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Oz

Sentetik tohum, besin maddesi ve koruyucu bilesikler iceren 6zel maddelerle kaplanmig somatik embriyolardir. Sentetik tohum
tiretimi, canli tohum {iretemeyen bitkiler i¢in elveriglidir. Sentetik tohumdan bitki elde edilmesi, ilk kez doku kiiltiiriinden elde
edilen somatik embriyodan suyun uzaklastirilmasi yoluyla yapilmigtir. Somatik embriyo kaplanmasinda sodyum alginat veya
alginik asit matriksleri ¢ok yaygin olarak kullanilmaktadir. Bitki ¢ogaltiminin kolay olmasi, uzun siire saklanabilmesi, nesli
tikenmekte olan bitkilerin neslinin devam ettirilmesi ve iiretimlerinin diisiik maliyetle yapilabilmesi gibi bir¢cok avantaj sentetik
tohumun bitkilerin geligimi i¢in dnemli 6l¢iide kullanilabilirligini gdstermektedir. Sentetik tohum teknolojisi tohumla g¢ogaltim
imkani bulunmayan bitkilerin iiretiminde de kullanilabilecek ¢ok 6nemli bir tekniktir. Bu derleme makale, sentetik tohum
konusundaki ortaya koyulmus bilgileri ve yapilmis ¢aligmalar1 bir araya getirmek amaciyla yazilmistir.

Anahtar kelimeler: Bitki rejenerasyonu; in vitro kiiltiir,; sentetik tohum, somatik embriyo

Synthetic seed
Abstract

Synthetic seeds are somatic embryos coated with special substances containing preservative compounds. Synthetic seed
production has been useful for plants that cannot produce viable seeds. Plant formation from synthetic seed was first made by
removing water from the somatic embryo obtained from tissue culture. Sodium alginate or alginic acid matrices are commonly used
for somatic embryo coating. Many advantages such as easy plant propagation, long-term storage, perpetuation of endangered plants
and low cost production show the significant usability of synthetic seed for the development of plants. Synthetic seed technology is
a very important technique that can be used in the production of plants that cannot be reproduced by seed. This review article was
written to bring together the information and studies on synthetic seed.

Keywords: In vitro culture; plant regeneration; somatic embryo; synthetic seed

1. Giris derece kullanigh bir teknik olan bu ydntem, lireme organlari
disinda tohum benzeri yapilarin elde edilmesi ile tohumla

Sentetik tohum, besin maddesi ve koruyucu bilesikler iiretime benzer o6zellik gostermektedir. Sentetik tohum
iceren 6zel maddelerle kaplanmis somatik embriyolardir (Kurt, iiretiminde somatik embriyolarin kaplanmasinda diisiik
2015). Ozellikle tohumla iiretimin sinirh oldugu bitkiler igin son ~ maliyeti, diisiik toksisitesi ve jel stabilitesi nedeniyle sodyum
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alginat yaygin olarak kullanilmaktadir (Ghosh ve Haque, 2019).
Sodyum alginat ¢o6zeltisindeki Na* ile kalsiyum kloriir
¢ozeltisindeki Cap" arasindaki bir iyon degisim reaksiyonu
¢oziinmeyen bir kalsiyum alginat tabakasi olusturur (Daud ve
ark., 2008). Bu sayede somatik embriyo hem onemli &lglide
korunmakta, hem de tohum c¢imlenme asamasinda somatik
embriyoya besin temini saglanmaktadir. Bu teknik; temel olarak
nesli tiikenmekte olan tiirlerin, tibbi ve ticari bitkilerin
korunmast ve g¢ogaltilmast i¢in Onerilmektedir (Jang ve ark.,
2020). Sentetik tohum tiretim teknolojisi, mevcut in vitro kiiltiir
sistemlerine kiyasla eksplantlarin hayatta kalma oranini énemli
olgiide arttirmakta ve ucuz ve pratik bir doku kiiltiiri iiretim
teknigi imkan1 sunmaktadir (Singh ve ark., 2006; Kumar ve
Thomas, 2012). Sentetik tohumu olusturan biyolojik olarak
pargalanabilir matris, eksplantlar1 fiziksel hasarlardan ve dis
cevre faktorlerinden etkili bir sekilde korur. Ayrica erken
biiyiime i¢in gerekli besinleri de igerdigi i¢in somatik embriyo
icin bir endosperm gorevi gormektedir (Jang ve ark., 2020). Bu
derleme makalesinde sentetik tohum olusumunda embriyo
gelisimini saglayan somatik embriyogenez yontemi, sentetik
tohum ve olusumu ve bu teknolojideki bazi avantaj ve
dezavantajlara deginilmistir.

