemli
farklarindan biri, elde edilen bitkilerin genetik klon
olusturmasidir. Ciinkii zigotik embriyodan elde
edilen bitkiler dollenme nedeniyle agilim gosterirler.
Somatik embriyolarin en biiylik eksigi ise zigotik
embriyonun sahip oldugu besin dokusundan yoksun
olmasidir. Bu eksikligi gidermek igin somatik
embriyolar yapay bir besin ortamiyla kaplanarak
sentetik tohumlar olusturulur. Sentetik tohumun
yapisi, geleneksel tohumda bulunan zigotik
embriyoya benzeyen eksplant materyali ve
endospermi taklit eden kapsiilden (jel etkeni ve besin
maddeleri, biiylime diizenleyiciler, anti-patojenler,
biyolojik kontroldrler ve biyolojik giibreler gibi ek
materyaller) olusur [6].

Sentetik tohumlardan bitki elde edilmesi, ilk kez
in vitro doku kiiltiirii ortaminda elde edilen somatik
embriyodan suyun uzaklastirilmasiyla saglanmistir.
Somatik embriyolarin kaplanmasinda sodyum aljinat
veya aljinik asit ortamlar1 yaygin kullanilir. Stewards
vd. [5] ve Reinert [7] havugta somatik embriyolar ve
somatik embriyogenez prosediiriinii gelistirmislerdir.
Sentetik tohum fikrini ilk kez Murashige [8]
Onermistir. Arastirici, biyiik oOl¢ekli g¢ogaltmada
smirlayict  faktdor oldugunu diisiindiigli somatik
embriyolarin gelisimsel fizyolojisine odaklanarak bu
klonlama yoOnteminin giinde birka¢ milyon bitki
cogaltabilecek kadar hizli olabilecegini ve tohumla
cogaltma yontemiyle ekonomik yonden rekabet
edebilecegini One sirmistir [8]. Sentetik tohum
teknolojisi, canli tohum iiretemeyen bitkilerde,
cekirdeksiz meyve olusturan bitkilerde, tohumla
cogaltilamayan bitkilerde, dormansi donemi uzun
siren  bitkilerde, tohumlarin muhafaza ve
kriyoprezervasyonu, gen bankalar1 arasi transferleri
miimkiin kilmalar1 ve in vitro kolay, izl ve diisiik

maliyetle iiretim gibi nedenlerle 6ne c¢ikan bir
yontemdir [6, 9, 10, 11].

Sentetik tohumlar ender bulunan ve nesli tehlike
altindaki bitkiler i¢in bir umut oldugu gibi klonal ve
virilisten ari ¢ogaltilacak bitkiler i¢in de Oonemli bir
segenektir. Pratikte asmada kullanilmayan tohumla
cogaltmaya farkli bir alternatif sunar. Sentetik
tohumlar, siirgiin tomurcuklari, aksiller tomurcuklar,
somatik embriyolar, siirgiin uglari, hiicre yiginlari
gibi kapsiillenmis bitki dokularindan {iretilebilir, /n
vitro veya ex vitro kosullarda soguk depolamadan
sonra da canliliklarmi koruyabilirler [12, 13].
Baslangicta sentetik tohumlar somatik embriyonun
kapsitillenmesiyle iiretilirken son yillarda, aksiller
tomurcuk igeren bogumlar, apikal = siirgiin
tomurcuklar1 ve siirgiin gelikleri gibi ¢esitli in vitro
tiirevli propagiillerin kapsiillenmesiyle {iretilir [14,
15, 16]. Son yillarda 6zellikle tohum canliligr diisiik
olan bitkilerde, ¢ekirdeksiz meyvelerde ve diisiik
cimlenme oranlarina sahip bitkilerde, ayrica
mikorizal mantar simbiyozuna bagimli bitkilerde
¢ogaltma igin sentetik tohum teknolojisine biiyiik ilgi
vardir [17, 18]. Ayrica sentetik tohum teknolojisi arzu
edilen genotiplerle kisir kararsiz genotiplerin
seleksiyonunda, elit gen kaynaklarinin korunmasinda
ve nesli tilkenmekte olan, ender ve ticari acidan
onemli bitkilerin in vitro g¢ogaltilmasinda faydali
olabilir [15, 17, 19]. Sentetik tohumdan elde edilen
fidelerin kaynak bitkinin gergek klonlar1 olmasi ve
yillar boyunca ¢ok biiyiik miktarlarda {iretilebilmesi
gibi avantajlar1  vardir [20]. Sentetik tohum
teknolojisinde kullanilan kapsiilleme teknigi, kolay
kullanim, kisa ve uzun vadeli muhafaza kapasitesi,
genetik tekdiizelik ve diisiik maliyetli kaliteli bitki
materyalleri saglar [9, 10]. Sentetik tohum bagcilikta
Sultani Cekirdeksiz ve Perlette gibi
stenospermokarpik cesitlerde alternatif bir ¢ogaltim
ve muhafaza teknigi sunar [21].

Bu c¢alismada, bagcilikta sentetik tohum
teknolojisiyle  ilgili  literatiir ~ degerlendirilerek
metodolojinin  iilkemiz bagcilik pratikleri igin
gelistirilme alanlar1 degerlendirilmistir.

SENTETIK TOHUM URETIM TEKNIiGi

Sentetik tohumlar, islevi itibariyle botanik
tohumlara alternatif olarak in vitro tretilen, tarimsal
iyilestirmeler i¢in umut verici biyoteknolojik
araglarindan biri olarak goriiliir [22]. Sentetik tohum
teknolojisinde yapay tohumu olusturmak i¢in
kullanilan birka¢ materyal segenegi vardir. Bunlar
somatik embriyolar, bogum segmentleri, siirgiin
uglari, kallus ve protokorm benzeri yapilar olarak
siralanabilir. Bu teknoloji sayesinde sentetik tohum
iiretiminde kullanilan vejetatif yapilar sera ve arazi

419



7. KARA, K. YAZAR, O. DOGAN, S. YAZICI / BAHCE 52 (Ozel Sayi 1): 418433 (2023)

kosullarinda ticari ekim i¢in kullanilabilir hale
getirilir [23]. Sentetik tohumlar gliniimiizde yogun
ilgi alamidir [24]. Sentetik tohum teknolojisinde
kullanilan yapilardan biri olan somatik embriyolar
hem siirgiin hem de kok kutuplarmi iceren g¢ift
kutuplu yapilardir. Bipolar yapilar1 nedeniyle,
somatik embriyolar sentetik tohum {iretimi i¢in en
uygun materyal olarak varsayilir [25, 26]. Ancak,
embriyonik kutbun yetersiz ve es zamansiz
olgunlagmasi, sorunlara neden olabilmektedir [27,
28]. Bunun iistesinden gelmek i¢in besinler, biiyiime
diizenleyicileri, herbisitler, anti-patojenler, biyo-
giibreler ve Dbiyo-kontrolorler gibi  bilesikler
Onerilmistir [27, 29]. %2.5 sodyum aljinat ile
kapsiillenmis, Gupta ve Durzan bazal ortaminda
¢Oziilmiis Pinus patula somatik embriyolarinda
%89’luk bir ¢imlenme orani saglanmistir [30].

