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DOGAL TETRAPLOID TRIFOLIUM PRATENSE L. (Cayiriiggiiliiy DE
EMBRIYO KESESI GELISMESI VE YUMURTA
TESEKKULUNUN INCELENMES]

Nurhan BAKAR

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal

Damigman : Prof. Dr. Goniil ALGAN.
1989 Sayfa: 35
Juri : Prof. Dr. Goniil ALGAN
Prof. Dr. Sahabettin ELCI
Do¢.Dr. Mecit VURAL

Tohum baglama oram ¢ok diisiik olan ve vejetatif organlarinin geligmesi
¢ok {istiin goriillen dogal tetraploid Trifolium pratense L.’de tohum baglama
probleminin nedenlerini agikhiga kuvusturmak amaciyla, disi gametofit doliin
gelismesi ve yumurta hiicresinin tesekkiilii incelendi. Aragtirmada dogal tetrap-
loid Trifolium pratense L. se¢gme klonlarindan E2 ¢esidine ait tohumlar kulla-
mlds.

Elde edilen sonuglara gére: bu bitkide disi organ geligmesinin farklr gelig-
me safhalarindan ahinan orneklerde makrospor ana hiicresinden itibaren, disi
gametofit doliin cesitli gelisme safhalan incelendi. Bu safhalarin biiyiik bir kis-
minda, embriyo kesesi gelisme bozukluklari ve dejenerasyonlarn tespit edildi.
Orneklerin bir kisminda da her bir tohum taslag: iginde orijini farkli olan iki ay-
r1 embriyo kesesi gelismesi gézlendi. Trifolium pratense L.’de olgunluga ulagan
embriyo keselerine oranla meydana gelen tohum oranmmmin daha diigiik olmasi
bu bitkide, embriyo kesesi dejenerasyonlarinin yaninda dollenme bagarisizlii-
nin da tohum baglama orammi etkileyebilecegini gdstermektedir.

ANAHTAR KELIMELER: Trifolium pratense L., Embriyo kesesi, Megasproge-
nez, megagametogenez, Embriyogenez.
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ABSTRACT
Masters Thesis

THE STUDY OF THE DEVELOPMENT OF EMBRYO SAC
AND FORMATION OF EGG IN THE NATURAL TETRAPLOID
RED CLOVER (Trifolium pratense L.)

Nurhan BAKAR

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied
Sciences Department of Biology

Supervisor : Prof. Dr. Goniil ALGAN.
1989, Page: 35
Jury : Prof. Dr. Goniil ALGAN
Prof. Dr. Sahabettin ELCI
Assoc. Prof. Dr. Mecit VURAL

The development of female gametophyte germ and formation of egg cell
were studied in order to clarify the causes of the problems of seed formation in
the natural tetraploid Trifolium pratense L. which has a very low rate of seed
formation and a superior development of vegetative organs. The seeds of the
variety E2 of the selected clones of the natural tetraploid Trifolium pratense L.
were used in this research.

According to the results obtained, various developmental phases of female
gametophyte germ from the intermediary cell of the macrospore were studied
on the samples taken from different developmental phases of the development
of the female organ in this plant. Developmental disorders and degeneration of
the embryo sac were determined in most of these phases. Development of two
different embryo sac with different origins in that the rate of seed formation is
lower than the embryo sacs reaching maturation in Trifolium pratense L.
shows that failure to fertilize as well as degenerations of embryo sacs may of fit
the rate of seed formation.

KEY WORDS: Trifolium pratense L. Female gametophyte, Megasporogenesis,
megagametogenesis, Embryogenesis.
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1. GIRIS

