Arastirma Makalesi/Research Article

www.ziraatdergi.akdeniz.edu.tr

AKDENIZ UNIVERSITESI
ZIRAAT FAKULTESI DERGISI
(2010) 23(2): 71-78

Anemone coronaria var. coccinea’da androgenesis ¢alismalar i¢cin uygun cicek
tomurcugu morfolojisinin tespit edilmesi

Determination of suitable flower bud morphology for androgenesis studies in
Anemone coronaria var. coccinea

Esin ARIY, Saadet BUYUKALACA?

! Bat1 Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisii, 07100 — Antalya, Tiirkiye
2 Cukurova Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bahge Bitkileri Boliimii, Adana, Tiirkiye

Sorumlu yazar (Corresponding author): Esin ARI, e-posta (e-mail): esinari@hotmail.com

MAKALE BILGISI

0z

Almnis tarihi 24 Mart 2010
Diizeltilme tarihi 06 Temmuz 2010
Kabul tarihi 12 Temmuz 2010

Anahtar Kelimeler:

Manisa lalesi

Anter kiiltiirii

Uygun tomurcuk

Tek ¢ekirdekli mikrospor

Anemon cinsi igerisinde, en fazla kiiltirii ve 1slah caligmalari yapilan tir Anemone
coronaria L.’dir. Ancak tiirdeki yiiksek heterozigoti nedeniyle, saf hatlara ulagma siireci en
az 8-10 yil gerektirmektedir. Bu problem islahgilart haploidizasyon tekniklerine yoneltmis
ve simdiye kadar yiiriitilen az sayidaki haploidizasyon g¢alismalarinda androgenesis
yontemleri tercih edilmistir. Ancak, bu g¢aligmalarda kullanilabilecek uygun tomurcuk
morfolojisine iligkin ayrintili bilgiye rastlanmamugtir. Calismada, dogal A.coronaria var.
coccinea tomurcuklart igerisindeki mikrosporlarin gelisim asamalarini belirlemek ve
bunlara gore tek c¢ekirdekli mikrosporlara sahip uygun ¢igek tomurcugunun tanimini
yapabilmek amaciyla, farkli biiyiiklikteki tomurcuklar morfolojilerine gére 10 gruba
ayrilmis ve bu tomurcuklar igerisindeki mikrosporlarin gelisim agamalarini belirlemek i¢in
farkl: sitolojik ve histolojik boyama yontemleri kullanilmigtir. Bulgulara gore, A.coronaria
var. coccinea androgenesis c¢alismalart i¢in en uygun safhalar olduklar1 kabul edilen geg
tetrat ve tek cekirdekli sathadaki mikrosporlari, genellikle 2 ve 3 numarali tomurcuklarin
igerdikleri belirlenmistir. Bu tomurcuklarin makroskobik gostergeleri ise; geng
tomurcuklarin 6zellikle toprak yiizeyinde yeni goziikmeye bagladig: siralarda egik durmasi
ve ¢igek sapiyla neredeyse paralele yakin sekilde olduk¢a dar bir ag1 olusturmasi, ortalama
6x9 mm biiyiiklikte olmalar1 ve involukrum yapraklarin heniiz agilmamasi nedeniyle
tepallerin disaridan gériinmemesi olarak tanimlanmistir. Calismada ayrica, bir tomurcuk
icerisindeki anterlerin asenkronik gelisim bicimi gosterdigi, bir anter igerisindeki
mikrosporlarin ise homojen sekilde gelistikleri tespit edilmistir.
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ABSTRACT

The most intensive cultivation and breeding studies conducted in the genus Anemone has
been actualized in Anemone coronaria L. species. However, the inbreeding process takes at
least 8-10 years because of high level of heterozygosity in the species. The trouble in the
obtaining uniform pure lines has oriented the breeders towards the haploidization
techniques. In few haploidization studies performed in A.coronaria so far, anther culture
technique was preferred. But, it could not be found detailed literature about the morphology
of suitable flower bud to be used in androgenesis studies. In the study, it was aimed to
determine the developmental stages of microspores in the flower buds of wild A.coronaria
var. coccinea and to describe the morphology of the suitable bud having uninucleate
microspores. For this purpose, the flower buds in different size were separated into 10
groups. Different cytologic and histological dying techniques were used for identification of
the microspores’ developmental stages. According to the findings, the flower buds in the
second and third group containing the microspores in the stages of late-tetrad and
uninucleate were determined to be the most suitable buds for androgenesis studies of
A.coronaria var. coccinea. The morphological markers of them have been described as:
Young buds stands curved especially when they first appears on the soil surface and creates
a quite narrow angle almost parallel with the pedicels. They are approximately 6x9 mm in
size and their tepals do not seen from the outside since the involucrum leaves are closed.
Additionally, it was determined that the microspores in an anther are homogeneously
developed while the anthers within a bud show asynchronous development.
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1. Giris

Anemone cinsi i¢inde 1slah ¢aligmalarinin en fazla yapildig:
tir Anemone coranaria L.’dir. Kiiltiirii yapilan anemonlarin
gercek atast Akdeniz iilkelerinde dogal olarak yetisen A.
coronaria’'mn gesitli varyeteleridir (Meynet 1993). Daha 6nce
yapilan ¢aligmalarda, A. coronaria’nin dogal varyeteleri ile
kiiltiir ~ gesitlerinin  melezlenmesinden elde edilen F;
hibritlerindeki biiyiikk cap ve ¢igek boyutu, heterosis islahinin
6nemini ortaya koymustur (Horovitz 1977).