Sentetik tohum teknolojisi, kii¢ciik tohum boyutu,
azaltilmis endosperm veya tohumun heterozigotlugu
nedeniyle tohumla ¢ogaltilmasi pratik olmayan bitki
tirlerinin  ¢ogaltilmasinda yeni yollar a¢mustir.
Cogaltmak 1i¢in vejetatif teknikler gerektiren
cekirdeksiz bitkiler veya ¢imlenme i¢in mikorizal
mantar Dbirlikteligi gerektiren tohumlar, sentetik
tohumlarla kolayca gogaltilabilir [31]. Iki ebeveynin
eseysel tireme kombinasyonundan olusan zigotik bir
embriyo iceren dogal bir tohumdan farkli olarak,
sentetik tohum tek bir ebeveynin somatik hiicre veya
dokusundan olusturulan somatik embriyodan tiretilir.
Bu nedenle bu teknik, tohum iiretmeyen bitkilerde,
elit ozelliklere sahip bitkilerin ve poliploidlerin
¢ogaltilmasinda kullanilabilir [32].

Aksiller tomurcuk bulunduran bogum segmentleri
(mikro ¢elikler), sentetik tohum dretimi igin
kullanilan en yaygin propagiillerdir. Bu durum genel
olarak mikro ¢ogaltma sistemi olusturulduktan sonra
bogum eksplantlarmin  {retilme kolayligindan
kaynaklanir [33, 34]. Bogum segmentlerinin yani sira
siirgilin u¢lar1 da sentetik tohum teknolojisinde yaygin
olarak kullanilir. Hung ve Trueman [35], bogum
segmentleri ve siirgiin uclarim kullanarak Corymbia
torelliana *x  C.citriodora’dan sentetik tohum
iretmiglerdir. Tam ve yart giigli MS ortamini
kullanarak sirasiyla bogum segmentlerinden yaklagik
%76-100 ve kapsiillenmis siirglin uglarindan %78-
100 rejenerasyon saglanmistir [21]. Kallusun
farklilasmamis dogasi1 nedeniyle sentetik tohum
iretiminde kullanimi smirhidir [17]. Allium sativum
siirglin ucundan in vitro iretilen kallus, kalsiyum
kloriir ve sodyum aljinatla kapsiillenerek biiyiime
diizenleyici olmayan yar1 kati1 2 MS ortaminda
%95’lik bir rejenerasyon saglanmistir [36]. Orkideler
kiiguk, endospermik olmayan tohum
olusturduklarindan ~ bunlarda  sentetik  tohum
iiretiminde protokorm benzeri yapilar kullamlir. Ug
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orkide ¢esidinde sentetik tohum iiretimini optimize
etmek i¢in protokorm benzeri yapilarin farkli gelisim
asamalar1 ve sodyum aljinat (NaAlg), kalsiyum kloriir
(CaClz) ve MS tuzlarmin ¢esitli kombinasyonlari
denenmis, %3 NaAlg ve 75 mM CacCl. kullanarak 13-
15 giinliik kiiltirden sonra fraksiyonel protokorm
benzeri yapilar  bagsariyla  kapsiillenmistir.
Dendrobium, Oncidium ve Cattleya orkide
cesitlerinin sentetik tohumlar1 sirasiyla 75, 60 ve 30
giin 4°C’de muhafaza edildikten sonra %88’den fazla
rejenerasyon saglanmustir [37].

Somatik  embriyogenez,  sentetik  tohum
teknolojisine dogru atilan ilk adimdir. Somatik
embriyogenezin ilk basarili uygulamasi, V.vinifera
Cabernet Sauvignon ¢esidinde déllenmemis oviillerle
saglanmistir [38]. Koruyucu bir tohum kabugu ve
embriyoyu ¢evreleyen bir besi dokusunun olmamasi,
somatik embriyolarin dogrudan depolanmasini
zigotik embriyolara kiyasla zorlastirir. Ayrica
somatik embriyolar es zamansiz bir gelisim gosterir
ve zigotik embriyolar gibi dormansiye girmezler [39].
Bu nedenle sentetik tohum arastirmalari, yalnizca
somatik embriyolarm indiiklenmesini optimize
etmeye degil ayn1 zamanda bunlarin indiiksiyonu [40,
41], gelisimi, olgunlagmasi [41], kurutulmasi [42] ve
ek besinlerle regenere fide iiretimine yonelmistir [43].

Sentetik tohum teknolojisi, tasima ve nakliyede
kolaylik, yil boyunca iiretim, is¢ilik ve maliyetten
tasarruf [44], bliyiime giicii ve kalitesi yliksek klonal
bitkilerin ¢ogaltilmasi [45] ve wuzun sireli
muhafazasinda [10, 24] avantajlar sagladigindan
gelecekte botanik tohumlara O6nemli bir alternatifi
olusturacaktir [25]. Sentetik tohum teknolojisinin
gelisimi ile ilgili baz1 calismalar Cizelge 1°de
sunulmustur.

Sentetik tohum arastirmalarinin birincil amaci,
somatik embriyolarin depolanma ve iglenmesi icin
gerekli olan endosperm ve koruyucu kaplamanin
gelistirilmesidir [46]. Klonal bitkilerin ¢ogaltilma ve
germplazm korunma tnitesinde kullanilabilmesi i¢in
iiretilen somatik embriyonun tohum embriyosuna
benzetilmesi gerekmektedir. Kapsiilleme teknolojisi,
sentetik tohum iiretiminde 6nemli bir adim olarak
geligsmistir. Sentetik tohumun yapis1 iki kisimdan
olusur. Biri eksplant materyali digeri ise kapsiildiir.
Eksplant materyali somatik embriyo, tomurcuk,
sirglin  veya  geleneksel tohumun  zigotik
embriyosunu taklit eden herhangi bir aktif
meristematik doku olabilir [27]. Kapsiil, geleneksel
tohumdaki endospermin yerini alan besinler, biiytime
diizenleyicileri, anti-patojenik kimyasallar, biyo-
kontroldrler ve biyo-giibreler gibi ek materyallerle
birlikte jellestiricilerden olusur [32, 47].
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Cizelge 1. Sentetik tohum teknolojisinin farkli
yillarda geligimi
Table 1. Development of synthetic seed technology in

different years
Y1l |Arastiricilar
Year |Researchers

Onemli Asamalar
Important Stages
Kapsiillenmis tek somatik embriyo, in vitro veya e.
vitro olarak bir bitkicik halinde biiyiimek igin|
kullanild1.
The encapsulated single somatic embryo was used to|
row into a plantlet either in vitro or ex vitro.
Havug¢ embriyosu karbonhidrat igermeyen sivi
ortama ekildi.
Carrot embryos were seeded in carbohydrate-free
liguid medium.
Havugtan embriyo, kok ve kallus polietilen glikol
(PEG) ile kaplanarak ilk hidratli sentetik tohum|
Kitto ve [iiretildi.
Janick [49] |The first hydrated synthetic seed was produced from
carrots by coating the embryo, root and callus with
olyethylene glycol (PEG).

Murashige

1977 [8]

1979 | Drew [48]

1982

Hidrojel kapsiilleme teknigi kullanilarak yoncal
Redenbaugh|sentetik tohumlart gelistirildi.

1984 vd. [50] |Synthetic seeds of alfalfa were developed using the|
hydrogel encapsulation technique.
Kapsiillemede toksik olmayan, suda ¢oziiniiy
1985 Kitto ve [polioksietilen kullanildi.

Janick [51] |Non-toxic, water-soluble polyoxyethylene was used
for encapsulation.