2. Bitki doku kiiltiirii ve somatik embriyogenez

Steril sartlar altinda ve yapay bir besi ortaminda bitki,
doku, hiicre veya organ gibi bitki kisimlarinin kullanilarak yeni
bir doku, bitki, organ veya iriinlerin {iretilmesi olayina bitki
doku kiiltiirti denilmektedir (Sokmen ve Gurel, 2001; Uysal ve
ark., 2007). Ik doku kiiltiiri calismast 1902 yilinda
gerceklestirilmis olup sonraki yillarda da doku kiiltiiriinde ¢esitli
basarilar saglanmistir. Ayrica 1990 yilinda sentetik tohum
gelistirilmesiyle birlikte germplazm korunmasi g¢alismalarina
baslanmuistir. Son olarak 1995 yilinda ise ilk rekombinant insan
gidast olusturulmus ve glinimizde de doku kiiltiirlinde
¢aligmalar basarili bir sekilde yiriitiilmektedir (Kurt, 2015).
Bitki biyoteknolojisinin 6nemli bir alani olup steril kosullar
altinda ve gelistirilmis besi ortamlarinda kiiltiire alinarak
dokulardan, hiicrelerden veya tek bir hiicreden in vitro
kosullarda tam bir bitki olusturulabilir (Oktem ve Yucel, 2012).
Bitki doku kiiltiiriine “Mikro iiretim” veya “Aseptik kiiltlir” de
denilmektedir (Gonulsen, 1987).

Farklilagmamis  bitki  hiicreleri, uygun  kosullar
saglanmasiyla steril ortamlarda kiiltiire alindiginda yeni
bitki/bitkicikler olusturabilmektedirler (Mohammed ve ark.,
2021). Steril kosullar altinda bitki olusumunu saglayan bu
materyallerin sahip olduklar1 yapisal fonksiyona “totipotensi”
denilmektedir. Aslinda totipotensinin, bitkisel hiicre ve
dokularin farklilasarak yeni bitki meydana getirebilme yetenegi
oldugu soylenebilir (Kurt, 2015). Bitki doku kiiltiiri
uygulamalari, bitkilerin hizli bir sekilde klon olarak
¢ogaltilabilmesi, klasik metotlarla ¢ogaltimin kolay olmadig:
bitkilerde ¢ogaltimin saglanabilmesi, hastalik olusturabilecek
cesitli faktorlerden arindirilmig bitkilerin elde edilmesi, bitki
islahinin  etkinligini arttiracak ve siiresini kisaltacak ¢esitli
caligmalarin  gergeklestirilmesi, somaklonal varyasyonlarin
meydana getirilmesi, haploid yapida bitkilerin tiretimi, bitki gen
kaynaklarmin muhafaza edilmesi ve sekonder metabolitler gibi
biyokimyasal iriinlerin iretilmesi gibi g¢esitli amagclarla
kullanilmaktadir (Tekin, 2015). Biyoteknolojik c¢aligmalarin
amaci, bitki 1slahinin siirecini kisaltarak islah siirecine daha
genis bir varyasyon olanagi saglamak, bu sayede daha kisa
sirede daha iyi sonuglar elde ederek verimin ve kalitenin
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arttirllmasidir  (Uysal, 2021). Boylece hem biyotik stres
faktorleri etmenlerinden olan bakteri, virlis ve yabanci otlara
karst dayanikli transgenik bitkiler olusturulabilirken hem de
kuraklik ve tuzluluk gibi abiyotik stres faktorlerine kars
dayanikli transgenik bitkiler gen aktarimiyla gelistirilmistir
(Arvas ve Kocacaliskan, 2020) Bitkinin somatik dokularindan
kapalt iletim sistemine sahip bipolar bir embriyonun
iretilmesini saglayan aseksiiel gelisme siireci, somatik
embriyogenez olarak adlandirilir (Ozcan ve ark., 2001; Cardoza,
2008). Somatik embriyogenez, doku kiiltiirii sisteminin en ¢ok
kullanilan rejenerasyon yollarindan birisidir ve bu teknik
somatik hiicrelerin embriyogenik gelisimi gergeklestirebilme
yeteneklerine dayanir (Ipekci, 2002). 1950’lerde bitki doku
kiiltiiriinde kallus yapisindan embriyo ve embriyoya benzeyen
yapilar olugsa bile somatik embriyogenez ilk defa 1958 yilinda
Steward ve arkadaslari tarafindan havugtaki somatik dokulardan
gergeklestirilmigtir.  Giliniimiizde yapay kiiltiir kosulunda ve
ozellikle bitkisel hormonlarin kullanimiyla bir bitki dokusu veya
organinda bulunan somatik hiicreden ya direkt olarak ya da
kallus yapisinin meydana gelmesiyle indirekt olarak embriyo
olusabilmektedir (Babaoglu ve ark., 2001). Somatik doku
hiicreleri ilk olarak yiiksek miktarda oksin (genelde 2,4-D),
naftalin asetik asit, pikloram ve dikamba maddelerinin
bulundugu yapay ortamda kiiltiire alindiktan sonra oksin
hormonunun  bulunmadigr ikinci bir kiltiir ortamina
aktarildiklarinda embriyo iretebilme yetenegine sahip olurlar.
Oksinlerin  somatik bitki hiicrelerine embriyo {iretimi igin
yeniden zigotik bir kapasite kazandirdigi belirtilmektedir
(Monnier, 1990). Yapilan bircok c¢alismada somatik
embriyogenez elde etmek i¢in MS (Murashige ve Skoog) kiiltiir
ortaminin tercih edildigi goriilmektedir (Murashige ve Skoog,
1962; Ipekci ve Gozukirmizi, 2003; Hussein ve ark., 2020;
Mohammed ve ark., 2021).