Canllann yagamlarini siirdiirebilmelerinin ilk kosulu beslenme olduguna
gore, gerek tarim gerekse hayvancilik diinya iizerinde 6nemsenecek konularin
baginda gelmektedir. Beslenmede ise, saghkli bir yagsam icin dengeli beslenme-
nin gart oldugu tartisiimaz bir gergektir. Geligmig iilkelerde bu konu hemen he-
men ¢oziimlenmis durumdadir. Ulkemizde yapilan istatistikler, beslenmede ta-
hil tiiketiminin ¢ok fazla olduunu hayvansal iiriin tiiketiminin ise, ¢ok diisiik
diizeyde bulundugunu ortaya koymustur. Ozellikle, kirsal kesimde dengeli bes-
lenmeden s6z etmek imkansizdir. Beslenme bilgisinin yetersizliginin diginda bu-
nun dogal nedenlerinden biri de hayvan iiretiminin azlifi, verimin diigiikliigii ve
dolayisiyla hayvansal iiriinlerin yetersizligidir. Arastiricilar tilkemizdeki hayvan-
sal iirlin azhifim yem kaynaklarimin azlifina baglamaktadirlar. Bu sorunﬁn ¢Ozii-
mii icin, biitiin gelismig iilkelerde oldugu gibi, iilkemizde de genig alanlarda
yem bitkisinin yetigtirilmesine ihtiya¢ vardir. Hayvan yemi olarak kullanilan, zi-
raat: yapilabilecek ¢ok az sayida yem bitkisi mevcuttur. Bunlardan biri de, Tri-
folium pratense L. (Cayiriicgiilii)’dir. Leguminosae familyasina dahil olan bu
bitki ¢ok yillik bir bitkidir. Genel olarak serin ve nemli iklimlere uyan Trifoli-
um pratense L. uzungiin bitkisidir. Boyu 1 metreye kadar uzayabilir. Ekimi son-
bahar ve ilkbaharda yapihr. Ilkbaharda basliyan ciceklenme yaz sonuna kadar
devam eder. Hemen tamamen kendine kisir olan bu bitki yabanci tozlanmadan

sonra tohum verebilir. Afustos ayinda maximum ¢iceklenme goriiliir.

Hayvan yemi olarak yilda 2 defa bigilebilir. Kuru otu oldukga besleyicidir.
Ozellikle, Ca yoniinden yonca ve korungadan daha iistiindiir. Bu bitkinin hay-
van yemi olmasimn diginda, topragi azot yoniinden zenginlestirdigi ve erozyonu

Onledigi de literatiirde kayithdir.

Trifolium pratense L. Avrupa iilkeleri ve Amerika’da genig alanlarda zira-
att yapilan bir bitkidir. Ornegin, Amerika’da yilda 32-40 milyon déniim alanda
ziraat: yapilmaktadir (Hughes. H.D. Heath. M. E ve Metcalfe D.S. 1967). Bu



nedenle uzun yillar {izerinde durularak 1slah ¢aligmalari yapilmug gesitli prob-

lemleri aragtirmalara konu olmugtur.

1944’de Fedorchuk, Cayiriiggiilii’niin tohum taslagi ve tohum geligsmesini in-
celemistir. Kural olarak, her ovaryumda 2 tohum taslaginin gelistigini ancak ba-
zen ayn1 ovaryumda 3, 4 hatta 5 tohum taslagina rastladigim belirtmigtir. Arasti-
ric1 ¢ok miktarda arkespor hiicresinin meydana geldigini, fakat, genellikle bun-
larin biiyiik bir kismimin somatik gartlara gegctigini, bir tohum taslag: iginde 1 ile
5 arasinda ana hiicrenin gozlendigini beyan etmistir. Her bir tetradin vertikal si-
ralar halinde goriildiigiinii, genel olarak 1 fakat, sik sik 2 megaspor tetradina ay-
m tohum taslagi iginde rastladigim da sOylemis ileriki gelismelerde 2 veya 3 ke-
senin gelistigini belirtmistir. Tetradlardan mikropil tarafindaki 3 hiicrenin orta-
dan kalkdigin, digerinin keseyi meydana getirdigini, normal 8 ¢ekirdekli bir ke-
senin olugtugunu ifade etmigtir. S mm. boyundaki bir ¢igek tomurcugunda emb-
riyo kesesinin geligmesini bitirdigini, kalaza tarafindaki 3 antipod hiicresinin
¢ok erkenden yok oldugunu gézlemistir. Ayrica arastirici, keseye polen tiipleri-
nin girdigini goérdiigii halde d6llenmeyi gozleyemedigini de belirtmigtir. Polinas-
yonun 12. giiniinde embriyonun tamamen gelistigini ve gelismenin biitiin safha-
larinda embriyonun mikropil boliimiine bagh kaldigini rapor etmigtir. Aragtiric
normal, embriyo kesesiyle beraber aym1 zamanda gelisen diger bir embriyo kese-
sinin de kalaza tarafinda goriildiigiinii, makrospor ana hiicresinin diginda bagim-
s1z olarak gelisen bu kesenin, yumurta aygitimn kalaza tarafinda bulundugunu,
ancak bu kesede herhangi bir embriyo geligmesi goézleyemedigini belirtmistir.
Aragtiricl aragtirmalari sirasinda, tohum taslaklarinda bazi anormal geligmele-
rin gozlendigini de belirtmis ayrica, embriyo gelismesi esnasinda da herhangi

