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Dogal tetraploid Trifolium pratense L. (Elgi Cayiriiggiilii)’ de tohum taslaklarinin gelisimi, olgun
embriyo kesesi, zigot ve proembriyo evrelerinde integlimentlerin gecirdigi histolojik ve sitolojik
degisiklikleri ortaya koymak amaglanmistir.

Farkli gelisme evrelerindeki ¢igek tomurcuklar1 ve ¢icek orneklerinden alinan disi organlar hem
parafine hem de epon 812 igine yerlestirilmistir. Tohum taslagi gelisimi, olgun embriyo kesesi, zigot
ve proembriyo evrelerinde integliment hiicrelerinin yapist 1s1k ve gecirmeli elektron mikroskobu ile
incelenmistir.

Dogal tetraploid Trifolium pratense L. (Elgi Cayiriiggiilii)’de tohum taslaklar1 kampilotrop, i¢ ve
dis olmak iizere iki integiimentlidir. Mikropil her iki integiimentten meydana gelir. 1ki integiiment
primordiumu da tabandan ¢ikarak farklilasir. Megaspor ana hiicresi profaz I’ in erken evresindeyken
integlimentler gelismeye baslar. Olgun embriyo kesesi evresinde i¢ integiiment iki hiicre kalinligin-
dadir ve tamamen nusellusu orter. Dis integiiment ¢cok kalindir ve bu integlimentlerden biri daha ¢abuk
geliserek i¢ integiimentlerin birlesme yerini orterek diger dis integiimentle birlesir.

Bu bitkide tohum taslagi, embriyo kesesi, zigot ve proembriyo gelisimi siiresince gerekli besin
maddelerinin integiiment hiicrelerinde depo edildigi ve iletildigi sonucuna varilmistir.
Anahtar Kelimeler: Integiiment gelisimi, Trifolium pratense L., Tohum taslagi, Fabaceae.

DEVELOPMENT OF THE INTEGUMENT IN TRIFOLIUM PRATENSE L. (ELCi
CAYIRUCGULU-FABACEAE)

ABSTRACT
This study aims to reveal the histological and cytological changes undergone by integument cells
in natural tetraploid 7rifolium pratense L. (El¢i Cayiriiggiilii) in the stages of proembryo, zygote, ma-

ture embryo sac and throughout ovule development.

Female organs of flowers buds and flowers sampled from those at different developmental stages
were embedded both in paraffin and epon 812. The structure of integument cells was examined in the
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stage of mature embryo sac and throughout ovule development by a light and a transmission electron
microscopy.

The ovules in natural tetraploid Trifolium pratense L. (Elgi Cayiriiggiilii) have two integuments,
namely inner and outer integuments. The primordia of both integuments start to appear from the me-
dial part, chalaza. While the megaspore mother cell is in earlier stage of Prophase I, integuments start
to develop. In the stage of mature embryo sac, the inner integument is two-cells thick and it fully cov-
ers the nucellus. The outer integument becomes thicker and thicker, and one of the cells grown faster
covers the junction of inner integuments and joins with the other outer integument.

It was concluded that necessary nutrients were sufficiently stored and transmitted in integument
cells during the stages of ovule, embryo sac, zygote and proembryo development in natural tetraploid

Trifolium pratense L. (Elgi Cayiriiggilii).

Keywords: Integument development, Trifolium pratense L., Ovule, Fabaceae.

1. GIRIS

Tohum  taslaklar1  bitkilerin ~ yagam
cevriminde dnemli bir yere sahiptir ve bitkilerde
organogenez calismalart icin iyi birer modeldir-
ler (Reiser L. and Fischer 1993, Gasser vd.
1998, Skinner vd. 2004; Colombo vd. 2008;
Kelley and Gasser 2009; Kelley vd. 2009).

Tohum taslaklar1 genellikle bir veya iki in-
tegliment tasir. Tek integiimentli tohum taslak-
lar1 unitegmik, iki integlimentliler bitegmik
olarak isimlendirilirler (Unal 2004).