Yapilan baz1 arastirmalar Ozetlendiginde Mikula ve
arkadaslar1 tarafindan Gentiana cruciata L. ve G. tibetica L. ile
yapilan bir calismada en iyi somatik embriyo olusumunun
gergeklestigi besi ortamlari 1,49 pmol GA3z, 4,64 umol Kinetin
(KIN), 434 umol adenin siilfat hormonlar1 igeren MS besi ortam1
oldugunu bildirilmistir (Mikula ve ark., 2005). Yine Gentiana
cruciata L., Gentiana pannonica L. ve Gentiana tibetica L.
tiirlerinde en yiiksek miktarda somatik embriyo {iretiminin 0,5
mg/l oranlarinda gibberellik asit (GA3) ve naftalen asetik asit
(NAA), 1.0 mg/l oraninda da Kinetin igeren MS besi ortami1
kombinasyonlarinda goriildiigii rapor edilmistir (Mikula ve
Rybczyfiski, 2001). Paulownia elongata Mill. bitkisinin yaprak
ve internod eksplantlarindan somatik embriyo ve sentetik tohum
elde etmek igin yapilan ¢alismada somatik embriyo olusturma
frekansinin en yiiksek 10 mg/1 Thidiazuron (TDZ) hormonu
iceren MS besi ortaminda olustugu belirlenmistir (Ipekci ve
Gozukirmizi, 2003). Yine yonca bitkisinde en yiliksek somatik
embriyo veriminin 2,4-D oksini i¢eren MS besi ortamindan
saglandigi bildirilmigtir (Sule, 2005). Baltact ve Arslan
tarafindan Ogulotu (Melissa officinalis) bitkisinde yapilan
calismada ise somatik embriyo olusumu amaciyla yine MS besi
ortami tercih edilmis ve 0,5 mg/l oraninda KIN igeren besi
ortaminda kalluslarin en iyi oranda somatik embriyo
olusturdugu belirlenmistir (Baltaci ve Arslan, 2019).

Somatik embriyogenez; eksplant kaynagi, genetik yapi,
besi ortamindaki bitkisel hormonlar, azot kaynagi, ¢evre sartlari
ve bitkinin fizyolojik durumu gibi durumlardan etkilenmektir
(Tisserat, 1985; Takamura ve ark., 1995; Schwenkel ve
Winkelmann, 1998; Ozcan ve ark., 2001; Kocak ve ark., 2014).
Somatik embriyo olusumunun genotipe bagli olmasi ve
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olusturulan embriyo yapilarinda diisiik ¢cimlenme orani olmasi
bu yontemin kullanimini kisitlayan etkenlerdendir (Jalali ve
ark., 2012). Ancak bunlara ragmen ayn1 zamanda somatik
embriyogenez; somatik hibridizasyon, partikiil tabancasi ve
Agrobacterium tumefaciens aracilig ile bitkilere gen aktarimi
seklinde 6nemli kullanim alanlarina sahip olmakla birlikte hizli
cogaltim, sentetik tohum {iiretimi ve gen aktariminda oldukca
onemli bir potansiyele sahip olmaktadir (Tisserat, 1985; Ozcan
ve ark., 2001; Ozyigit ve Yucebilgili Kurtoglu, 2020).