bir sebeple gelismenin tamamen durabilecegini vurgulamigtir.

1963’de Hindmarsh, Ingiltere’de yetisen diploid Trifolium pratense L.de
yaptif1 caligmada erkek ve digi gametofit doliin geligimini incelemistir. Her bir
ovaryumdaki iki tohum taslaginda bulunan embriyo keselerinin nispeten aym

zamanda gelistigini belirterek, bunlardan birinin veya her ikisinin birden sonra-



dan dejenere olabilecegini belirtmigtir. Cahigmalan sirasinda somatik apospori-
ye de rastladifim ifade etmis, herhangi bir dollenme ya da embriyo geligmesi
g6zleyemedigini bildirmistir. Arastirici olgun embriyo keselerinde bazen yumur-
tanin agint derecede vakuol ihtiva ettigini, sinerjitlerin parcalandigini ve primer
endosperm hiicrelerinde anormallikler bulundugunu belirtmis ancak bunlarin
kalitsal bir anormallikden mi yoksa déllenme bagarisizhiindan mu ileri geldigini

agiklifa kavugturamamustir.

1970 yilinda Mackiewicz Octoploid Trifolium repens L.’de az sayida tohum
tesekkiil etmesinin sebeplerini aragtirmak amaciyla, makrosporogenez, disi ga-
metofit dol gelismesi, polen morfolojisi ve polen tiibiiniin gelismesini incelemis-
tir. Aragtiric1 bitkide mayoz boliinmelerin normal oldugunu, ancak polenlerde
bazi dejenerasyonlarin goriildiigiinii bildirerek, octoploid formlarda tohum bag-
lama oranindaki azhig, ovaryumdaki ovullerin ve tohum kabugu icindeki tohum-

larin gelismeleri ile iligkili oldugu sonucuna varmigtir.

1970’de Kazimiersk: ve Kazimerska, Leguminosae familyasindan olan Lupi-
nus luteus L.’nin haploid formlarinda megasporogenez ve embriyo kesesi gelis-
mesini incelemiglerdir. Aragtiricilar, mikrosporogenez ve megasporogenez gelis-
mesi sirasinda ortaya ¢ikan diizensizliklerin Lupinus luteus L.’nin haploid form-
larinda steriliteye sebep oldugunu bildirmislerdir. Inceledikleri haploid bitkiler-
de, polen ana hiicresinde mayoz béliinmenin diizensiz oldugunu belirtmigler ve
megasporgenez gelisiminin diizenli oldugunu ancak bundan sonraki gelisme ka-

demelerinde sapmalar oldugunu bildirmiglerdir.

Yine aym aragtiricilar (1975), Lupinus luteus L.nin yabani formu ile kiiltiir
cesiti arasindaki melez formunun sitogenetiksel 6zelliklerini inceleyerek, melez-
lemeler sonucu polen ve digi gametofit doliin yagama yeteneklerinin % 50 ora-

nminda azaldigim agiklamuglardir.