Diinyada 400 yili askin bir siiredir kiiltiirii yapilan bu
tirdeki 1slah caligmalart yakin zamana kadar klasik 1slah
yontemleri ile yuriitilmistiir. Ancak biiylik oranda yabanci
tozlanan bir tiir olmasi nedeniyle, A. coranaria yiiksek oranda
heterozigotiye sahiptir ve homozigot hatlara ulagmak en az 8-10
yil zaman gerektirmektedir. Uniform hatlara ulasmadaki bu
problem, 1slahgilart ve arastiricilart haploid bitki elde etmeye
yOneltmigtir. A. coranaria tiiriinde simdiye kadar yapilan sinirl
sayidaki haploidi ¢aligsmalarinda anter kiiltiirii tercih edilmistir
(Sunderland ve Dunwell 1977; Ar1 2006; Laura ve ark. 2006).

In  vitro haploid wuyartim yoOntemlerinden olan
androgenesiste, bitkinin erkek iireme organlari olan anter veya
mikrosporlar yapay ortamlarda kiiltiire alinmaktadir. Yontemin
temel esasi, haploid hiicre kaynagmin (mikrospor) varligina
dayanmaktadir. Temel prensip; normal kosullarda erkek gameti
olusturacak olan mikrospor hiicresinin gametofitik gelisimini
durdurarak, cesitli uyartilar yardimiyla embriyojenik yonde
gelismeye zorlamaktir (Emiroglu 1982).

Aksi bildirilmedikge, androgenesis caligmalarinda, genel
kabul olarak tek ¢ekirdekli gelisim asamasinda bulunan
mikrosporlar kiiltire alinmaktadir. Bu safthadaki mikrosporlari
iceren uygun g¢icek tomurcugu morfolojisini belirlemek i¢in
tomurcuk sekli ve biiyiikliigii ile mikrosporlarin gelisme safthasi
arasinda bir iligki kurulmaktadir.

A. coronaria androgenesis c¢aligmalart ig¢in en uygun
mikrospor ve tomurcuk safhasinin ne oldugu ve nasil tespit
edildigine iligkin, literatiirde ayrmtili  bir ¢aligmaya
rastlanmamustir. Ancak, yapilmasi planlanan ve nitekim 2005
yilinda tamamlanan A. coronaria var. coccinea anter kiiltiirii
calismamiz  (Art  2006) i¢in Oncelikle tek ¢ekirdekli
mikrosporlart barindiran tomurcuk morfolojisinin  ayrintili
sekilde belirlenmesi gerekmistir.

Bu nedenle bu ¢aligmada, dogal A. coronaria var. coccinea
tomurcuklar1 igerisindeki mikrosporlarin in vivo geligim
asamalarmin belirlenmesi ve bunlar arasindan tek c¢ekirdekli
sathadaki mikrosporlara sahip uygun ¢icek tomurcugunun
morfolojik yonden tanimlanmasi amaglanmstir.

2. Materyal ve Metot

Caligma, 2002-2003 yillarinda Cukurova Universitesi,
Ziraat  Fakiiltesi, Bahge Bitkileri Bolimi,  Sitoloji
Laboratuarinda ytirtitiilmusgtiir.

2.1. Materyal

Bitkisel materyal olarak; Tiirkiye florasinda yaygin sekilde
yetisen ve “Manisa Lalesi” olarak da bilinen Anemone
coronaria L. tiiriiniin, Adana’da dogal yayilis gosteren bir A.
coronaria  var. coccinea (kirmizi  ¢igekli  varyete)
populasyonundan toplanan tomurcuklari kullanilmugtir.

Populasyondaki ¢igek tomurcuklari, daha 6nce yapilan 6n
caligmalar 15181nda, Subat-Mart aylarindaki iki aylik vejetasyon

stiresinin 2. haftasinda sabah saat 6-7 arasinda toplanmistir.
Tomurcuklar, uzun boylu, kalin sapli ve gosterisli ¢iceklere
sahip genotiplerden toplanarak cam kavanozlar igerisinde
biriktirilmis ve vakit kaybetmeden laboratuvara getirilmistir.

2.2. Metot

2.2.1. Cigek tomurcuklarinin gruplandirilmasi

Iclerindeki mikrosporlarin in vivo gelisim asamalarim
belirlemek ve buna goére uygun bir tomurcuk tanimlamasi
yapabilmek amaciyla farkli morfolojilere sahip dogal A.
coronaria var. coccinea tomurcuklari, biyiiklik ve gelisim
durumlart g6z Oniline alinarak 10 gruba ayrilmistir. Bu
gruplarda; tomurcuk eni, alt involukrum yaprak ucundan
boguma kadar olan tomurcuk uzunlugu, bogum eni, ist
involukrum yaprak kaldirilinca tomurcugun dip kismi ile bogum
arasindaki uzaklik, involukrum yaprak durumu, tepal goriiniim
durumu ile antosiyanin baglangici g6zlemlerinden olusan
morfolojik oOzellikler saptanmustir. Farkli biyiiklikteki 10
tomurcuktan, tomurcuk biyiikliiklerini daha yakindan
gosterebilmek amaciyla ilk 6 tomurcugun goriintiisii Sekil 1°de
sunulmustur.

2.2.2. Uygun ¢icek tomurcugu morfolojisinin tespiti

A. coronaria androgenesis ¢aligmalari i¢in en uygun
mikrospor safthast ve ¢icek tomurcugu biiyikliigiinin ne
olduguna iliskin ayrintili bir ¢alisma olmadig: igin androgenesis
caligmalarinda genel kabul goéren tek gekirdekli mikrospor
sathasini igeren tomurcuk morfolojisi belirlenmeye galisilmistir.
Ancak bunu belirleyebilmek i¢in 6ncelikle in vivo mikrospor
gelisgiminin tim asamalarinin tespit edilmesi gerekmistir. Bu
amagla biiyiikliik ve gelisim durumlarina gére 10 gruba ayrilan
A. coronaria var. coccinea tomurcuklarinin her bir grubunda,
ayn1 morfolojiye sahip 3’er tomurcukta mikroskobik inceleme
yapilmigtir. Bu 3 tomurcugun her birisinde ise 5 ayri anter,
farkli boyama yontemleri ile hazirlanan ezme preparatlar
halinde mikroskop altinda incelenmistir. Dolayisiyla, ilk etapta
pratik ozelligi nedeniyle tercih edilen asetokarmin boyama
yonteminde, her bir grupta 15 olmak iizere, 10 tomurcuk grubu
icin toplam 150 anterde gozlem yapilmistir. Ancak bu yontemle
hazirlanan ezme preparatlar anterler igerisindeki mikrospor
gelisim safhalarint  izlemek igin yetersiz kalinca, farkli
yontemler caligmaya dahil edilmistir. Yani ayni sayidaki
anterler sirasiyla Feulgen, Etidium Bromid, Lakto-Propionik-
Orsein ve Hematoksilin boyama yontemleri ile hazirlanan
preparatlarda da ayrica incelenmistir.