Somatik embriyogenez dogrudan (direkt) ve dolayl
(indirekt) olarak iki sekilde gerceklesmektedir. Dogrudan
somatik embriyogenezde embriyolar eksplant yapilarindan
(preembriyojenik hiicreler) meydana gelip ayni yapida klon
olusturulur (Nakamura ve ark., 1992; Calheiros ve ark., 1994;
Ibrahim ve ark., 2013). Olgunlagsmamig zigotik embriyolar
dogrudan somatik embriyogenez gergeklestirmede en c¢ok
kullanilan eksplantlardir (Finer, 1995). Dolayli somatik
embriyogenezde ise eksplantlar yiiksek oranda oksin hormonu
iceren besi ortaminda kiiltlire alindiginda embriyonik kallus ve
bu yapi lizerinde proembriyolar olusur. Daha sonra kallus yapisi
oksin hormonunun bulunmadig: besi ortamina aktarilir ve daha
once olusan  proembriyolardan  bipolar  embriyolarin
olusumunun ardindan eger sartlar elverisliyse bitkicikler
meydana getirilir. Dolayli somatik embriyogenezde genel olarak
oksin hormonu olan 2,4-D kullanilmaktadir (Tisserat, 1985).

Cift ¢enekli (dikotil) yapida olan bitkiler ve koniferler
globular, kalp, torpedo ve kotiledon olmak {izere dort gelisim
evresine sahipken tek genekli (monokotil) bitkiler ise globular,
skutellar, koleoptilar embriyo gelisim evrelerini gegirirler
(Raven ve ark., 1999). Somatik embriyolar dollenmis
yumurtadan olusan embriyodaki gibi globular, kalp, torpedo ve
kotiledon agamalarma sahip olmasina ragmen organogenez ile
olusan siirgiinlerden farkli olarak govde-kok eksenine sahip
olup, esas doku ile vaskiiler baglantilar1 olmadigindan dolay1
dokudan kolaylikla ayrilabilirler (De Jong ve ark., 1993). 1lk
olarak somatik embriyogenez yontemiyle bir tiir i¢cin embriyo
olusturulmas ve bitkiye doniligebilme potansiyeli aragtirildiktan
sonra elde edilen embriyo miktarimi artirabilecek bir kiiltiir
yontemi gelistirilir (Redenbaugh, 1990). Burada en ¢ok
kullanilan yontem kontrollii kosullar 1siginda biyoreaktorler
kullanilarak somatik embriyo iiretimidir. Biyoreaktdrler; kiiltiir
islemi devam ederken kiiltiir ortaminin, pH, O> ve diger gazlarin
ve aymt zamanda sicakligmm da kontrol edilebildigi
diizeneklerden olusmaktadir. Biyoreaktorler siirekli iiretimin
gerceklestirilebildigi, kontaminasyonun en aza indirilebildigi ve
ayni zamanda da yiiksek oranda homojenizasyonun saglandigi
sistemlerdir (Colgecen ve Toker, 2006). Somatik embriyolarin
genetik agilimlarinin olmamast doéllenmeyle olusan zigotik
embriyolara gore en Onemli stiinlikleridir. Somatik
embriyolar, hem kiiltiire alinan bitki eksplantinin somatik
yapidaki hiicrelerinden gelisme gosterirler hem de eksplant
alman bitkinin genetik yapisim tasidiklarindan dolay1 da klon
olustururlar (Parrot ve ark., 1991). Bugday (Triticum aestivum
L.), geltik (Oryza sativa L.), asma (Vitis vinifera L.), soya
(Glycine max (L.) Merill), yonca (Medicago sativa L.) ve
bezelye (Pisum sativum L.) gibi gesitli kiiltiir bitkilerinde yiiksek
miktarlarda somatik embriyo {iretiminin gerceklestirilebildigi
bir¢ok farkli yontem bulunmaktadir (Babaoglu ve ark., 2001).
Somatik embriyogenez yoluyla embriyo olusur ve canli tohum
icerisinde bulunan embriyo ile benzer 6zellik gosterir. Somatik
embriyolar tam bir bitki olusturabilme potansiyeline sahip
olduklar1 i¢in kaplanmis tohum olarak bitki gelisimlerinde
bunlardan yararlanilabilir. Somatik embriyolarin koruyucu
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bilesikler ve besin maddesi igeren 6zel maddelerle kaplanmis
haline sentetik tohum denilir (Kurt, 2015).