Kazimierska, Trifolium tiirlerinin melezlenmesi iizerine yaptif1 calismada

(1978a) Trifolium pretanse L.’nin stigmasi iizerinde 9 Trifolium tiiriiniin (T. al-



pestre, T. anguistifolium, T. arvense, T. desvauxii, T. hybridum, T. incarnatum,
T. lappaceum, T. medium ve T. repens) polen ¢imlenmesini incelemistir. Aragti-
nict T. pratense poleninin T. desvauxii ve T. hybridum’un stigmalar: iizerinde
basanyla ¢imlendigini fakat polen tiiplerinin stilus i¢inde gelisemedigini belirt-
migtir. Yine T. pratense poleninin T. medium’un stigmasi iizerinde zayif bir
cimlenme gosterdigini ifade etmigtir. Kazimierska materyal olarak kullandig
bitkilerden T.pratense, T. hybridum ve T. medium’un olgun embriyo keseleri-
nin yapilarimda galismustir. incelenen 897°den fazla T.Pratense L. tohum tasla-
ginda T. medium, T. arvense, T. incarnatum ve T. lappaceum polenleri tarafin-
dan dollenen ancak 4 tane T. pratense tohum taslagi bulundugunu belirtmigtir.
Aragtiric1 hibritlegmenin olmadig tiirlerde, bir ana bitkinin poleninin dier ana
bitkinin stigmas! iizerinde zayif ¢imlenmesinin ve déllenmenin ¢ok seyrek ola-
rak meydana gelmesinin sebeplerinin tiirler arasindaki genom homolojisi eksik-
liginden olabileceBi sonucuna varmigtir. Stilus uzunlugu ve polen farkliliklar-

mn hibritlesmeye engel olamayacagini ifade etmistir.

Yine aym yil (1978b) Kazimierska, T. repens L. ile T.medium L.’nin ¢apraz-
lamasindan elde edilen melez bitkide dollenme, endosperm ve embriyo gelisme-
lerini incelemek amaciyla yaptig ¢alismasinda déllenmeyi gézleyemedigini fa-
kat melez embriyonun gelistigini belirtmistir. Aragtirici polinasyondan sonra 4.
ile 5. gline kadar geligmenin diizenli fakat ebeveyn formlardaki embriyo ve en-
dosperm gelisimlerinden daha yavag oldugunu ifade etmistir. Polinasyondan
sonra 3. glinde melez tohumlarin geligme ve biiylimelerinin engellendigini, emb-
riyo hiicrelerinde vakuollerin arttifini, endosperm ¢ekirdeklerinin kismen deje-

nere oldugunu ve melez embriyolarin 6ldiigiini bildirmistir.

1979’da Kazimierski ve Kazimierska, indirgenmig yaprakli Trifolium hybri-
dum’da embriyo kesesi yapisi, d6llenme ve embriyo geligmesini inceleyerek, bu

tiirde disi gametofit doldeki diisiik fertilitenin nedenlerini arastirmmglardir.

Embriyolojik analizler sonucu bu bitkilerde megasporogenez ve megagame-

togenezdeki sapmalarin, normal yaprakl bitkilere oranla daha sik goriildiigiinii



belirterek embriyo ve endosperm gelisiminin normal oldugunu ancak normal
yaprakl bitkilere gore daha yavas gelistigini bildirmiglerdir. Aragtiricilar bu bit-
kilerde 6len embriyolarin oraninin daha yiiksek oldugunu bdylece, yaprak azal-
masinin embriyo gelisimi, déllenme ve disi gametofitin gelismelerini etkiledigi-

ni ifade etmislerdir.

Yine aym arastincilar, indirgenmis ince-uzun yaprakh Trifolium hybridum
tizerinde yaptiklar1 genetiksel cahgsmalarla bu bitkide yeni bir mutantin tanim-
n1 vermiglerdir (1979). Mutantlarin ovaryumda disi gametofitde gelisme eksikli-
gine sebep oldugunu belirtmigler ve genetik analizlerin morfolojik degismeler
gosterdigini "reductivus” olarak adlandirilan genin ressessif bir allelinin fertilite-

nin diigiik olmasina sebep oldugunu agiklamiglardur.