Tomurcuklar igindeki mikrosporlarin in vivo gelisim
sathalarmi belirlemede kullanilan farkli sitolojik ve histolojik
yontemlerin ayrintilart agagida agiklanmusgtir:

Asetokarmin ile boyama: Canli materyallerde hizli bir
sekilde tek ¢ekirdekli mikrospor sathasini tespit etmek amaciyla
kullanilan yontemler arasinda en pratik metod olarak bilinen bu
yontemde, farkli biyiikliikteki canli tomurcuklardan alinan
anterler lam {izerine yerlestirilmis ve bisturi ucu yardimiyla
anterlerin icerisindeki mikrosporlar serbest hale getirilmistir.
Uzerine 1-2 damla asetokarmin damlatildiktan sonra fistii
lamelle kapatilan ezme preparatlar 151tk mikroskobunda
incelenmistir.

Asetokarmin hazirlanisi: 55 ml saf su igerisine 45 ml
glasiyel asetik asit ilave edilerek kaynatilmig ve sonra bu
karisima 1 g karmin eklenerek filtre edilmistir.

Feulgen ile boyama: Bu yontem i¢in Darlington ve La
Cour (1963)’un metodundan faydalanilmig ancak ydntemin
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Sekil 1. Sitolojik inceleme yapilmak tizere morfolojilerine gore gruplandirilan farkli biiyiikliikteki dogal A. coronaria var. coccinea tomurcuklari.
Bar:1 cm, a: tomurcuk eni, b: alt involukrum yaprak ucundan boguma kadar olan tomurcuk uzunlugu, c: bogum enidir. Tomurcuklara ait ortalama a, b, ¢

boyutlar1 Cizelge 2°de verilmistir.

boyamada yetersiz kalmasi nedeniyle asetokarmin yontemiyle
kombine edilmistir. Bunun i¢in involukrum yapraklar1 ve
tepalleri soyulmus farkli biiyiikliikteki canli A. coronaria
tomurcuklar1 1 N HCI i¢inde 60°C’deki su banyosunda 10-12
dakika siireyle hidrolize edilmistir. Hidroliz sonrasi tomurcuklar
oda sicakliginda yine 1 N HCI ile bir kez durulanip bu
soliisyondan ¢ikartilmistir. Tomurcuklar daha sonra Feulgen
¢ozeltisi icerisinde oda sicakligindaki karanlik bir ortamda 2
saat bekletilmis ve boyama islemine geg¢ilmistir. Bunun igin
Feulgen ¢ozeltisinde bekletilen tomurcuklardan pens yardimiyla
alinip lamlara yerlestirilen anterlerin iizerine 1-2 damla
asetokarmin damlatilmis ve anterler ¢izilerek igerisindeki
mikrosporlarin serbest hale gelmesi saglanmistir. Lamelleri
kapatilan ezme preparatlarda daha sonra 151k mikroskobunda
gbzlem yapilmistir.

Feulgen hazirlanisi: 200 ml kaynamis saf su igine 1 ¢
Fuchin Basic eklenmis ve daha sonra karigimin sicaklig
50°C’ye disiiriilmistiir. Karigim filtre kagidi ile siiziildiikten
sonra sogutulup tizerine 25 ml 1 N HCl ilave edilmistir. Cozelti
oda sicakligima geldiginde 1,5 g K,S,05 (potasyum - meta -
bisiilfit) eklenip karistirilmig, bunun da iizerine 0,5 g aktif
karbon ilave edilmistir. Daha sonra bu ¢ozelti iyice karistirilip
filtre kagidiyla tekrar siiziilmiis ve sonucta saydam renkli bir
stvi elde edilmistir.

Ethidium Bromide ile boyama: Bu yontem i¢in Samanci
ve ark. (1998)’nin galigmalarinda kullandiklar1 metottan yani
Ethidium Bromide (3,8-diamino-5-ethyl-6-phenyl
phenanthridium bromide) (EtBr) ile boyama yo6nteminden
yararlanilmistir. Bu amagla, farkli biyiikliikteki canli
tomurcuklardan aliman anterler lamlar {izerine yerlestirilip
mikrosporlar1 serbest hale getirildikten sonra iizerlerine 1-2
damla farkli konsantrasyonlardaki EtBr ¢ozeltilerinden
damlatilmistir. Lamelleri kapatilan ezme preparatlarda daha
sonra floresan 151k mikroskobunda gézlem yapilmustir.

EtBr hazirlamsi: Oncelikle saf su ile EtBr’in % 0,1’lik
stok sollisyonu hazirlanmistir. Bu soliisyon 0, 10 ve 50 kez
sulandirilmistir.  Ayrica canli materyallerle c¢alisildigr igin
gecirgenligin daha fazla arttirilmasi amaciyla, her 50 ml’lik
EtBr ¢ozeltisine 2 damla % 0,1’lik Triton-100 soliisyonundan
ilave edilerek karigtirilmisgtir.