3. Sentetik tohum

Normalde tohum denildigi zaman disi ve erkek gametlerin
birlesmesi neticesinde olusmus olan ve embriyo endosperm ve
tohum kabugu kisimlarindan olugan yap1 anlasilir. Normal bir
tohumda embriyonun beslenmesi endosperm yapisi tarafindan
saglanir. Olgun tohumlarin genel olarak endospermli (besi doku)
ve endospermsiz (besi doku bulundurmayan) tohumlar olmak
lizere iki farkli g¢esidi vardir. Birgok dogal bitki ve kiiltiir
bitkisinin tohumlar1 gelisip ana bitkiden ayrildiktan sonra
¢imlenmesi adina uygun kosullar saglansa dahi ¢imlenemeyip
uyku haline girerler. Tohum dormansisiyle (uyku hali) uygun
olmayan kosullarin atlatilabilmesi saglandigindan dolay1 bunun
bitkiye biiylik bir yarari vardir. Tohumlarin canlilik ve ¢gimlenme
yeteneklerini  koruduklar1 siire, bitkilere goére farklilik
gostermekle birlikte birgok bitki tohumu canliliklarint 10-25 yil
koruyabilmektedir. Cimlenen tohumlarm yiizdesi yasin
artmasiyla beraber azalmaya baglar (Colgecen ve Toker, 2006).
Tohumda bulunan embriyo yapisindan olgun bir bitkinin
gelismesi i¢in ilk adim olarak ¢imlenme ve ¢imlenme igin de ilk
once tohumun su almasi gereklidir. Hidratasyonla fazla suyun
tutulmasindan dolay1 sisme meydana gelir. Cimlenme esnasinda
solunum hiz1 artarken bir yandan da tohumda bulunan depo
maddeleri hareketlenir. Depo nisastas1 (polisakkarit) enzimatik
yolla ayrisarak basit sekerlere (monosakkaritler) kadar
pargalanir ve olugan bu sekerler de embriyoya tasinip biiyiime
ve gelisme igin gerekli olan enerjiyi saglar (Unal, 2013).
Sentetik tohumlar ise normal tohumdan farkli olarak sodyum
alginat veya alternatif bir bilesenle kaplanmis somatik
embriyolara verilen isimdir (Kiran, 2013) (Sekil 1).

Agilmadan Cogaltiimasi

Tehlike Altinda Dogal Kosullarda Tohum

Olan Tiirler Olusturmayan Bitkiler Arzu Edilen Tirler
I |
|
\ /
Eksplant Segimi
v ¥ v ¥ \
SomatikEmbriyo  Nodal Segmentler Siirgin Uglan Kalluslar ~ Protokorm Benzeri
Yapilar
[ \
!.
Sentetik Tohum
Besi OrtaminaEkim Uretim  Topragaekim Dondurarak muhafaza = Depolama

Sekil 1. Sentetik tohum {iiretim siiregleri ve elde edilen tohumlarin
kullanimi (Saxena ve ark. (2019)’dan degistirilerek).

Sentetik tohum iretiminde eksplant kaynagini tehlike
altinda olan tiirler, tohum olusturmayan bitkiler ve agilmadan
hizl1 bir sekilde ¢ogaltilmak istenen bitkiler gibi bitki kaynaklari
olusturmaktadir. Bu kaynaklardan bitkinin yapisina gore
somatik embriyolar, nodal bitki segmentleri, siirgiin uglari,
kalluslar ve protokorm benzeri yapilar tercih edilerek sentetik
tohumlar elde edilebilmektedir. Bu yontemle elde edilen
tohumlar kisa siirede {iiretilebilirken, dogal tohumlar karmasik
iireme siirecinin son {iriiniidiir ve yetistiriciler yeni bir ¢esidin
gelismesi i¢gin uzun siire beklemek zorundadir (Magray ve ark.,
2017).
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Zigotik embriyo ¢imlenme esnasinda besin kaynagi olarak
kullanacagi endosperm-depo kotiledonlarina ve tohum kabugu
yapilarina sahiptir. Ancak somatik embriyonun bunlarin
higbirine sahip olmamasi, zigotik tohum ile sentetik tohum
arasindaki farki gosterir. Sentetik tohum yapiminda somatik
embriyolar kullanildigi igin bu embriyolarin ekim zamanina
kadar hem canli kalmalarin1 saglamak hem de bitki gelisimi
stirecinde ihtiya¢ duyulan besin maddelerini karsilayabilmek
icin; somatik embriyolarin uygun bir jel ile kaplanmasi,
kaplanan embriyolarin kurutulduktan sonra ekimi ve somatik
embriyolarn sivi icine ekimi gibi cesitli yontemler tercih
edilmektedir (Babaoglu ve ark., 2001).