1973’te Krupko, Trifolium alexandrinum L.nin Palestine ¢esitinde megas-
porogenez ve embriyo kesesi yapisi ve gelismesinin Trifolium pratense L.ye
¢ok benzedigini s6ylemistir. Arastirici bu bitkide embriyo kesesinin monospo-
rik, 8 cekirdekli ve Polygonum tipinde oldugunu belirterek, embriyo kesesi geli-
simi ile polenlerin olgunlagmasinin aym1 zamanda olmadigimi ifade etmistir.
Krupko, inceledigi 6rneklerde 2 hiicreli proembriyoya rastladifimt ancak, pro-
embriyonun daha ileri sathalarina ve endosperm ¢ekirdeklerine rastlamadigim-

da acgiklamugtir.

Harrison ve Harrison, Trifolium pratense L.’de polen-stigma iligkileri {izeri-
ne bir seri aragtirma yapmuglardir. 1982°de yaptiklar1 ¢aligmalarinda, T. praten-
se L.’de stigma salgisi ve stilus stvisim olusturan bilesiklerin 6zelliklerini incele-
mislerdir. Aragtiricilar, bu bitkide stilus borusunun uzun oldugunu, polenlerin
stigma tepesine geldiklerinde ¢imlenerek, polen tiiplerinin sulu bir salg! iceren
kanaldan orta kisma dogru ilerlediklerini ancak stigmanin gigskin kismindan geg-
tikten sonra kanalda, salg! hiicrelerinin geniglemesi nedeniyle durdurulduklari-

n1 acgiklamuglardir.

Yine ayni arastincilar, T. pratense L.’de stilus kanalinin salg: sistemini ince-



lemek amaciyla yaptiklan cahismalarinda (1982), stilus gelisiminin evrelerini, sal-
gimin olustugu ve salgilandig hiicrelerin ince yapilarim ortaya koymuslardir.
Aragtiricilar bu bitkide stilus boyunca uzanan ve lisigen olarak meydana gelen
bir kanalin bulundugunu agiklamglardir. Kanalin stilusun olgunlagmas: siiresin-
ce kendi hiicreleri ve komsu ¢eper hiicreleri tarafindan salgilanan bir salg ihti-

va ettigini ve bu salgimn i¢ ¢eperler arasindaki bogluklarda biriktigini ifade et-

miglerdir.

Harrison ve Harrison’un T. pratense L.’nin stigma ve stilusu lizerinde yap-
tiklar1 ¢alismalardan biri de, bu bitki de stigma organizasyonunun ince yapisi
ile ilgilidir (1983). Caligmalarinda bu bitkide stigmanin papillalarla g¢evrili bir
yiizeye sahip oldugunu belirten aragtiricilar, salgi hiicrelerinin uzamig oldugu-
nu, bu hiicrelerin salg {iriinii ile interseliiler alanlar: doldurduklarim agitklamig-
lardir. Salginin esteraz aktivitesi ile protein ve karbonhidratlan sito-kimyasal
olarak etkiliyen yap1§kan, sulu bir goriiniigii olan lipid¢ce zengin bir emiilsiyon-

dan olustugunun agiklamiglardir.

1987°de Sawai ve Ueda Trifolium medium L. x4x Trifolium pratense L.’ nin
melez embriyo gelismesini incelemigler ve melez embriyonun tozlasmadan son-
ra 8. giinde globular safhaya, 12. giinde kalp-gekilli safthaya ulagtifini, embriyo-
nun 15. giinde pargalandifini ya da vakuollii bir yap1 gosterdigini bildirmigler-
dir. Aragtiricilar, melez endospermin nuklear safhada kaldifim ve 15. giinde
parcalanip dagildifim gozlemislerdir. Yagayabilecek durumda olan ovuller ile
ovaryumlarin meydana gelme sikliklarinin 12. giinde % 38 iken 18. giinde %

S’e diigtiiglinii gozlemiglerdir.

Diinyanin bir ¢ok iilkesinde bu bitkinin islahi, yetistirilmesi ve Trifolium
pratense L.den daha fazla yararlanma imkanlarimn aragtinlmas:i ic¢in bilim
adamlar: bir¢ok genetiksel ¢aligmalar da yapmakta, daha {istiin soylarin gelisti-

rilmesi i¢in ugragmaktadirlar.