Lakto-Propionik-Orsein ile boyama: Calismanin bu
asamas1 Gazi Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji
Boluimii, Sitoloji Laboratuarinda yiritilmustiir. Uzaklik
nedeniyle canli materyalde c¢alisilamayacagi igin farkli
biiyiikliikteki tomurcuklar, ayri kavanozlar iginde FPA (fenol-
propionikasit-alkol) fiksasyon sivisinda oda sicakhiginda
beklemeye alimmistir.  Sitolojik  ¢alisma  baslangicinda
kavanozdaki tomurcuklar énce % 70’lik etil alkol igerisinde

yikanmis ve daha sonra pens yardimiyla tomurcuklardan alinan
anterler lam iizerine yerlestirilmistir. Anterlerin mikrosporlari
serbest hale getirildikten sonra {izerine 1-2 damla lakto-
propionik-orsein damlatilmistir. Ustii lamelle kapatilan ezme
preparatlar daha sonra 151k mikroskobunda incelenmistir.

FPA hazirlanisi: Esit orandaki formaldehit ve propionik
asitten olusan 100 ml’lik karisimin iizeri % 70’lik alkol ile 1
litreye tamamlanmustir.

Lacto-Propionik-Orsein hazirlamisi: Esit orandaki laktik
asit ve propionik asitten olusan 100 ml’lik karigima 2 g orsein
eklenerek filtre edilmis, daha sonra ¢ozelti % 45’lik olacak
sekilde sulandirilmustir.

Kesit alma yontemi: FPA fiksasyon sivisi icinde muhafaza
edilen farkli biyiikliikteki tomurcuklardan, kesit alma yontemi
kullanilarak mikrotomda ince kesitler alinmigtir. Bunun igin
Stosser ve ark. (1985) ile Eti (1987)’nin ¢alismalarinda
kullandiklar1 yontemler kombine edilmistir. Yontemin ilk
asamasinda, tomurcuklar Stdsser ve ark. (1985)’na gore % 70,
% 85, % 95 ve % 100’likk Johansen karigimlart iginde tiger saat
bekletilmistir. Yontemin bundan sonraki asamalari, boyama
asamasinda Hematoksilin boya ¢ozeltisinin kullanildig1 Eti
(1987)’nin galismasina gore gergeklestirilmistir.

Johansen Karisimlari: Bu karnisimlar Cizelge 1’e gore
hazirlanmustir.

Hematoksilin hazirlanisi: 1 g Hematoksilin % 96’lik 6 ml
etil alkol icerisinde eritilmistir. Bagka bir kapta 12,5 g potasyum
aluminyum siilfat 100 ml suda eritilmis ve bu karigima 0,18 g
KMnQ,4, 25 ml gliserin ile 25 ml metanol eklendikten sonra,
diger kaptaki hematoksilin de ilave edilerek stok boya ¢ozeltisi
hazirlanmigtir. Boyama igin 1 birim stok ¢6zelti, 10 birim saf
suyla seyreltilerek kullanilmustir.

Cizelge 1. Johansen karigimlari (Stosser ve ark. 1985).

% 96’11k Tersiyer
Alkol Karisim Saf Su Etil Alkol  Butil Alkol
Konsantrasyonu (%) (mt) (ml) (ml)
70 300 500 200
85 150 500 350
95 - 450 550
100 - 200 800
3. Bulgular

3.1. Cicek tomurcuklarmmin gruplandirilmas:

Igerisindeki mikrosporlarin in vivo gelisim asamalarimi
belirlemek ve androgenesis ¢aligmalarinda kullanilabilecek
uygun bir tomurcuk tamimlamasi yapabilmek amaciyla 10 gruba
ayrilan farkli biiytiklikteki tomurcuklarda olgiilen morfolojik
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ozellikler Cizelge 2 de verilmistir.

3.2. Uygun tomurcuk safhasinin tespiti

A. coronaria var. coccinea’da tek ¢ekirdekli mikrosporlara
sahip uygun tomurcuk morfolojisinin tespiti i¢in oncelikle farkli
biiytikliikteki tomurcuklar igerisinde bulunan mikrosporlarin in
vivo gelisim asamalari, farkli sitolojik ve histolojik boyama
yontemleri ile belirlenmistir (Sekil 2).

Belirlenen in vivo mikrospor gelisim asamalarina gegmeden
once, dogal A. coronaria var. coccinea tomurcuklari ile ilgili
vurgulanmasi gereken onemli bir nokta; bir tomurcuk igindeki
anterlerin  biiytiklik ve gelisim yo6niinden homojen
olmadiklaridir. Horovitz ve ark. (1975, 1991), A. coronaria’da
her bir cigekte ortalama 2.000.000 polen tasiyan ¢ok sayida
stamen bulundugunu, bunlarin 7 veya daha fazla sira halinde
dizildigini ve bunlardan ortadaki 2 veya 3 siranin digerlerinden
daha 6nce gelistigini kaydetmistir. Bir tomurcuk icerisindeki bu
asenkronik anter gelisimleri, bu calismada yapilan histolojik
analiz ile de ortaya konulmustur. Sekil 3, sitolojik incelemeye
alinan 2 no’lu tomurcuk igerisindeki anterlerde goriilen 3 farkli
mikrospor gelisim agsamasini gostermektedir. Bununla birlikte,
bir anter icerisindeki mikrosporlarin homojen gelisim
gosterdiklerinin belirlenmesi de dikkat ¢eken bir diger bulgu
olmustur.

Calismada kullanilan dogal A. coronaria var. coccinea
tomurcuklarindaki anterlerin asenkronize gelisim yapist
gostermesi nedeniyle kesin bir tomurcuk biiyiikligii 6nerisinde
bulunmanin zor oldugu disiiniilmekle birlikte, vurgulanmak
istenen konunun daha iyi anlasilabilmesi i¢in morfolojilerine
gore 10 gruba ayrilan tomurcuklarda tespit edilen in vivo
mikrospor gelisim asamalarina asagida yer verilmistir:

1 no’lu tomurcukta; anterler igerisindeki mikrosporlarda,
mikrospor ana hiicrelerine (Sekil 2a), erken - geg¢ arasi tetrat
safhasinda (Sekil 2b, 2c), tek c¢ekirdekli safhada (Sekil 2d, 2e)

ve c¢ift c¢ekirdekli sathadaki (Sekil 2g) mikrosporlara
rastlanmakla  birlikte, en fazla erken tetrat safhasi
gbzlemlenmisgtir.