WMorus indica’nin ¢ogaltilmasinda stirglin|
1987 Bapat vd. [tomurcuklar kapsiillendi.
[14] In reproduction of Morus indica, shoot buds are
lencapsulated.
lAsma germplazmi muhafazasi i¢in sentetik tohum|
1991 Gray vd. [teknolojisi kullanimi dnerildi.

[39] It has been suggested to use synthetic seed technolog)
for grapevine germplasm conservation.

Havucun somatik embriyolarinin kapsiillenmesinde|

1993 Janick vd. [PEG bazl kaplama karisimi kullanildi.

[52] \IPEG-based coating mixture was used to encapsulate]
somatic embryos of carrots.
Duttan in vitro aksiller vejetatif tomurcuk]

Pattnaik vd. propagiillerle sentetik tohum tiretildi.
[53] ISynthetic seeds were produced from axillary]
vegetative bud propagules in mulberry in vitro.

1995

Kapsiilleme matrisi ve dehidrasyon hizinin,
kapsiillenmis somatik embriyolarin hayatta kalmal
Timbert vd. joranini etkiledigi belirlendi.

[54] It was determined that the encapsulation matrix and|
the rate of dehydration affected the survival rate of|
lencapsulated somatic embryos.

1996

Pusa Seedless liziim ¢esidi yaprak eksplantlarindan|
liretilen kotiledon evresindeki somatik embriyolar (5-
7 mm uzunlugunda), %2 aljinat jel iginde ayri ayri
kapstillendi, kapsiillenmis somatik embriyolar BS
makro tuzlart ve MS mikro tuzlari, %3 sakkaroz ve
2.9 uM giberellik asit icerisinde %0.7 agar ortamindaj
basariyla ¢imlendirildi.

ISomatic embryos at the cotyledon stage (5-7 mm|
long) produced from leaf explants of the Pusal
ISeedless  grape  variety  were  individuall
lencapsulated in 2% alginate gel. Encapsulated
lsomatic embryos were successfully germinated on|
0.7% agar medium in B5 macro salts and MS micro
salts, 3% sucrose and 2.9 uM gibberellic acid.

2006 |Das vd. [55

[t

Kapsiillenmis somatik embriyo ve kapsiillenmemis

Antonietta [somatik ~ embriyolarin ~ muhafaza  kosullari

vd. [56], [karsilastirildi.

Singh vd. [Storage conditions of encapsulated somatic embryos|
[57] and  unencapsulated somatic  embryos  were|

lcompared.

2007

Onemli Asamalar
Important Stages
[Farkli konsantrasyonlarda absisik asit ve sakkaroz
kullanilarak guavanin (Psidium guajava) somatik|
embriyolarinda pasiflik indiiksiyonu saglandi.
\Passivity induction was achieved in somatic embryos|
of guava (Psidium guajava) using different
lconcentrations of abscisic acid and sucrose.
Curcuma amada filizlenmis  vejetatif —mikr
stirglinleri ve in vivo rizom pargalarindan, sentetik|
Banerjee vd. tohumlar iiretildi.

[58] ISynthetic seeds were produced from the sprouted
vegetative micro-shoots of Curcuma amada and)
arts of the rhizome in vivo.
IKober 5BB asma anaci in vitro muhafazasi igin|
stirglin uglari ve bogum segmentleri kapsiillendi.
2016 |Benelli [59] [For in vitro preservation of Kober 5BB grapevine
ootstock, shoot tips and node segments were|
lencapsulated.
|Asma (Vitis
imuhafazasinda,
2019 |Carra vd. [1]|degerlendirildi.
ISynthetic seed technology was evaluated in ex situl
lconservation of grapevine (Vitis spp.) gene sources.
[Enkapsiilasyon-dehidrasyon teknigiyle Black|
Matrouh iiziim g¢esidinin kriyojenik muhafazasi igin|
stirglin ucu eksplantlart sodyum aljinat i¢inde]
AlMousa ve [kapsiillendi.
Hassan [60] |Shoot tip explants were encapsulated in sodium
lalginate for cryogenic preservation of Black Matrouh|
lgrape  variety by  encapsulation-dehydration
technique.

Y1l |Arastiricilar
Year |Researchers

2008 |Rai vd. [16]

2012

spp.) gen kaynaklarinin ex sity]
sentetik ~ tohum  teknolojisi

2021

Kapsiilleme Teknigi

Kapsiilleme, eksplantlar1  iiretim, tagima,
depolama ve rejenerasyon siirecinde mekanik hasar
ve kurumadan korur. Boylece elit diploit ve poliploid
gen kaynaklarinin klonlanmasi, muhafazasi ve
degisiminde kolaylik saglar.

Kapsiilleme ve kriyojenik prosediirler, minimum
alan, iscilik ve geleneksel yontemlere gore daha az
bakim maliyetiyle, genetik istikrarsizlik riski
olusturmadan bitki genetik kaynaklarinin uzun siireli
muhafazasi i¢in giivenilir yontemlerdir [9, 10, 21].

Sentetik tohum teknolojisi, yabanci tozlanan
tiirlerin hizhi ¢ogaltilmas1 veya mikro cogaltilmasi
icin Onemli bir aractir. Giliniimiizde hidrath ve
kurutulmus olarak sentetik tohum iiretilebilmektedir.
Hidrath sentetik tohumlar, somatik embriyolar ve
mikro propagiillerin inatg1 ve kurumaya duyarh
oldugu bitki tiirlerinde iiretilir. Kapsiilleme, mikro
propagillerin NaAlg c¢ozeltisine karistirilmasi ve
ardindan kalsiyum kloriir ¢ozeltisine birakilmasiyla
gerceklestirilir.  Sodyum aljinat mikropropagiile
damlatildiginda, yiizey kaplanmaya baslar ve CaClz
cozeltisiyle temas ettikten hemen sonra sert yuvarlak

boncuklar olusur. Sikigmig eksplantlar1 igeren
boncuklar, CaCl: ¢ozeltisinden alinarak steril suyla 2-
3 kez yikanir. Sentetik tohumun sertligi,

polimerizasyon siiresinin yani sira NaAlg ve CaCl:
gibi  kapsiilleme ¢ozeltilerinin  yogunluklariyla
diizenlenir. Genellikle %2 NaAlg ve 100 mM CaCl.
soliisyonlar: tatmin edici sonuglar saglamistir. Kuru
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sentetik tohumlar, mikro propagiillerin polioksietilen
glikol i¢inde kapsiillenip ardindan kurutulmasiyla
iretilir. Kuru sentetik tohumlar, mikro propagiilleri
kurumaya toleransli olan bitki tiirleri i¢in uygundur.
Kurutma, diisiik nemli odalarda bir- iki haftalik bir
sirede yavas veya sicaklik ve nem kontrollii bir
inkiibatérde gece boyunca bekletilerek hizli bir
sekilde gerceklestirilebilir [61].