Angiospermlerde i¢ integiiment dermal, dis
integiiment ise genellikle subdermal kokenlidir
(Bouman 1974; Johri 1984; Galati vd. 2006).
Integlimentlerin sayis1 familyalarin evoliisyon-
lart ile iliskilidir (Johri vd. 1992).

Dogal tetraploid Trifolium pratense L. (Elgi
Cayiriicgiilii)’de tohum taslaklar1 kampilotrop,
i¢ ve dis olmak fiizere iki integlimentlidir. Mik-
ropil her iki integlimentten meydana gelir (Al-
gan ve Bakar 1990). Integlimentlerin farklilag-
masi, tohum taslagi gelisiminin erken evresinde
once i¢ integlimentte endotelyum (integliment
tapetumu) tesekkiilii ile baslar (Bakar ve Algan
1997). Bu calismada, dogal tetraploid Trifolium
pratense L. (Elgi Cayiriicgiilii)’ de tohum taslak-
larmin gelisimi sirasinda, olgun embriyo kesesi
evresinde, zigot ve proembriyo evrelerinde in-
tegiimentlerin gecirdigi histolojik ve sitolojik
degisiklikleri ortaya koymak amaglanmuistir.

2. MATERYAL VE YONTEM

Dogal tetraploid Trifolium pratense L (Elgi
cayriiggiilii) (2n=4x=28) E2 (El¢i, 1982) ce-
sitine ait bitkiler tarla sartlarinda yetistirilmistir.
Isik ve elektron mikroskobu caligmalari igin

farkli gelisme evrelerine ait (Tablo 1) ¢icek to-
murcugu ve c¢icek Orneklerinden c¢ikarilan disi
organlar alkol-asetik asit (3:1)’de tespit edilmis
ve parafine gomiilen materyallerden 8-12 pm.
kalinliginda kesitler alinmistir. Kesitler Heiden-
hain Fe’li hema- toksilen ile boyanmustir. (Algan
1981).

Elektron mikroskobu ¢alismalari i¢in 6rnek-
ler dnce %3’lik gluteraldehit ile daha sonra da
% 1’lik osmium tetraoksit ile tespit edilmistir.
Dehidrasyon ve doyurma islemlerinden sonra
ornekler Epon 812 igine yerlestirilmistir. (Luft
1961). Yar ince kesitler metilen mavisi ve tolu-
idin blue ile boyanmustir. Ince kesitler ise, uranil
asetat (Stempak and Ward 1964) ve kursun sitrat
(Sato 1967) ile boyandiktan sonra JEOL CX-
100 gecirmeli elektron mikroskopu (TEM) ile
incelenmistir. Incelenen tohum taslagi sayis1 677
adettir.

3. BULGULAR VE TARTISMA

Megasporogenez evresinde integiiment gelisi-
mi: Ovaryum boyu 250 um ile 400 um arasinda
olan incelenen tohum taslaklarinda iki in-
tegliment primordiumunun tabandan ¢ikarak
farklilagtig1 goriildii. Megaspor ana hiicresi pro-
faz I’ in erken evresindeyken integlimentler ge-
lismeye baslar (Sekil 1A). Dyad evresinde in-
teglimentlerin  belli olmaya basladigi ve
farklilastigi gozlendi (Sekil 1B-C). Ovaryum
boyu 400 pm - 550 pm arasinda olan 6rneklerde
tohum taslaklarinda megaspor tetrad evresinde
iken integlimentler uzamaya devam etmektedir-
ler (Sekil 1D-G). Ovaryum boyu 550 um - 750
um arasinda olan 6rneklerde tohum taslaklarinda
i¢ integiimentler hemen hemen esit boydadir ve
heniiz nusellusu tamamen kusatmamaislardir.
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Tablo 1. Isik ve elektron mikroskobu calismalar1 igin disi organ gelismesinin farkli gelisme evrelerin-

den alinan Ornekler.