2 no’lu tomurcukta; mikrospor ana hiicreleri, erken-ge¢
aras1 tetrat, erken-ge¢ arasi tek ¢ekirdekli (Sekil 2f), cift
¢ekirdekli mikrosporlar ile olgun polen taneleri (Sekil 2h) de
tespit edilmis, ancak tetrat ve erken tek cekirdekli sathadaki
mikrosporlara daha yaygin rastlanmustir.

3 no’lu tomurcukta; erken-gec¢ arasi tetrat, tek g¢ekirdekli,
gec tek cekirdekli, ¢ift ¢ekirdekli safhalardaki mikrosporlardan

bagka olgun polen taneleri (Sekil 2h) de gozlenmis, bununla
birlikte en fazla tek ¢cekirdekli mikrospor sathasina rastlanmistir.

4 no’lu tomurcukta; tetrat-geg tetrat, tek ¢ekirdekli, ge¢ tek
gekirdekli, ¢ift ¢ekirdekli safhalardaki mikrosporlar ile olgun
polen taneleri tespit edilmis, ancak c¢ogunlukla ge¢ tek
cekirdekli ve  erken  ¢ift  ¢ekirdekli  mikrosporlar
gozlemlenmistir.

5 no’lu tomurcukta; tek ¢ekirdekliden baslayip olgun polen
tanelerine kadar olan safhalar izlenmekle beraber ¢ogunlukla
olgun polen tanelerine rastlanmigtir. Bu nedenle 5. ve bundan
sonraki (6., 7., 8., 9. ve 10.) tomurcuklar, anter kiiltiirlinde
kullanilamayacak  ge¢  asamadaki  tomurcuklar  olarak
degerlendirilmistir.

Tomurcuklardan tesadiifi alinan anterlerin farkli boyama
yontemleri ile hazirlanan preparatlarinda yapilan bu gézlemler
Cizelge 3’te 6zetlenmistir.

Cizelgeye gore, sitolojik gozlem amaciyla morfolojilerine
gore gruplandirilan tomurcuklar arasindan; anter kiiltiirii i¢in en
uygun safha oldugu diisiiniilen ge¢ tetrat safhasindaki veya
tetrat safhasindan yeni ¢ikmus tek c¢ekirdekli safhadaki
mikrosporlar;, 2 ve 3 no’lu tomurcuklar icermektedir. Bu
tomurcuklarin morfolojik gostergesi ise bir geofit olmasi
dolayisiyla egik duran gen¢ tomurcuklarin genellikle toprak
ylizeyinde yeni goziikmeye baslamis olmasi ve ¢icek sapi ile
neredeyse paralele yakin sekilde olduk¢a dar bir ag1
olusturmasi, ortalama olarak 6 x 9 mm biiyiikliikte olmalar1 ve
involukrum yapraklarin heniiz agilmamasi nedeniyle tepallerin
disaridan goriinmemesi olarak tanimlanmustir.

Mikrosporlarin  gelisim asamalarinm  belirlenmesi i¢in
kullanilan yontemlerin degerlendirilmesine gelince; ilk etapta,
tek cekirdekli mikrospor safhasini tespit etmek amaciyla en
pratik yontem olarak bilinen asetokarmin yontemi kullanilmas,
ancak bu yontemle hazirlanan ezme preparatlar mikrospor
gelisim safhalarii izlemek igin yetersiz kalmistir. Diger
asamalara gore daha kolay secilebilecegi diisliniilen tetrat veya
tek ¢ekirdekli mikrospor sathalart bile bu yontemle hazirlanan
bazi preparatlarda ancak ek islemlerden (preparatin isitilmasi,
damlatilan boya igerisine demir ¢ivi degdirilmesi gibi) sonra
kismen izlenebilmis, fakat daha ileri asamalar1 goriintiilemek
icin yeterli netlik elde edilememistir.

Asetokarmin  yOnteminin  yetersiz  kalmasi  iizerine
bagvurulan feulgen yontemiyle, gec¢ tek ¢ekirdekli mikrospor
sathas1 ve olgun polen asamalarinin tespit edilebilmesine
ragmen hidroliz agamasindan kaynaklandig1 diisiiniilen bazi

Cizelge 2. Farkli buytikliikteki A. coronaria var. coccinea tomurcuklarinin morfolojik 6zellikleri.

Tepal

- involukrum Goringm Antosiyanin
* kk
Tom. (mm) - C a* Yapralf Durumu Durumu Ba$lé-11‘lg101
. (mm) (A=Agik) e (+: Var)
No icten***/digtan (mm) (mm) - (+:Goriiniiyor ) .
(K=Kapal1) P (-1 Yok)
(:Goriinmiiyor)
1 4,30/4,80 7,40 4.6 1,07 K - -
2 4,70 /5,64 7,73 5,47 1,20 K -
3 5,10/5,84 10,70 6,91 1,88 K - -
4 5,30/6,20 12,75 7,04 1,61 K - +
5 5,80/6,25 14,80 8,13 1,45 A + +
6 6,30 /6,30 15,38 7,77 2,10 A + +
7 7,2217,96 17,00 10,18 2,10 A + +
8 7,85/8,94 16,25 9,10 1,95 A + +
9 8,80/9,41 19,87 9,82 3,20 A + +
10 9,82/10,67 23,75 11,42 3.45 A + +