Kaplama i¢in, modifiye MS ortaminda NaAlg
(%2.5, 3,4, 5m/v) ve CaCl: (50, 75, 100 ve 200 mM)
kullanilarak in vitro kiiltiirlerden alinan aksiller
tomurcuklar kullanmilmistir. Kapsiil sertligi, bitki
tiirlerinin yan1 sira propagiillere gére degisebilen Na
ve Ca iyonlariin optimal iyon degisimiyle belirlenir.
Kompleks olusturma igin 20 dakika bekletildikten
sonra yapay tohumlar olusur. 1.5 mg L' BA (Benzil
Adenin) ve 1.0 mg L' IAA (Indol Asetik Asit) iceren
MS ortaminda kiiltiire alinan 16 farkli kapsiilleme
uygulamasinda %100 hayatta kalma ve rejenerasyon
saglanmistir. Genglik donemleri uzun ve vejetatif
cogaltilan asma, turuncgiller, mango gibi kiiltiir
bitkilerinin ¢ogaltma materyali iiretimi, teorik olarak
celikler yerine sentetik tohumlarin kullanilmasiyla
arttirilabilir [16, 18]. Mikro siirgiinlerden elde edilen
bogum segmentlerin NaAlg ile kapsiillenmesiyle
iiretilen sentetik tohumlardan birden fazla siirgiiniin
uyarilmasi igin en uygun ortam kombinasyonunun 4
mg L' BA ve 1 mg L™ GAs (Giberellik Asit) ile
desteklenen MS ortamu olmustur [62]. Citrus
jambhiri Lush bitkiciklerinde in vitro ¢ogaltilan
stirgiin uglarina gére bogum segmentleri sentetik
tohum iiretimi i¢in daha uygun olup %3 CaCl: ve
%2.5 NaAlg kullanilarak tiretilmistir. Boncuklanmig
stirgiin uglart 1 ve 2 mg L™ BAP (Benzil Amino
Purin) ile desteklenmis MS ortaminda
kiiltiirlendiginde maksimum (sirasiyla %96.67 ve
%100) rejenerasyon kaydedilmistir [11].

Sentetik  tohumlar  genellikle = damlatma
yontemiyle Kkapsiillenir. Bu yoOntemde somatik
embriyolar, Alg-NaAlg, agar-agar, tohum zamki,
guar zamki veya kec¢iboynuzu zamki igeren hidrojel
igine daldirilarak kapsiillenir. Aljinat boncuklarda
kapsiilleme, sentetik tohum iiretiminde en yaygin
kullanilan tekniktir. Bu teknikte, eksplantlar/somatik
embriyolar, %1-5 NaAlg c¢ozeltisine batirilir ve
sirayla mikropipet yoluyla, embriyo ¢evresinde
iyonik bag olusumu nedeniyle koruyucu bir CaAlg
kapsiilii olusturan CaCl. ¢ozeltisine aktarilir.
Kaliplama  yOntemi, somatik  embriyolarin
kapsiillenmesinin nispeten basit bir yontemi olup,
mikrotitre plaka kuyucuklarinda sicakliga bagl jel
(el rite, agar) ile kanstirilarak gergeklestirilir.
Sicaklik diiser diismez embriyo jel ile kaplanir.
Kaplanmis boncuklar daha sonra sertlestirme igin
kalsiyum nitrat [Ca(NOs):] ¢ozeltisine eklenir.
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Jellesmis embriyolar, sentetik tohumlar elde etmek
i¢in suyla yikanir [27].

Boncuklarim  su  gegirgenligi, sertligi ve
kapsiilleme yonteminin basarisi, kullanmilan Alg ve
CaClz konsantrasyonuna ve kurutma siiresine, farkli
bitki tiirlerinin propagiillerine baglidir. Bu nedenle,
ideal bir boncuk olusumu igin bu iki ¢dzeltinin
konsantrasyonlar1 ve boncuk renk olusumu siiresi
optimize edilebilir. Tek katmanli bir boncuk, benzer
bir konsantrasyonda NaAlg ¢ozeltisi ile kaplanabilir
ve CaCl> c¢ozeltisine damlatilabilir. Cift katmanli
sentetik tohumlar, ek koruma ile tek katmanli sentetik
tohumlarla benzer. Dendranthema x grandiflora
(krizantem) sentetik tohumlarinda, MS ortaminda
hazirlanan ikinci katmanin daha yiiksek enfeksiyona
yol agarken, su veya mannitolde ¢6ziinen CaAlg ile
hazirlanan ikinci katman kontaminasyonu onemli
Olciide azaltmistir [32].

Uziim

cesitlerinde  sentetik  tohum  i¢in
kullanilacak ~ stok  materyalden  eksplantlarin
alinmasindan sonra, kapsiilleme hayati Oneme
sahiptir ~ [39].  Kapsiillemenin  i¢in  temel

gereksinimler: Eksplantlar, kapsiilleyiciler (NaAlg en
tercih edilen hidrojeldir) ve sentetik endospermlerdir
[63, 64]. Kapsiilleme islemi aseptik kosullarda
yapilmalidir [65]. Bazi ¢ekirdeksiz Vitis vinifera
cesitlerinin somatik embriyolari, NaAlg icinde
kapsiillenmis, sentetik tohumdan yeniden iiretilmis
[63, 64, 65], somatik embriyolar GA igeren yapay bir
endospermle  kapsiillendiginde  daha  biiyilik
rejenerasyon sergilerken [66] yapay endosperme
tiyofosfat-metil eklenmesi bitkicik doniisiimii ve kok
gelisimini artirmustir [65]. Kapsiillenmis somatik
embriyo ve kapsiillenmemis somatik embriyolarin
farkli muhafaza kosullarina tepkileri Antonietta vd.
[56] ve Singh vd. [57] tarafindan incelenmistir.

Enkapstilasyon-dehidrasyon teknigi kullanilarak
Black Matrouh iiziim ¢esidinin kriyojenik muhafazasi
igin siirgiin uglari NaAlg ile kapsiillenmis, artan
sakkaroz konsantrasyonlu ortamda 4 giin siireyle
5°C’de karanlikta on kiiltiire alinarak, 0, 2, 4, 5 ve 6
saat laminer akis altinda kurutulmus, ardindan 1 saat
sivi azota daldirilmustir. Coziildiikten sonra, bir ay
boyunca rejenerasyon ortaminda  post-kiiltiire
almmus, sivi azota daldirilmadan 6nce kapsiillenmis
siirglin ucu eksplantlar1 i¢in optimal dehidrasyon
stiresi 5-6 saat, nem icerigi %20.31-18.39 ve hayatta
kalma %26.67-33.33 araliginda oldugu bildirilmistir
[60].