Orneklerin alin-
dig1 evreler

Orneklerin alindig1 evrelerde
integiimentlerin durumu

Ovaryum boyu | Incelenen tohum
(nm) taslagi sayisl
(adet)

Tomurcuk ba-
slangici

Integiimentler heniiz belirmemis

250 pm - 400 pm | 207

Tomurcuk
slamis

Integiimentler farklilasmaya ba-

400 pm - 550 um 233

fleri tomurcuk

Integiimentler gelismis fakat nu-

550 pm - 750 pm 128

evresi sellusu tamamen kusatmamis du-
rumda

Cicek Integiimentler nusellusu kusatmis | 750 um - 950 pm 109
durumda

TOPLAM 677

|

Sekil 1A-G. Trifolium pratense L.‘de megasporogenez evresinde integlimentlerin gelisimi Bar=100 pm.

Megasporogenez  evresinde  integiiment
hiicrelerinde nisasta iceren amiloplastlar biitiin
sitoplazmada dagilmis durumdadir. Nisasta ta-
neleri elektronca seffafdir. Genellikle hiicre-
lerin merkezine yakin biiyiik bir vakuol ile farkli
biiytikliikte vakuollere rastlanmistir (Sekil 2).

Megagametogenez evresinde integiiment
gelisimi : Ovaryum boyu 750 um - 950 pum ara-
sinda olan megagametogenez evresindeki tohum
taslaklarinda, integliment hiicre sayilar1 artar ve
tohum taslaklarinin biikiilmesiyle mikropil funi-
kulusa yaklasir (Sekil 3A-B). Kampilotrop to-
hum taslagi son seklini alir (Sekil 3C). Bu
evrede elektron mikroskobu incelemelerinde
mikropil tarafindaki integliment hiicrelerinde

nisasta iceren amiloplastlarin megasporogenez
evresine oranla yogun oldugu goézlenmistir.
Amiloplastlar elektronca seffafdir. (Sekil 3D).
Baz1 hiicrelerde elektronca yogun biiyiik bir
cekirdek mevcuttur. Hiicre ceperleri ise dalgali
ve kalindir (Sekil 3E). Bazi hiicrelerde lipid ve
protein cisimcikleri de gdzlenmistir.
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Sekil 2. Trifolium pratense L. de megasporogenez evresinde integliment hiicrelerinin elektron mik-

rografi. Bar = Sum.

Sekil 3A-C. Trifolium pratense L.‘de megagametogenez evresinde integiimentlerin gelisimi Bar=100
um. D. Mikropil tarafindaki integliment hiicrelerinin elektron mikrografi. Bar = Ium. E.
Biiyiik ¢ekirdekli ve kalin ¢eperli hiicreler Bar = 3pum.

Olgun embriyo kesesi evresinde integiiment
gelisimi : Olgun embriyo kesesinin meydana
gelmis oldugu oOrneklerde i¢ integiiment iki
hiicre kalinligindadir ve tamamen nusellusu
orter. Dis integiiment ¢ok kalindir (6-8 hiicre
sirast) (Sekil 4A). Bu evrede 6zellikle mikropile
yakin integliment hiicrelerinde amiloplastlarin
yogun oldugu ve koyu boyandiklari, bazi
hiicrelerde hiicrenin i¢ini tamamen doldurduk-
lar1 gézlenmistir (Sekil 4B). Mikropile yakin bu
hiicrelerin bir kisminda ¢ekirdek kenardadir.
Biiyiik bir vakuol hiicrenin tamamin1 kaplar ve
sitoplazma kenara itilmistir. Hiicre ¢eperleri bir
onceki evreye oranla oldukga kalinlagmistir. Dig

integlimentin epidermis hiicreleri boyuna uzar,
biiyiik ¢ekirdekli ve bol nisasta igerirler. Boyuna
uzayan bu hiicrelerin iizerinde kalin ve koyu bo-
yanmis bir kutikula tabakasi mevcuttur. (Sekil
4C). Epidermis hiicrelerinin altindaki hiicrelerde
boliinerek biiyiimelerini olgun tohum meydana
gelene kadar siirdiiriirler.
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Sekil 4A. Trifolium pratense L.‘de olgun embriyo kesesi evresinde, integiiment hiicreleri. B. mikropile
yakin integiiment hiicrelerinde bulunan amiloplastlar. C. Boyuna uzayan dis integliment
hiicrelerinin tizerinde bulunan kalin kutikula tabakasi. Bar = 20 pm. Mi. Mikropil, A.