*: a: tomurcuk eni, b: alt involukrum yaprak ucundan boguma kadar olan tomurcuk uzunlugu, c: bogum eni, d: iist involukrum yaprak kaldirilinca

tomurcugun dip kismu ile bogum arasindaki uzaklik

** %% nvolukrum yapraklar kaldirildiktan sonra 6lgiilen bir deger ve gozlem
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Sekil 2. Anemone coronaria var. coccinea tomurcuklarinda belirlenen farkli in vivo mikrospor gelisim asamalari. Resim a-c-g lakto-propionik-orsein, b-e

hematoksilin, d ethidium bromid, f-h ise feulgen yontemi ile boyanmugtir.

a. Mikrospor ana hiicreleri (Bar: 50 pm)
b. Tetrat safhasindaki mikrosporlari igeren anter (Bar: 100 pm)

c. Geg tetratta kalloz duvarindan yeni dagilan profazdaki mikrosporlar (Bar: 30 um)
d. Anter kiiltiirii i¢in uygun asamadaki tek gekirdekli mikrospor (Bar: 20 pm)

e. Tek gekirdekli mikrosporlara sahip uygun agamadaki anter (Bar: 100 pm)

f. Geg asamadaki tek ¢ekirdekli mikrospor (v: vakuol) (Bar: 20 um)

g. Mitoz gegirmis 2 ¢ekirdekli mikrospor (vg:vejetatif cekirdek, gg:generatif ¢ekirdek) (Bar: 20 pm)

h. Olgun polen tanesi (Bar: 20 pm)

olumsuzluklar nedeniyle farki gelisim asamalarimin takibi
miimkiin olmamis, dolayisiyla bu yontem de yetersiz
bulunmustur. Feulgen yonteminde hidroliz sirasindaki ilave
veya eksik 1 dakikalik siire bile yontemin etkinligi agisindan
tiirden tiire bilylik 6nem tasidigi i¢in bu asamanin siiresinin ¢ok
iyi tespit edilmesi gerekmektedir. Feulgen yonteminde metod
iyi bir sekilde oturtulmus olsa bile, pratik olmadigi i¢in en
azindan bu tiir ig¢in kisa siirede, tekrarlanabilir sonuglarin
almabilecegi  farkli  yOntemlerin  denenmesi  gerektigi
diistiniilmektedir.

Mikrospor gelisim agamalarini pratik sekilde tespit edebilecek

bir yontem arayigiyla kullanilan  ethidium  bromide
yontemindeki farkli konsantrasyon denemelerinden en iyi
sonug, Triton-100 katkili seyreltilmemis % 0,1’lik stok
soliisyondan elde edilmigtir. Bu denemede, in vivo mikrospor
geligiminin tetrat ve tek ¢ekirdekli mikrospor agamalari ¢ok net
goriintiilenirken, diger asamalarn  ayni netlikte tespit
edilememesine ragmen yontemin gelistirilmesi miimkiindiir.

Lakto-propionik-orsein ~ boyama  yonteminde  yapilan
incelemelerde, in vivo mikrospor gelisiminin tiim asamalari
izlenebilmistir. Dolayistyla bu yontem olduk¢a pratik
bulunmugtur. Nitekim bazi kaynaklarda (Anonymous 1997) da

© Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi



76

Ari ve Biiyiilkalaca IAkdeniz Univ. Ziraat Fak. Derg. (2010) 23(2): 71-78

Sekil 3. 2 no’lu A. coronaria var. coccinea tomurcugunda tespit edilen farkli mikrospor gelisim agamalarina sahip anterler. Bar: 100 pm; a: tetrat asamast,

b: tek ¢ekirdekli mikrospor asamasi, ¢: olgun polen asamasini gostermektedir.

Cizelge 3. Farkli buyikliikteki A. coronaria var. coccinea tomurcuklarinda, mikrospor gelisim sathalarmin goriilme durumlar ve her tomurcukta en

fazla gozlenen mikrospor gelisim safhasi.

Farkli Mikrospor Gelisim Safhalarinin Tomurcuklarda Goriilme Durumlari (+: Var, -: Yok)

Tom. . Erken Erken-Geg Arast  Erken-Geg Arasi Olgun .
No Aﬂ'klflo..spr”i Tetrat ST efh”atl Ggq gle“lat Tek Cekirdekli  Cift Cekirdekli Polen Mlkf;‘s Fgfgeiof;fgzrﬁlm
a Hueres Sathasi athas athas Safha Safha Tanesi P $
1 + + + + + + - Erken Tetrat Safthas1
Geg Tetrat ve Erken Tek
2 + + + + + + + Cekirdekli Safha
3 - + + + + + + Tek Cekirdekli Satha
Geg Tek Cekirdekli ve
4 - - + + + * * Erken Cift Cekirdekli safha
5 R - - - + + + Olgun Polen Tanesi
6 - - - - + + + Olgun Polen Tanesi
7 - . - - - + + Olgun Polen Tanesi
8 R R - - - + + Olgun Polen Tanesi
9 - - - - - - + Olgun Polen Tanesi
10 - - - - - - + Olgun Polen Tanesi

bu yontemin ¢ok etkili oldugu ve asetokarmin veya aseto-orsein
yontemlerinin  ¢aligmadigi tiirlerde denenmesi  gerektigi
bildirilmistir.

Kesit alma yonteminde ise in vivo mikrospor gelisimlerinin
tiim asamalar tespit edilebilmistir. Olduk¢a uzun zaman alan ve
hi¢ de pratik olmayan bu metod, yine de; sitolojik diizeyde
tespit edilemeyen baz1 goriintiileri histolojik diizeyde daha genis
bir ¢ergevede ortaya koyabilmesi 6zelligi ile son derece yararl
bulunmustur.

4. Tartisma ve Sonug

Androgenesis calismalarini etkileyen en onemli faktorlerin
basinda mikrosporlarin gelisim safhasi yer almaktadir. Cilinkii

uygun safhadaki mikrosporlar kiiltiire alinmadikea, diger kiiltiir
sartlart  milkemmel dahi olsa polen embriyogenesisi
gerceklesmeyecektir.  Optimum  mikrospor safhasi ftiire,
genotipe, dondr bitkinin yetisme kosullarmma veya kullanilan
androgenesis teknigine gore degisiklik gosterdiginden (Ferrie ve
Keller 1997), her genotip i¢in bu konuda bir 6n ¢alisma
yapilmast ve caligmanmn pratikligini saglama ydniinden
optimum mikrospor sathasimi igeren tomurcuk morfolojisinin
taniminin yapilmasi gerekmektedir.