Sentetik tohum teknolojisi, bir dizi bitki tiiriiniin
cogaltilmasi i¢in ¢esitli aragtirma ekipleri tarafindan
umut verici olarak bildirilmesine ragmen, bu
teknolojinin pratik uygulamasi birkag nedenden
dolay1 kisitli goriilmektedir. Birim kiiltiir basina
diisiik maliyetle kapsiilleme i¢in uygun olan mikro
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propagiillerin biiyiik Olgekli tiretimi, verimli bir
sentetik tohum tiretim protokolii i¢in gereklidir. Bazi
bitki tiirlerinde bu tiir yontemler gelistirilse de mikro
cogaltma protokolii, birgcok énemli kiiltiir bitkisinde
sentetik tohum teknolojisinin gelistirilmesindeki en
biiyiik sinirlamalardan biridir. Sentetik tohum tiretimi
icin cesitli bitki tlirlerinde somatik embriyolarin
kullanim1 yaygin olarak rapor edilmistir. Ancak
¢Oziilmesi  gereken  bazi  biiyilk  sorunlar
bulunmaktadir. Somatik embriyolarin anormal ve
asenkron gelisimi, dormansi ve stres toleransi
eksikliginden kaynaklanan siirlamalar ve sentetik
tohumlarin diisiik sicaklikta depolandiginda canliligt
ve bitki geri kazanmiminin azaltmasi gibi zorluklar
vardir. Somaklonal varyasyon, doku ve hiicre kiiltiirti
yoluyla ortaya c¢ikabilen genetik varyasyondur.
Sentetik tohum {iretimi i¢in mikro embriyojenik
olmayan propagiillerin  kullanilmasi,  somatik
embriyogeneze direngli farkli bitki tiirlerinde, umut
verici bir vejetatif ¢ogaltma yontemi olarak ilgi
gormektedir. Ayrica, steril olmayan kosullarda
dogrudan topraga, vermikiilit, kokopit veya kompost
gibi ticari saksi ortamlarma ekildiginde sentetik
tohumlarin ~ saghikli  bitkiye  doniigiimiindeki
problemler, bu teknigin pratik kullanimimnin ana
sinirlamalaridir.  Tlaveten, sentetik  tohumlarin
avantajlar1 ve sentetik tohum iiretimine yonelik
Oonemli arastirma girdilerine ragmen, sentetik tohum
teknolojisinin ticarilestirilmesine iliskin en Onemli
sinirlayict faktor, yiiksek kaliteli mikropropagiillerin
biiyiik 6lgekli iiretimidir. Zayif ex vitro ¢imlenme,
mikrobiyal istila ve mikropropagiillerin mekanik
hasari, sentetik tohum teknolojisinin  diger
smirlamalardir. Bu  teknolojinin ticari  0lgekte
kullanim i¢in milkemmellestirmesine yonelik daha
fazla arastirmaya gerek duyulmaktadir [61].

BAGCILIKTA SENTETIK TOHUMLA
GENETIiK MUHAFAZA

Kapsiilleme ve Kriyoprezervasyon Teknigi

Sentetik tohum iiretiminde kapsiilleme i¢in siirgiin
uglari, aksiller tomurcuklar veya bogum segmentleri
kullanilabilir, in vitro veya ex vitro kosullarda ekim
icin kullanilabilirler [8, 26]. Sentetik tohum
teknolojisi, klonal ¢ogaltmanin avantajlarin1 tohum
¢ogaltmanin avantajlariyla (depolanabilirlik, kolay
tasinma, hastalik ve zararlilara karsi koruma)
birlestirir. Kapsiilleme teknigi olarak enkapsiilasyon-
dehidrasyon ve enkapsiilasyon-vitrifikasyon [67]
yontemleri,  kriyoprezervasyon  prosediirlerinde
kullanilmakta ve bitki germplazmimin uzun stireli
muhafazasi i¢in ¢ok umut verici goriilmektedir [68,
69]. Cesitli tiirlerde siirgiin uglar1 [70, 71], aksiller
tomurcuklar ve bogum segmentleri kapsiillenmis,

orta vadeli muhafaza icin yavas biiyiime depolamasi
uygulanmistir ~ [72,  73].  Yavas  biiylime
depolamasinda, sicaklik veya 1si1k yogunlugunu
azaltilir, kiiltiir ortamina mannitol veya sakkaroz gibi
ozmotik bilesikler eklenir ve biiylime geciktiriciler
kullanilarak gelisme sinirlanir [74]. Bunlardan en
yaygin kullanilanlar sicaklik ve 151k yogunlugunun
azaltilmasidir. Bu iki parametre, hiicre metabolizmast
ve sonug olarak siirgiin biiylimesini sinirlar. /n vitro
yavas bilyiime depolamasiyla, alt kiiltlirler arasindaki
araliklar uzatilabilir, boylece stok bitki bakim
maliyeti ve alt kiiltiirleme siirecindeki kontaminasyon
riski azaltilir [64, 75].

Kober 5BB (V.berlandieri x V.riparia) asma
anacinin in vitro stok kiiltiirden alinan siirgiin uglari
ve bogum segmentleri, CaAlg boncuklar i¢inde
kapsiillenerek muhafazasina, kapsiilleme teknigi ve
yavag biiyiime depolamasimin etkileri incelenmistir.
30 dakikalik bir iyon degisim siiresi, uygun boncuk
olusturmak icin optimal olmustur. Kapsiillenmis ve
kapsitillenmemis eksplantlar, karanlik veya aydinlikta
4°C’de 9 ay muhafazadan sonra, en yiiksek
rejenerasyon %83.3 ile karanlikta muhafaza edilen
kapsiillenmis  siirgin =~ uglarindan  saglanirken
kapsitillenmis bogum segmentlerinden rejenerasyon,
ayni depolama kosullarinda %55.6 olmustur.
Kapsiillenen  eksplantlar ~ depolamadan  sonra
kapsitillenmemis eksplantlardan daha iyi rejenerasyon
saglamistir [59].

Vitis genetik kaynaklarinin muhafazasi ve bunlara
kolay erisim, 1slah programlar1 i¢in énemlidir [76].
Vitis gen bankasi koleksiyonlar1 geleneksel olarak
acik arazi gen koleksiyonlarinda muhafaza edilir.
Arazi bakim1 maliyetli ve zaman alicidir, genis arazi
gerektirir ve bitkiler abiyotik streslere ve biyotik
tehditlere kars1 savunmasizdir [68, 77, 78]. In vitro
kiiltiir yedeklemesi, Vitis germplazminin kisa stireli
muhafazasina bir alternatif sunar [ 79, 80], ancak doku
kiltirinin -~ emek yogun olmasi, Kkiltiirlerin
kontamine olmasi veya somaklonal varyasyona
ugramasi nedeniyle bazi siirlamalar vardir [81-83].

Bitki kriyoprezervasyonu, bitki germplazminin
uzun siireli muhafazast amaciyla hiicrelerin,
dokularm veya organlarin siv1 azot (-196°C) veya sivi
azot buhar1 (-165°C ila -190°C) i¢inde saklanmasidir
[84]. Vitis germplazminin dondurularak muhafazasi
cazip ama zorlayicidir. Bugiine kadar, Vitis igin
kapsiilleme-dehidrasyon, vitrifikasyon, kapsiilleme-
vitrifikasyon ve damlacik vitrifikasyonu dahil olmak
lizere c¢esitli  vitrifikasyon tabanli  yontemler
denenmistir [68, 85, 86, 87]. Hiicrelerin ekstra diisiik
sicakliklara maruz birakilmasi donma zararina neden
oldugundan siv1 azot iginde kriyodepolamadan 6nce
uygun sekilde iglenmesi ve hazirlanmasi gerekir [84,
88, 89]. Kriyoprezervasyon ana adimlar (1) in vitro
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stok kiiltiirlerden alinacak eksplantlarin dehidrasyonu
ve ardindan sivi azotta donmaya karsi toleransinin
uyarilmasi, (2) bitki vitrifikasyon soliisyonu (BVS)
aracili prosediirlerde eksplantlarin dondurularak
muhafazasi, kapsiilleme aracili prosediirlerde
enkapsiilasyon ve dondurarak muhafaza, (3) BVS
aracili prosediirlerde eksplantlarin BVS’ye veya
dehidrasyon aracili  prosediirlerde fiziksel
kurutulmasi, (4) kriyodepolama i¢in eksplantlarin sivi
azota dogrudan daldirilmasi, (5) dehidrasyon aracili
prosediirlerde yeniden 1sitma veya BVS aracili
prosediirlerde  kriyoprotektanlar1  ¢ikarmak igin
yeniden 1sitma (6) iyilesme ig¢in ¢Oziilme sonrasi
kiltiir olarak siralanabilir [85, 86, 87, 90, 91].