4. Sentetik tohum olusturulmasi

Sentetik tohum olusturulmasi; bitki se¢imi, somatik
embriyogenez, somatik embriyolarin olgunlastirilmast ve
somatik embriyolarin uygun jel kapsiiline alinmasi (yaygin
olarak sodyum alginat ve kalsiyum kloriir ¢6zeltisi kullanilir)
asamalarindan olusur. Ik defa Murashige tarafindan &ne siiriilen
“yapay tohum” terimi “Giretilmis tohum”, “sentetik tohum” ya da

“sentezlenmis tohum” olarak da bilinmektedir (Murashige,

1978).
Klon  olusturmak  amaciyla  iretilen  bitkilerin
cogaltilabilmesi ve klonlanan 6zelliklerin devamliliginin

saglanabilmesi i¢in sentetik tohum ¢alismalart yapilmistir
(Redenbaugh, 1990). 1978 yilinda Murashige sentetik tohum
gelistirme calismalari yapmuistir. Sentetik tohum
olusturulmasmin bir agsamas: olan kapsiilasyon islemi 1981
yilinda Lavrence tarafindan gelistirilmistir. Kapsiilasyon
isleminin gelistirilmesinin ardindan hidrojel ile kaplama islemi
Redenbaugh tarafindan 1984 yilinda gergeklestirilmis olup,
1989 yilinda ise Fujii tarafindan sentetik tohum ile bitki
gelistirilmesi ¢aligmalar1 yapilmigtir (Ara ve ark., 2000).

Sentetik tohum {iretim maliyeti, arastirma ve gelistirme
caligmalarinin basit veya karisik olma durumuna bagli olarak
farklilik gosterir. Ornegin kolay bir sekilde olusturulabilen bir
embriyonun maliyetiyle genetigi diizenli olan bir embriyonun
maliyetine  bakildiginda aralarinda  ¢esitli  farkliliklar
bulunmaktadir. Otomasyon sistemlerinin gelistirilmesi, yiliksek
maliyete ragmen ¢ok miktarlarda tiretim yapilmasi bitki basina
maliyeti diistirmektedir. Giinlimiizde teknolojinin geligsmesiyle
birlikte sentetik tohum teknolojisi maliyeti diismils ve daha
pratik bir teknik haline gelmistir (Redenbaugh ve ark., 1987;
Gray ve Purohit, 1991; Jang ve ark., 2020).

Doku kiiltiiriinden elde edilen somatik embriyonun hidrate
edilmesiyle ilk olarak sentetik tohumdan bitki olusturulmustur.
Ancak bu yontem hem yiiksek oranda ig giicii ve maliyet
gerektiren, hem de diigiik dretim veriminin oldugu bir
yontemdir. Bir¢ok farkli kaplama sistemlerinin denenmesiyle
boyle bir sorun agilmig ve bagarili sonuglara ulasilmigtir
(Redenbaugh ve ark., 1986; Fujii ve ark., 1989; Fujii ve ark.,

1992).

Gilinimiizde ise sentetik tohumlar, embriyolarin
hidrojellerle kaplanmasi ve desikasyon olmak iizere iki farkli
yontemle elde edilebilmektedir. Somatik embriyolarin

kaplanmasinda en yaygin kullanilan madde hidrojel alginattir
(Onishi ve ark., 1994). Sentetik tohum calismalarinda genel
olarak daha ¢ok sodyum alginat; uygun vizkosite, hizli jellesme,
disik maliyet ve biyolojik olarak uyumlulugu gibi
ozelliklerinden dolay:r tercih edilmektedir (Saiprasad, 2001;
Swamy ve ark., 2009).

Uygun gelisim asamasindaki embriyolar dnce sodyum
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alginat ile karistirilip daha sonra kalsiyum kloriir soliisyonu
igine atilirlarsa 4-6 mm ¢apinda kalsiyum alginat kapsiilleri elde
edilir (Bornman, 1993). Alginat kapsiillerinin elastik olmamasi,
sertlesmesi ve oksijen yetersizligi gibi nedenlerle embriyonun
¢imlenemedigi olumsuz durumlar da gézlenmistir. Bu sorunu
gidermek i¢in somatik embriyolarin kaplanmasinin amaci
gercek tohumlarin benzerinin iiretilmesi seklinde agiklanmistir
(Sakamoto ve ark., 1992).