Amiloplast, k. Kutikula tabakasi.

Arabidopsis  thaliana’da dig integliment
hiicrelerinin morfolojik farklilasmasini
inceleyen Windsor et al. (2000), de in-
tegiimentlerin olgun tohum olusuncaya kadar
gelisme gosterdiklerini  bildirmislerdir. I¢ in-
teglimentin kalp-sekilli embriyo evresinde de-
jenere oldugu (Yeung and Cavey 1990; Borisjuk
1995; Bakar ve Algan 1997; Riahi et al. 2003),
dis integlimentin ise proembriyo evresinde
karakteristik olgun testa morfolojisi gostermeye
basladigi, Fakat maksimum genislik ve
farklilasmasina embriyonun kalp-sekilli
evresinde ulagtig1 bil- dirilmistir (Chamberlin et
al. 1994; Algan ve Bakar Biiytikkartal 2000).

Olgun embriyo kesesi evresinde; elektron
mikroskobu incelemelerinde dis integiiment
hiicrelerinin iizerinde kalin bir kutikula ta-
bakasmnm bulundugu gozlenmistir (Sekil 5A).
Ince ¢eperli ve yogun sitoplazmali olan hiicre-
lerde elektronca yogun biiylik bir c¢ekirdek
mevcuttur (Sekil 5B). Cekirdek c¢evresindeki
vakuollerde bol miktarda tanin bulunmaktadir.
Cesitli biiyiliklikte vakuol igeren hiicrelerde
nisasta iceren amiloplastlar, lipid ve protein
cisimcikleri de yogundur. Dis integliment
hiicrelerinin ~ altindaki  hiicreler de biiylik
cekirdekli ve yogun sitoplazmahdirlar (Sekil
5C). I¢ integiimente yakin olan hiicreler ise
biiytik vakuollii ve nisasta bakimindan zengin-
dir. Bu hiicrelerde de ¢ekirdek biiyiik, yogun ve
hiicre ¢eperine yakin yer alir. Cekirdek elek-
tronca yogun goriinmektedir. (Sekil 5D). Hiicre
ceperleri daha kalindir. Bu hiicrelerin kalinlag-
mus olan ¢eperlerinde orta lamel daha net olarak
goriiliir. Ince ¢eperlerde plazmodesmalar yo-
gundur.

Zigot evresinde integiiment gelisimi : Zigot
evresinde dis integliment 6-10 hiicre siras1 ka-
limhigindadir. Bu evrede mikropil tarafindaki
integliment hiicrelerinde olduk¢a koyu boyanmis
nisasta iceren amiloplastlarin yogun oldugu
gozlenmistir (Sekil 6A ve B). Eml))’riyo kesesinin
mikropil tarafindaki integiiment hiicrelerinin
bazisinda ¢eperlerin eridigi ve nisasta tanelerinin
serbest kaldigi saptanmistir (Sekil 6C ve D).
Mikropil tarafinda embriyo kesesi ¢eperinin bazi
bolgelerde parmak seklinde ince uzantilar mey-
dana getirmesi muhtemelen besinlerin in-
teglimentlerden embriyo kesesine iletildigi fik-
rini diisiindlirmektedir. Elektron mikroskobu
incelemelerinde de mikropil tarafindaki in-
tegiment hiicrelerinde bol miktarda nisastali
amiloplastlara rastlanmistir (Sekil 6E).