Genetik kaynaklarin uzun siireli muhafazasi i¢in,
sec¢ilmis {istiin genetik hatlari1 muhafaza edebilen
siirglin uclari, tohumlar, embriyolar, hiicreler ve
kalluslara gore tercih edilir, ¢iinkii bunlar ana bitki
genotipindedirler [84, 89]. Somatik embriyojenik
dokular, mikro c¢ogaltma, genetik doniisim ve
asmada yapay tohum tiiretimi i¢in biiylik potansiyele
sahiptir  [89, 92, 93]. Bitki gen bankasi
koleksiyonlarinda propagiillerin uzun siire, giivenli
bir sekilde korumasi igin kriyoprezervasyon
yontemleri  kullanmilmustir. Kriyoprezervasyon
kosullarinda canli propagiiller, hiicre boliinmeleri ve
metabolik siiregleri en aza indirilerek korunur [68,
94]. Yinelenen agik arazi koleksiyonlari olugturmanin
maliyeti ile karsilastirildiginda  dondurularak
saklanan yedek koleksiyon olusturma, maliyet
acisindan uygundur [95]. Klonal olarak ¢ogaltilmig
genetik kaynaklari, siirgiin uglar1 veya uyku halindeki
tomurcuklar gibi vejetatif propagiilleri koruyan
bir¢ok yerlesik kriyobanka olmasina ragmen [91, 96],
bildigimiz kadariyla, Vitis kriyo-depolama, gen
bankalarinda yayginlasmamistir. Dormant  Vitis
tomurcuklarinin dondurularak muhafazasinda basari
sinirh [97] kalirken, siirgiin ucu
kriyoprezervasyonunda basarili sonuglar
bildirilmistir [78, 79, 98]. Bununla birlikte genotipe
Ozgii tepkiler, bu prosediirlerin yaygimlagmasim
sinirlamustir [68, 78, 99]. Vitis kriyoprezervasyon
arastirmalar1  genellikle smirhh  sayida ¢esidin
kullanildigr prosediir gelistirilmesine odaklanmigtir
[98]. Simdiye kadar, damlacik vitrifikasyon teknigi,
Vitis kriyoprezervasyonunda tiir ve genotipe Ozgii
yanitlarin tistesinden gelmek i¢in umut vericidir [ 100,
101]. Damlacik vitrifikasyonu, vitrifikasyona dayali
basarili kriyoprezervasyon protokolleri igin dnemli
bir gereklilik olan ultra hizl siirgiin ucu sogutma ve
1sitma kosullarini kullanir [83, 102, 103].

Asma poleni dondurularak bagarili bir sekilde
muhafaza  edilebilmektedir  Siirglin  uglarimin
dondurularak saklanmasi ilk olarak Ezawa vd. [104],
ardindan Esensee vd. [97] ve Plessis vd. [105], Plessis
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vd. [106] tarafindan calisilmistir. Birka¢ yil sonra
Dussert vd. [107], Dussert vd. [108] somatik
embriyojenik hiicre siispansiyonlarint dondurularak
basariyla saklamistir. 1990’larin basinda gelistirilen
ve numunelerin dogrudan sivi azota daldirilmasina
izin veren ve programlanabilir bir dondurucunun
kullanilmasindan  kagman  vitrifikasyon tabanl
kriyoteknolojiler [84], asma dahil olmak {izere
bitkilerin  dondurularak  saklanmasma iligkin
caligmalart biiyiik Olciide hizlandirmistir.
1990’lardan beri asma gibi bitkiler i¢in en sik
kullanilan  vitrifikasyon bazli  kriyoprosediirler
arasinda  yer alan  kapsiilleme-dehidrasyon,
vitrifikasyon, kapsiilleme-vitrifikasyon ve damlacik-
vitrifikasyon dahil olmak iizere yeni kriyojenik
prosediirler tanimlanmustir [84, 90].

Viral hastaliklar, asma da dahil olmak iizere
tartmsal {retimin = siirdiiriilebilir gelisimini uzun
stiredir tehdit etmektedir [109, 110]. Cogu meyve tiirii
gibi, lizlim ¢esitlerin benzersiz dogasini korumak igin
vejetatif olarak c¢ogaltilir, ancak bu onu virlis
enfeksiyonuna karsi savunmasiz hale getirmektedir.
Viriisler, nesiller boyunca ¢ogaltilan  bitki
materyallerine bulagabilir ve birikebilir. Pratikte,
patojenden  ari  bitkilerin  kullanim,  viriis
hastaliklarin1 kontrol etmek igin etkili bir ara¢ olup
basit, verimli tekniklerin gelistirilmesi, saglikli
bitkilerin ¢ogaltilmasi i¢in bir 6n kosul olarak kabul
edilmektedir. Dondurarak muhafazaya dayali bir
biyoteknoloji olan kriyoterapi, enfekte olmus bitkileri
iyilestirmek i¢in enfekte olmus materyalin siv1 azotta
kisa bir slire i¢in islenmesi anlamina gelir ve asma
viriisleri dahil bitki patojenlerini yok etmek i¢in etkili
bir arag oldugu kanitlanmistir [85, 97, 104, 105, 106,
108, 111, 112, 116, 117, 118, 119].

Kapsiilleme-Dehidrasyon

Wang vd. [120], LN33 melez anaci (Courderc
1613 x V.vinifera Thompson Seedless) ve Superior
Seedless ¢esidinin (V.vinifera) siirgiin uglarinin
dondurularak muhafazas1 i¢in bir kapsiilleme-
dehidrasyon protokolii bildirmistir. Siirgiin ug¢lart (1
mm) 4 haftalik in vitro stok bitki siirglinlerinden
alinmis ve NaAlg soliisyonu (%3 Na-Alg, 2 M
gliserol ve 0.4 M sakkaroz) ve bir CaCl: soliisyonu
(0.1 M CaClz, 2 M gliserol ve 0.4 M sakkaroz)
kullanilarak boncuklar (4-5 mm ¢apinda) halinde
kapsiillenmistir. Her biri tek bir siirgiin ucu igeren
boncuklar, her adim i¢in 1 giin olacak sekilde 4 giin
sireyle 0.25, 0.50, 0.75 ve 1.0 M artan sakkaroz
konsantrasyonlariyla adim adim 6n kiiltiirlenmistir.
On kiiltiiriin ardindan, kapsiillenen siirgiin uglari, 1
saat s1vi azota dogrudan daldirilmadan 6nce, LN33
melez anaci ve Superior Seedless ¢esidi i¢in sirasiyla
%15.6 ve %17.6 su icerigine kadar laminer bir hava
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akimi altinda kurutulmustur. 40°C’lik bir su
banyosunda 3 dakika siireyle hizla eritildikten sonra,
dondurularak muhafaza edilen stirgiin uglari, 1 mg L™
6-Benzil adenin (BA) ve 0.1 mg L' 1-Naftaline
asetik asit (NAA) ile desteklenmis Y2 MS ortaminda
geri kazanim igin Kkiiltiirlenmistir. Bu optimize
edilmis parametrelerle, sirastyla LN33 melez asma
anact ve Superior Seedless Tliziim ¢esidi igin
kriyoprezerve edilmis siirgiin uclarinda %60 ve %40
stirgiin rejenerasyonu saglanmustir (Cizelge 2).