Desikasyon metodunda ise somatik embriyolar ya
polietilen glikol (PEG) ve eriyebilir regine maddeleriyle
kaplandiktan sonra, ya da hicbir madde kaplamasi islemi
olmadan direkt olarak kurutulmaktadir. Ancak bu yontem
embriyolar i¢in zararli olabilmektedir (Bornman, 1993).
Sentetik tohum iiretim siireci, somatik embriyolarin bir kaplama
materyaliyle karistirilmasini kapsar. Embriyolar bu kaplama
materyali i¢inde korunmaktadir (Chawla, 2002). Somatik
embriyolarin sodyum alginat ve kalsiyum alginat ile kaplanmasi
laboratuvarlar  arasinda  steril materyal transferi ve
germplazmlarin - muhafazasi acisindan  olduk¢a faydali
olmaktadir (Tsvetkov ve ark., 2006).

Sentetik tohum iiretilmesinde ana materyal bitkiden dogal
olarak olusan siirgiin tomurcuklar1 ve bitki doku kiiltiiriiyle
olusturulan somatik embriyolardir. Ancak kiiltiir ortaminda
cesitli kimyasallardan yararlanilarak bu yapilardan biitiin bir
bitki elde edilebilir (Colgecen ve Toker, 2006). Bundan dolay1
somatik embriyolar kaplanmis tohum seklinde kullanilabilme
yeteneklerine sahiptir (Parrot ve ark., 1991).

Sentetik tohum olusturabilmek i¢in somatik embriyolar
disinda; nodal bolgeler, siirgiin tomurcuklart, in vitro gogaltilmis
stirgiin yapilar1 kullanilmakla birlikte protokorm benzeri yapilar
ve sacakli kokler de kullanilabilmektedir (Khor ve Loh, 2005;
Colgecen ve Toker, 2006).

Sentetik tohum teknolojisinin esas amaci, somatik
embriyolar1 korumak, saklama ve tasimada kolaylik saglamaktir
(Guerra ve ark., 2001). Ayrica sentetik tohum teknolojisi, in
vitro ortamda tretimleri gergeklestirilen bitkilerin arazi veya
sera ortamina aktariminda boyutlarin kiigliik olmasindan dolay1
biiyiik oranda kolaylik saglamaktadir (Soneji ve ark., 2002).
Sentetik tohumlar normal tohumlar gibi toprak ve besi
ortaminda ¢imlendirilip bitki gelisimleri saglanabilmektedir.

Genelde kurutulmus ve hidratlanmig (yas) olarak iki
sekilde sentetik tohum tiretilmektedir (Rihan ve ark., 2017).
Redenbaugh ve arkadaglari, yonca bitkisinde somatik
embriyolarn bir hidrojel matriksle ile kaplanma igleminin
gelistirmis ve bunun {izerine 1988 yilinda patent almislardir
(Redenbaugh ve ark., 1984). Yas tohum, farkli somatik yapilarin
sodyum alginat, agar, gelrit ve karragenan gibi gesitli hidrojel
matriksler kullanilarak kapsiile alindigr bir tohum ¢esididir.
Ancak kapsiil olugturmada en ¢ok kullanilan jel, kalsiyum
tuzlariyla katilagabilen bir jel matriksi olan sodyum alginattir.
Siispansiyon kiiltiiriinden elenerek alinan somatik embriyolar
sodyum alginat ile karistirildiktan ve kalsiyum kloriir ¢ozeltisine
damlatilir ve daha sonra kalsiyum kloriir (CaCly) ¢ozeltisi ile
birlikte yiizeyde bir kompleks olusturur. Bdylece igerisinde
birkag propagiil bulunduran yuvarlak boncuk seklini alir.
Boncuklar ¢ozelti igerisinde 60 veya 90 dakika tutulup, ardindan
su ile yikandiktan sonra hava ile kurutulur ve 4°C sicakliktaki
ortamda tutulur. Alginat matriksiyle bir araya getirilip
karigtirilacak olan tomurcuklar miimkiin olabilecek en kiigiik
boyuta getirilir. ikinci metotda ise, propaguller, sicaklikla
stvilagan agar veya gelrit gibi jel matrikslerle karigtirildiktan
sonra kapsiiller icine ddkiilerek sogutulup katilagmasi saglanir
(Colgecen ve Toker, 2006).
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Kurutulmus tohumlar ise, ilk defa Kitto ve Janick
tarafindan havug embriyolarmin kaplanmasinda kullanilan bir
yontemdir (Kitto ve Janick, 1982; Ara ve ark., 2000). Somatik
yapilarin polietilen glikolle kaplanmasiyla olusturulan bir tohum
¢esididir. Kaplanmis bitki yapilart steril sartlar altinda ve teflon
bir yiizeyde saatlerce kurumaya birakildiktan bir siire sonra
kuruyarak ince bir sekil alan karisim son olarak yapay kiiltiir
ortamina almarak re-hidrate edilir ve embriyolarin canli
tutulmasi saglanir (Colgecen ve Toker, 2006).