Proembriyo evresinde integiiment gelisimi : Bu
evrede dis integiiment hiicreleri boyuna uzamig
ve yogun sitoplazmalidirlar. Hiicrelerin merkez-
inde buyiik bir ¢ekirdek, tist kisminda kalin ve
koyu boyanmig bir kutikula tabakasi mevcuttur
(Sekil 7A). Elektron mikroskopik incelemelerde
kutikula tabakasinin elektronca seffaf oldugu
gozlenmistir (Sekil 7B). Alt kisimdaki in-
tegliment hiicrelerinde nisasta igeren amiloplast-
larin zigot evresine oranla daha az ofdugu
gbzlenmistir. Bazi hiicrelerde elektronca yogun
biiylik bir ¢ekirdek mevcuttur (Sekil 7C). Hiicre
ceperleri ise dalgali ve kalindir (Sekil 7D). Ileri
proembriyo evresinde, embriyo kesesi ¢eperine
yakin integiiment hiicrelerinde koyu boyanmuis
nisasta tanelerinin (Sekil 7E) hiicre ¢eperlerinin
erimesiyle serbest kaldiklari, muhtemelen hidro-
litik enzimlerin komsu integiiment dokusuna
salinmasiyla besin maddelerinin buradaki ¢eper
uzantilartyla (Sekil 7F) embriyo kesesine
iletildikleri diistiniilmektedir.
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Sekil 5A-D. Trifolium pratense L.‘de olgun embriyo kesesi evresinde integliment hiicrelerinin elektron
mikrograflari. A. Dis integliment hiicreleri Bar = 1 um. B. Biiytik ¢ekirdekli ve ince ¢e-
perli hiicreler Bar = 2 um. C. D1s integiiment hiicrelerinin altindaki hiicreler Bar = 2 pm.
D. I¢ integlimente yakin olan hiicreler Bar = 2 um. Mi. Mikropil

Sekil 6A-E. Trifolium pratense L.‘de zigot evresinde integiiment hiicreleri. A ve B. Mikropile yakin
integliment hiicrelerindeki amiloplastlar (ok ile gdsterilen) Bar =20 um. C ve D. Ceper-
lerin erimesiyle serbest kalmis nisasta taneleri (ok ile gosterilen) Bar =20 pm. E. Mik-

ropile yakin integliment hiicrelerinin elektronmikrografi Bar = 2 um. Mi. Mikropil, Ek.
Embriyo kesesi.
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Sekil 7A-F. Trifolium pratense L.‘de proembriyo evresinde integliment hiicreleri. A. D1s integiiment
hiicrelerinin {izerindeki kalin kutikula tabakasi. Bar = 20 pm. B-D. Dig integiiment
hiicrelerinin elektronmikrografi B:Bar = S5um. C-D: Bar = 2 pm. E-F. Embriyo kesesi
¢eperine yakin integiiment hiicrelerinde koyu boyanmis nisasta taneleri (ok ile gdsterilen).
Bar = 20 um. Mi. Mikropil, k. Kutikula, A. Amiloplast, Ce. Cekirdek, H¢. Hiicre ¢eperi,
S. Suspensor, Emb. Embriyo, En. Endosperm.

Mogensen (1973) Quercus gambelli” de dis
integiiment hiicrelerinin nisasta bakimindan
zengin oldugunu belirtmis ve bu bitkide tohum
taslagi icine besinlerin naklinin dis integiiment-
ten kalazaya dogru oldugunu diisiinmistiir. Ca-
lisilan bir ¢ok tiirde ise, endotelyum (integiiment
tapetumu) tabakasimin dis dokulardan besinleri
absorbe ettigi ve sonra embriyo kesesine verdigi
disiiniilir (Yeung and Cavey 1990; Johansson

and Walles 1993; Jakobsen et al. 1994; Bakar ve
Algan 1997).

Dogal tetraploid Trifolium pratense L. (Elgi
Cayiriiggiilii)’ de tohum taslaklarinin geligimi
sirasinda, olgun embriyo kesesi evresinde, zigot
ve proembriyo evrelerinde integlimentlerin
gecirdigi histolojik ve sitolojik degisikliklerin
saptandig1 bu g¢aligmada, gerekli besin madde-
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lerinin integiiment hiicrelerinde depo edildigi ve
iletildigi sonucuna varilmistir.
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