Kapsiilleme-Vitrifikasyon

Matsumoto ve Sakai [121, 122] yaptiklar
caligmalarda, asma kriyoprezervasyonu igin bir
vitrifikasyon protokolii gelistirmislerdir. Gelistirilen
bu protokolde, 4-5 aylik in vitro stok bitkiciklerden
alman aksiller siirgiin uglari, 3 giin siireyle 0.3 M

sakkaroz ile 6n kiiltiire alinmig ve daha sonra 25°C’de
20 dakika siireyle 2 M gliserol ve 0.4 M sakkaroz
igeren bir yiikleme soliisyonu (LS) ile yiiklenmis,
ardindan 30 dakika siireyle 0°C’de 2 BVS2’ye ve 50
dakika siireyle 0°C’de BVS2’ye maruz birakilmustir.
BVS2 [agirlik (a) hacim (h)™!]: 0.4 M sakkaroz i¢inde
%30 gliserol, %15 DMSO ve %15 etilen glikol
icermektedir [123]. Kurutulmus siirgiin uglari,
kriyodepolama i¢in dogrudan s1vi azota daldirilmustir.
Dondurularak saklanan siirgiin uglari, 40°C’de suda
hizla 1sitilmig ve 1 mg L' BA ile takviye edilmis 5
MS rejenerasyon ortaminda siirglinlerin yeniden
bliylimesi i¢in ¢6zdiirme sonrasi kiiltiire alinmigtir.
Bu kriyoprosediir, elde edilen ortalama %64’liik bir
geri kazanimla Vitis’in diger on tiir veya ¢esidinde
uygulanmustir (Cizelge 2) [86, 121, 122, 123].

Cizelge 2. Asmanin (Vitis) dondurularak muhafaza edildigi ¢alismalar
Table 2. Studies in which the vine (Vitis) was preserved by cryopreservation

Eksplant tipi Kriyojenik prosediir Tiirlere gore test edilen genotip sayilart | Canlanma, canlilik veya ¢gimlenme (%)a | Kaynak
Explant type Cryogenic procedure Number of genotypes tested by species | Revival, vitality or germination (%)a Source
Polen ki asamali sogutma V.vinifera, 21 24.8 (7.4-53.9) [118]
Pollen Two-stage cooling V.vinifera, 5 04.7-77.3 [116]
V.vinifera, 2 Belirtilmemis / Unspecified [117]
ki a§amall sogutma / Two-stage V.labrusca, 3 96.7 (90-100) [104]
cooling
Kurutma (dogrudan sivi azota V.vinifera, 1 0 — - [o7]
daldirilmis) V.riparia, 2 Bazilar (bellrt.llmemls)—IOO [97]
\Drying (directly immersed in liquid Some (Unsp e.zct.ﬁed) -
nitrogen) V.amurensis % V.riparia, 1 Bazilan (belirtilmemis) [97]
) ) i \Some (Unspecified)
[Enkapsiilasyon-Dehidrasyon + iki V.vinifera, 4 29 (15-40) [126]
lasamal1 sogutma V.vinifera, 4 36 [127]
\Encapsulation-Dehydration + two- \Veri mevcut degildir / Data not available|Veri mevcut degildir / Data not available| [105]
stage cooling V.vinifera, 1 30 [106]
V.vinifera, 2 49 (40-58) [120]
V.vinifera, 1 63 [113]
V.vinifera, 1 62 [119]
V.vinifera, 1 59 [128]
[Enkapsiilasyon - Dehidrasyon V.vinifera, 1 37 [77]
\Encapsulation-Dehydration V.vinifera, 1 33 [60]
V.vinifera, 1 59 [128]
V.vinifera, 7; V.labrusca, 1; V.riparia,l;
Siirgiin uglan V.berlandieri X V.rupestris, 2; 0-9 [129]
Shoot tips — 1 — V.berlandieri x V.riparia, 1 Bt et 5
apsiilasyon-Vitrifikasyon Lo Lo iistik (belirtilmemi
Encagsulatzyon- Vitriﬁcatioyn V-berlandieri x V. riparia, 1 Lovsv (unspecified) ’ [124]
V.vinifera, 7 65.5 (33.3-86.7) [122]
V.berlandi X V.riparia, 2 46.7 (30.0-63.3) [122]
V.mourvedre % V.rupestris, 1 75 [122]
V.coigneae, 1 75 [122]
V.vinifera, 1 45 [113]
V.vinifera, 1 50 [119]
V.vinifera, 1 55 [130]
V.berlandieri x V.riparia, 1 0 [99]
Vitrifikasyon V.vinifera, 2 43 (40-46) [79]
Vitrification V.vinifera, 1 57 [131]
V.vinifera, 1 55 [130]
V.vinifera, 1 47-55 [130]
V.vinifera, 3 Belirtilmemis / Unspecified [132]
V.berlandieri x V.riparia, 1 ]Svl;rfzgorteizzzzi:?;,onu gorilmedi. [99]
V.berlandieri % V.riparia, 1 ]Svl;rfzgorgzgiiii;lonu goriilmedi. [133]
V.vinifera, 1 Belirtilmemis / Unspecified [131]
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Eksplant tipi Kriyojenik prosediir Tiirlere gore test edilen genotip sayilart | Canlanma, canlilik veya ¢imlenme (%)a | Kaynak
Explant type Cryogenic procedure Number of genotypes tested by species | Revival, vitality or germination (%)a Source
V.vinifera, 1 70 [134]
V.vinifera, 1 45 [135]
V.vinifera, 1 50 [77]
V.vinifera, 1 30 [136]
IDamlacik-vitrifikasyon sz.mfera, ! 46 — - - [137, 138]
\Droplet-vitrification sz.n{fera, 12 Belirtilmemis / Unspecified [111, 139]
’ V.vinifera, 9 23.1 (0-70)
V.vinifera, 4 34.8 (24-45) [78]
V.riparia x V.rupestris, 1 26 [78]
V.vinifera x V.berlandieri, 1 6 [78]
V.vinifera, 6 50 (40-76) [86]
V.pseudoreticulata, 2 30 (10-50) [86]
V.vinifera, 1 68 [140]
V.vinifera, 1 43 [140]
V.aestivalis, 1; V. jacquemontii,1 53-70 [141]
V.vinifera, 2; V.berlandieri xV.riparia, 1 |43-64 [142]
. V.champinii x 1613 Couderc, 1;
gamlamk-.w.t nﬁkfdsyon Vberlaidieri x V.riparia, 1; 27-47 [143]
roplet-vitrification o
Siirgiin uglart Ilfsﬁa;np zm;, ! Vovinifera < V.lab 1
h _vinifera, 2; V.vinifera % V.labrusca,l;
Shoot tips V.pseudoreticulata,1 (43-59 [144]
V.vinifera, 6; V.pseudoreticulata, 2 24-72 [100]
V.vinifera, 4; V.riparia x V.rupestris, 1, .45 (78]
V.vinifera Chasselas x V.berlandieri, 1
V.vinifera, 5 13-30 [145]
V.vinifera, 1 44 [146]
IDamlacik-vitrifikasyon V.vinifera, 1 41.6 [146]
\Droplet-vitrification V.vinifera, 2 40-46 [147]
V.vinifera, 9 0-70 [111]
i asamali sogutma V.vinifera x V.berlandieri, 1 60 [107]
Two-stage cooling V.vinifera x V.berlandieri, 1 58 [108]
V.vinifera, 1 50 [108]
Embriyojenik [Enkapsiilasyon - Dehidrasyon+ iki V.berliandieri x V.rupestris, 1 25 [148]
hiicre siisp. & [asamalt sogutma
Somatik embr.|Encapsulation-Dehydration + two- V.vinifera, 2 17.5 (5-20) [148]
doku stage cooling
Embryogenic V.vinifera, 1 78 [149]
cell susp. & |Enkapsiilasyon - Dehidrasyon V.vinifera, 2 23 (19-27) [150]
Somatic  |Encapsulation- Dehydration V.berliandieri X V.rupestris, 1 78 [148]
Embryonic V.vinifera, 2 51.5 (43-60) [148]
tissue V.berlandieri x V.rupestris, 1 76 [151]
[Enkapsiilasyon-Vitrifikasyon V.vinifera, 4 61.8 (46-82) [151]
\Encapsulation-Vitrification V.vinifera x V.berlandieri, 1 42 [151]
V.vinifera, 3 48 (44-52) [41]
Somatik  |Vitrifikasyon / Vitrification V.vinifera, 2 60 (41-79) [152]
embriyolar .. .
Somatic Enkaps“}as.y‘m - D;h;dra§y°n V.vinifera, 2 55 (52-58) [152]
embryos \Encapsulation- Dehydration
Kurutma (dogrudan s1v1 azota
Tohumlar |daldirilmu .
Seeds \Drying (dti?ectly immersed in liquid V.vinifera, 3 60 (30-70) [147]
nitrogen)