5. Sentetik tohumun avantaj ve dezavantajlari

Sentetik tohum genetik benzerlik, hastaliksiz bitki elde
edilme olanaklari, ¢alisilmasinin kolay olmasi, {iretim
maliyetinin diisiik olmasi, segkin ve nesli tiikkenmekte olan veya
soylar1 tiikenmis bitki tiirlerinin germplazmlarinin muhafaza
edilebilmesi, transgenik bitkilerde orijinal genotipe sahip ana
bitkinin somatik embriyo seklinde korunabilmesi, bitki
¢ogaltiminin kolay yapilabilmesi, direkt olarak araziye aktarim
yapilmasi, boyutlarinin kiiciikk olmasindan dolayi depolama,
isleme, nakletme ve dikme islemlerinde kolaylik saglamasi,
tohumla {retimin miimkiin olmadig1 bitkilerde de alternatif
olarak tohumla {iretime olanak saglamasi, biitiin iiretim
asamalarinin otomasyona baglanabilmesi gibi pek ¢ok avantaja
sahiptir (Ara ve ark., 2000; Fang ve ark. 2004; Colgecen ve
Toker, 2006; Ravi ve Anand, 2012; Kiran, 2013). Yine sentetik
tohumlarin yilin herhangi bir zamaninda ve her mevsiminde
tiretilebiliyor olmasi da bir diger avantajidir (Magray ve ark.,
2017). Ayrica kararsiz genotiplere sahip veya enfeksiyona karsi
duyarlt olmayip tohum kisirligt gosteren hibritlerin tiretiminde
sentetik tohum teknolojisinin kullanilabilir olmas: da sentetik
tohumun bir diger avantajin1 gostermektedir (Sahoo ve ark.,
2012). Sentetik tohum teknolojisinin tiim bu avantajlarinin yani
sira mikrogogaltim i¢in canli yapilarin az olmasi, somatik
embriyolarin ayni zamanlarda gelisememesi, somatik embriyo
yapilarinda strese tolerans ve dormansi (uyku hali) durumunun
eksik olmasi, uygun olmayan olgunlagsmalar sonucunda
kolaylikla ¢imlenme ve olgun bitkiye doniisme kapasitesinin
diisiik olmas1 gibi bazi1 dezavantajlar1 da bulunmaktadir (Ara ve
ark., 2000; Singh ve ark., 2020).
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6. Sonug

Somatik embriyolarin kaplanmasinda en uygun jel matriksi
olarak sodyum alginat veya alginik asit tercih edilmektedir.
Somatik embriyolarin bir jel matriksiyle kaplanmasindan olusan
sentetik tohumlar bazi smirlamalarla karsilagsa da birgok
avantajlarmin  bulunmasiyla ticari olarak iiretime katkida
bulunabilir. Hizla gelisen teknoloji ile birlikte yakin bir
gelecekte sentetik tohumlarin CRISPR ve diger gen transferi
teknolojileri gibi biyoteknolojik yontemlerle birlestirilerek
heniiz tohum asamasinda iken arzu edilen yonde tohumun
dizayn edilmesi daha da miimkiin hale gelecek bu sayede ¢ok
daha kisa siirelerde genetik yap1 olarak iyilestirilmis tohumlarin
eldesi imkan déhilinde olabilecektir. Tohumla iiretilemeyen
bitkilerin gelistirilmesinde sentetik tohum teknolojisinden
yararlanilarak bu bitkilerin iiretimine katkida bulunabilmekte
ancak c¢aligmalarin incelenmesinden yola ¢ikilarak bazi
sikintilarla karsilagilabilecegi goriilmektedir. Bunun yaninda
nesli tiikenme tehlikesi altinda olan bitkilerden elde edilen
somatik embriyolarin kaplanmas: yoluyla neslinin devami
saglanabilmekte ve boylece orijinal genotip yapisi korunup
gelecek nesillere aktarilabilmektedir. Sentetik tohum aslinda her
ne kadar bazi sinirlamalari olan bir teknoloji olsa da mevcut
avantajlarindan dolay1 6nemli bir yere sahiptir. Sentetik tohum
olusturma mekanizmalarinin daha iyi belirlenmesi, daha diisiik
maliyetle ve daha kolay bir sekilde uygulanabilmesi bu tiir
calismalarin daha seri bir sekilde yapilabilmesine olanak
saglayabilecektir.
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