A. coronaria androgenesis ¢aligmalari igin en uygun
mikrospor ve tomurcuk safhasinin ne oldugu ve nasil tespit
edildigi ile ilgili bu ¢alismanin basladigi 2002 yilina kadar
literatiirde rastlanan tek bilgi, Sunderland ve Dunwell (1977)’in
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“A. coronaria anter kiiltiirinde tek ¢ekirdekli mikrospor
sathasma sahip anterleri kullandiklar1” ifadesidir. Daha sonra
Laura ve ark. (2006), ticari A. coronaria ¢esitlerinde
yurittiikleri anter kiiltiirli ¢alismasinda, uygun tomurcuk
sathasini belirlemek icin asetokarmin yontemini kullandiklarini
ve bu uygulama sonucu, polen tetratlart ve en yiiksek tek
¢ekirdekli mikrospor oranini, 2-3 cm uzunlugundaki ¢igeklerden
elde ettiklerini bildirmislerdir. Calismada bu ¢igeklerin, egik bir
sap ucundaki 1 cm den kisa tomurcuklara sahip olduklar1 ve
tepallerin de ¢icek yapragi yani involukrum yapraklar igerisinde
bulundugu belirtilmistir.

Farkli sitolojik ve histolojik boyama yontemlerinin
kullanildig1 bu ¢alisma sonucunda da hemen hemen benzer
tomurcuk morfolojisi tanimi yapilmistir.

Dogal bir A. coronaria var. coccinea populasyonundan
toplanan ve biiyiiklikkleri ile gelisim durumlari g6z Oniine
alinarak 10 gruba ayrilan tomurcuklar arasindan, anter kiiltiiri
calismalarinda kullanmak i¢in en uygun safhalar olduklar
diistiniilen geg tetrat ve tek c¢ekirdekli sathadaki mikrosporlari,
genellikle 2 ve 3 numarali tomurcuklarin igerdikleri
belirlenmistir. Bu tomurcuklara ait makroskobik gostergeler ise;
geng tomurcuklarin 6zellikle toprak ylizeyinde yeni goziikmeye
basladig1 siralarda egik durmasi ve ¢icek sapi ile neredeyse
paralele yakin sekilde oldukca dar bir ag1 olusturmasi, ortalama
olarak 6 x 9 mm biiyiikliikte olmalar1 ve involukrum yapraklarin
heniiz agilmamasi nedeniyle tepallerin disaridan goériinmemesi
olarak tanimlanmustir.

Bu arastirmada, A. coronaria var. coccinea i¢in anter
kiiltirinden direkt pollen embriyogenesisinin hedeflendigi
¢alismalar i¢in 2 ve 3 numarali tomurcuklar uygun bulunmustur.
Bu noktada, A. coronaria’nin 7 veya daha fazla sira halinde
dizili stamenlere sahip oldugu ve bunlardan ortadaki 2 veya 3
siranin digerlerinden daha dnce gelistigi (Horovitz ve ark. 1975,
1991) hatirlanacak  olursa;  yapilacak anter  kiiltiirii
calismalarinda, uygun tomurcuk icerisinde tek cekirdekli
mikrosporlara sahip anterler hangi siralarda belirlenmisse,
genellikle o siralardaki anterler kiiltiire  alinmalidir.
Calismamizda yapilan gozlemlerde ise, uygun bulunan 2 ve 3
numarali tomurcuklarda, geg¢ tetrattan tek c¢ekirdekli safhaya
kadar olan mikrospor gelisim agamalarini igeren anterlerin,
genellikle tomurcuklarm orta kisminda dizili olan 3. 4. ve 5.
siralarda yer aldig1 belirlenmistir. Bununla birlikte; A. coronaria
da mayoz boliinme safhalarinda rastlanan c¢ekirdek boliinmesi
diizensizlikleri (Karaca ve Segmen 1970) nedeniyle, 6zellikle
anterlerden kallus yoluyla indirekt embriyogenesis veya
mikrospor kiiltlirii ¢aligmalar1 iginse daha erken asamadaki
mikrosporlarin ~ kullanilmasinin  daha yararli olabilecegi
diisiincesiyle, 2 numarali tomurcuk biyiikliigiiniin {izerinde
durulmast tavsiye edilebilir.

Bu konuyla ilgili olarak Summers ve ark. (1992)’nin
domateste yaptiklari anter kiiltiirii ¢alismasinda; profaz-I,
zigoten-diyakinez, metafaz-I, telofaz-1I, tek cekirdekli ve iki
cekirdekli mikrospor sathalarma sahip anterlerden Kkallus
olusturan anter sayist ve kallus ¢aplar1 belirlenmistir. Leptoten
sathasindaki mikrosporlara sahip anterler % 84 oraninda kallus
olustururken, tek c¢ekirdekli sathadaki mikrosporlar1 igeren
anterlerde ise sadece % 4 oraninda kallus meydana gelmistir.
Yine domateste, Bal (2002)’1n bildirdigine gore Gresshoff ve
Doy (1972), erken mayoz bolinme ile tetrat safhalarinda
mikrosporlari tagtyan anterlerin kiiltiire almada en uygun dénem
oldugunu kaydetmistir. Dolayisiyla  yapilacak indirekt
embriyogenesis veya mikrospor kiiltiirii galigmalari i¢in elverisli
mikrospor sathasini kagirmamak amaciyla, tomurcugun biraz

daha erken asamalarinin kullanilmasinin yararli olabilecegi
distiniilmektedir.