(%)a: Rakamsal degerler, elde edilen verilerin ortalamalari olarak sunulmustur.
(%)a: The numerical values are presented as the averages of the obtained data.

Kober  5BB anacinin siirgiin ~ ugclari,
enkapsiilasyon-vitrifikasyon ile dondurularak
muhafaza edilmistir [124]. Bu protokolde, in vitro
stok siirgiinler 3 hafta siireyle 4°C sogukta
piskinlestirilmis stok siirgiinlerden alinan siirglin
uclar1 (1-2 mm boyutunda), Wang vd. [120] gore %3
(a h™") NaAlg i¢inde kapsiillenmis, ardindan 0°C’de
90 dakika BVS2’ye  maruz  birakilmis,
kriyodepolamadan sonra, boncuklarda bulunan
siirglin uglar1 40°C’lik bir su banyosunda eritilerek
geri kazanim i¢in ¢6zdiirme sonrasi kiiltiire alinmustir.
Dondurulmus siirgiin uglar siirgiinlere doniisebilse
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de siirgiin yeniden biiylime oranlarmin disik
kalmistir [124]. Yiiksek siirgiin biiyiitme oranlarinin
elde edilmesi i¢in siirglin uclarimin dehidrasyona ve
ardindan sivi azotta donmaya karsi toleransinin
artirilmasinin incelenmesi onerilmistir [59, 120, 124].

Damlacik-Vitrifikasyon

Damlacik protokollerinin avantajlarini
vitrifikasyonla birlestiren damlacik-vitrifikasyon,
belirli bir tiiriin ¢esitli genotiplerine en uygun oldugu
ve genellikle kriyo bankalarmin kurulmasi ig¢in bir
darbogaz olan tilirler veya genotiplere Ozel
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siirlamalarin tistesinden gelebilmede en umut verici
¢Oziim olarak sunulmustur [89, 90, 125]. Asma
siirglin uglarimin dondurularak muhafaza edilmesine
yonelik bir damlacik vitrifikasyon c¢aligmasinda,
serada yetistirilen bitkilerden alinan siirgiin uglar,
ylizey dezenfeksiyonun ardindan saglik durumlarinit
belirlemek icin in vitro karanlikta 25°C’de 3 giin
kiiltiire alinmigtir [79]. Siirgiin uglart 22°C’de 20
dakika siireyle 0.4 M sakkaroz ve 2 M gliserol igeren
sivi azota, ardindan 0°C’de 10-15 dakika siireyle Y4
BVS2 ve ardindan 10-20 dakika tam giicte BVS2’ye
maruz birakilmistir. BVS2 ile dehidrasyondan sonra,
siirglin uglar1 aliiminyum folyo seritler tizerinde 5 puL
BVS2 damlaciklarina aktarilmigs ve ardindan
dogrudan siv1 azota yerlestirilmistir. Siirgiin uglarini
iceren donmus folyo seritler, oda sicakliginda 20
dakika siireyle 1.2 M sakkaroz i¢eren bir dehidrasyon
cozeltisine aktarilarak yeniden 1sitilmig ve siirgiiniin
rejenerasyonu i¢in ¢oziilme sonrasi kiiltiirlenmistir.
Bugiine kadar, asmada bir dizi sofralik gesitlerde,
anaclarda ve yabani asma germplazmina damlacik-
vitrifikasyon [77, 78, 86, 111, 136, 138] uygulanmis
ve bunlardan ‘Baihe 35-1°, ‘Hunan-1" gibi bazilari
asma mantar hastaliklarina direngli Cin yabani asma
germplazmlaridir (Cizelge 2) [78, 86, 125].

SONUC

Sentetik tohum teknolojisinin bitkisel iiretim ve
Ozellikle bagcilik sektorii igin 6nemi viriis ve diger
patojenlerden arindirilmig, saglikli asma anaci ve
lizim ¢esidi materyallerinin, kitlesel ¢ogaltilmasi,
genetik stokunun olusturulmasi, iilkesel ve global
asma genetik stokunun uzun siireli saglikli bir sekilde
korunmasina katkida bulunabilecek modern bir
yaklasim sunmaktadir. Bu teknik Ttlkesel asma
genetik kaynaklarimizin patojenlerden
arindirilmasinda  da  kullanmlabilecektir. Carpan
etkisiyle tlim bitkisel iiretimde saglikli ve kitlesel
¢ogaltmaya Onemli bir alternatiftir. Sentetik tohum
iiretiminde kullanilacak asma propagiillerinin se¢imi
ve secilen propagillere uygulanan kapsiilleme,
dehidrasyon, vitrifikasyon tekniklerine tiirler ve
genotipler diizeyinde tepki farklar1 nedeniyle daha
genis  kabul gorecek  bagarili  protokollerin
gelistirilmesi ihtiyaci vardir. Ayrica lretilen sentetik
tohumlarin muhafaza ve rejenerasyon siireglerinin de
iyilestirilmesi i¢in uygun protokollerin gelistirilmesi
gerekmektedir. Teknigin  endiistriyel — diizeyde
kullanima sunulmasiyla farkli bolgelerdeki arastirici
ve fidan ireticisi kurum ve kigiler arasinda asma
cogaltma materyalinin degisimi ve ticareti i¢in de
onemli firsatlar sunmaktadir. Gelistirilmis
prosediirlerin sektdr fidan {reticileri diizeyinde
kullanima  sunulmasi, iilkesel diizeyde bag

alanlarinda saglikli, elit materyallerden fidan {iretimi
ve bag tesislerini miimkiin kilacaktir. Bu sayede
bagcilik  sektoriinde  verimlilik  ve  karlilik
artirllabilecek, lretilecek cogaltma materyallerimiz
ilke smurlar1 disindaki pazarlarda da rekabetgi bir
iistiinliige kavusacaktir.
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