Bununla birlikte Zamir ve ark. (1980), mikrospor gelisim
asamalar1 ile tomurcuk boyu arasindaki iliskinin her zaman
gecerli kabul edilemeyecegini kaydetmistir. Fan ve ark. (1988)
da aym goriisii paylagsmis ve tomurcuk boyu ile mikrospor
gelisgimi arasindaki baglantinin, ¢evre kosullar1 ve genotip
tarafindan kolayca degistirilebilecegini bildirmistir. Hava
sicakligi ve 1giklanma durumu basta olmak iizere ¢esitli gevre
faktorlerinin  etkisiyle, Ozellikle dogal tlirlerde tomurcuk
toplama zamanm, vejetasyonun farkli donemlerine gore
degisebilecegi bilinmektedir. Farkli vejetasyon donemlerinde
bir populasyondan toplanan tomurcuklardaki mikrosporlarin
gelisim sathalari degiskenlik gosterdigi gibi, ayni donemde
farkli  populasyonlardan  toplanan  tomurcuklarda  da
mikrosporlarin  gelisim sathalar1  degismektedir. Nitekim
deneme amaciyla yaptigimiz bir ¢alismada; Antalya’da
yetistirilen Jerusalem F; hibrit cesidi, Izmir Menemen’den
selekte edilmis dogal A. coronaria var. cyanea populasyonu ile
bu c¢alismanin materyalinin toplandigi dogal Adana
populasyonundan ayni hafta igerisinde toplanan tomurcuklarda
yapilan sitolojik gdzlemler sonucu, anter kiiltiirii aligmalari i¢in
uygun olabilecek 3 farkli tomurcuk morfolojisi belirlenmistir.
Bu nedenle 6zellikle dogal bitkilerde, ¢igek tomurcuklarinin
toplandigr donemdeki ¢evre kosullarinin mikrospor gelisim
asamalarin1 ve buna bagli olarak haploid embriyo olusumunu
etkileyecegi kabul edilirse, materyalin toplandigi déneme goére
uygun tomurcuk morfolojisi sik sik gozden gegirilmeli ve
anterler buna gore kiiltlire alinmalidir.

Anter kiiltiirii caligmalarint olumsuz yonde etkileyen dnemli
faktorlerden birisi de; bir petri igerisinde, farkli gelisim
asamalarindaki anterlerin kiiltiire alinmasidir. Ciinkii  bu
durumda, ileri gelisim asamadaki anterlerin ortama yaydiklar
fenolik  bilesikler, geng anterlere toksik  etkide
bulunabilmektedir.

Calismamizda yapilan sitolojik incelemeler sonucu bulunan
diger 6nemli bir bulgu; Anemone coronaria var. coccinea da bir
tomurcuk igerisindeki anterlerin asenkronik gelisim modu
gosterirken, bir anter igerisindeki mikrosporlarin ise homojen
olarak gelistiklerinin tespit edilmesidir. Bu durumda yapilacak
anter kiltiiri calismalarinda, her ne kadar, uygun sathada
oldugu diisiiniilen benzer anterler kiiltiire alinsa da, bu benzer
anterler icerisindeki mikrosporlarin ayni gelisim asamasinda
olmayacagi zaten bu caligmadaki sitolojik incelemelerle de
ortaya konulmustur. Dolayisiyla, ¢alismada materyal olarak
kullanilacak  tiim  anterlerin  uygun asamada kiiltiire
almabilecegini soylemek dogru olmaz. Bu tespit iizerine, tiiriin
ozelliginden kaynaklanan bu olumsuzlugun anter kiiltiirii
basgarisini dogrudan etkileyecegi kabul edildiginde, haploid bitki
elde etmek amaciyla diger androgenesis yontemi olan
mikrospor kiiltiirline yonelmek belki bir sans olabilir. Nitekim,
literatiire yansimamigs olsa da Anonymous (2003)’un
bildirdigine gore, Hollanda’daki Wageningen Universitesi’nde
A. coronaria’da mikrospor embriyogenesisi elde edilmistir. Bu
calismanin ayrintilar1  bilinmese de, mikrospor kiiltiirii
tekniginde kullanilabilen yogunluk gradyanti santrifiijleme
yontemi birgok aragtirict (Nitsch ve Norrel 1973; Rashid ve
Reinert 1980; Fan ve ark. 1988; Guo ve Pulli 2000; Supena ve
ark. 2006) tarafindan uygulanmustir. Bu teknigin aynt gelisim
sathasindaki homojen mikrosporlar: kiiltiire almaya olanak
saglamasi; mikrospor kiiltiiriinii, dogal bir A. coronaria var.
coccinea tomurcugundaki yaklagik 150-180 anter (Ari ve ark.
2003, 2005) i¢in s6z konusu olan asenkronize anter
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gelisiminden  kaynaklanan olumsuzlugu bertaraf etmede

avantajli bir duruma getirmektedir.

Caligmada kullanilan farkli sitolojik ve histolojik boyama
yontemlerinin degerlendirilmesine gelince; A. coronaria’da
bundan sonra yapilacak androgenesis ¢aligmalar1 sirasinda, in
vivo mikrospor safhalarinin hizli ve pratik sekilde tespit
edilmesinde lakto-propionik-orsein boyama yontemi tavsiye
edilebilir. Ancak son zamanlardaki sitoloji ¢alismalarinda hem
canli hem de fikse edilmis materyallerdeki kullanim kolaylig: ve
hizli sonuglar vermesi nedeniyle o6zellikle DAPI (4°-6-
Diamidino-2-phenylindol2e-H CI) boyama yontemi (Coleman
ve Goff 1985; Vergne ve ark. 1987) bagta olmak {izere DNA
flor-krom boyama yontemleri tercih edilmektedir. Dolayisiyla
bundan sonraki ¢aligmalar i¢in daha pratik, hizli ve giivenilir
sonuglar veren bu yontemlere bagvurulmasi dnerilebilir.
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