1987°de Taylor ve Wiseman Trifolium pratense L.’nin c¢aprazlanmis 4x-2x



kiiltiirleri Gizerinde galigmuglardir. Aragtiricilar, beyaz cicekli ve yapraklar leke-
li olmayan tetraploid klonlar ile kirmizi ¢igekli "Kenstar" bitkilerini arilarin da
katkisi ile gaprazlamiglar ve iiretilen 169 bitkiden 119 tanesinin ana bitki, 36 ta-
nesinin melez oldugunu ve 14’iiniin de 6ldiigiinii belirtmiglerdir. 36 melez bitki-
den 33’tiniin triploid (3x =21 veya 22) 2’inin tetraploid (4x= 28 veya 30) ve 1 ta-
nesininde pentaploid oldugunun tespit etmislerdir. Diploid ve tetraploid ana bit-
kilerdeki, boyanabilen polenlerin  oranmn %80-96 triploidlerde bu oranin %
71, oldugunu ifade etmiglerdir. arastiricilar genetiksel analizler sonucunda, T.
pratense L.’nin kromozomlar lizerindeki genlerin bazi bilinmeyen bélgelerini
tespit etmiglerdir. Triploidler ile ¢aprazlamada verimli tohumlar elde edilebile-
cegini belirten aragtincilar, ayni zamanda triploidlerin yiiksek ploidylerin gene-

rasyonlarinda faydali olabileceklerini agiklamiglardir.

Zirai bakimdan 6nemli tiirlerin gen haritalarinin ¢ikarilmasinda trisomikle-
ri kullanmak amaciyla ¢aligmalar yapan Taylor ve Chen (1988), diploid-triploid
ve tetraploid T. pratense L.’nin ¢aprazlanmasi sonucu olugan trisomikleri izole

etmeyi bagarmuglardir.

Son yillarda Ulkemizde de T. pratense L. ile ilgili baz1 caligmalar yapilma-
ya baglanmigtir. Bu bitkilerde tozlagmanin bocek faaliyetlerine bagl oldugunu,
tohum tegekkiil oranimin diigiik olmasinin tozlagma zorlugundan olabilecegini
diigiinen Ozbek 1980°de Dogu Anadolu Bolgesinde Cayriicgiilii (Trifolium pra-
tense L.) 'nii tozlayan arilar (Hymenoptera: Apoidea) iizerine yaptif1 arastirma-
sinda, bu bolgede cayiriiggiilii’nii degisik familyalara ait 83 kadar arn tiiriiniin zi-
yaret ettigini saptamgtir. Bunlar icersinde en yiiksek populasyonu toplam arla-
rin % 70’ini olugturan Bombus cinsinin meydana getirdifini belirtmistir. Aragti-
rict Bombus cinsine bagli tiirlerde glossanin ¢igek bogazimin dip kismina yetige-
cek kadar uzun olmas: nedeniyle nektar alirken, tozlasmaya yardime olduklari-
n, diger taraftan bu tiirlerin iri yapihi olmas: sebebiyle kayik¢ik ve kanat¢igi ko-
layca acabildiklerini ve cicek tozlarimi alabildiklerini ifade etmigtir. Ozbek,

Bombus tiirlerinin tozlagmada olumlu etki yapan yonlerinden birinin de, dakika-



da ziyaret ettikleri cigek sayisinin diger an tiirlerinin birgoklarina oranla daha
yiiksek oldugunu:: bildirmistir. Arilarin ziyaretine serbest birakilmg olan parsel-
lerde bir komegteki tohum sayisimin % 78 olmasina kargin, arilardan tecrit edil-
mig parsellerde % 0.2 olarak saptamigtir. Tozlagmanin hemen hemen tamamen
ar1 faaliyetine bagh oldugunu iddia eden aragtiricy, gayiriiggiili’nde tohum veri-
mini yiiksek diizeye ¢ikarabilmek igin, diger zirai ihtiyaclara ilave olarak, tozla-
yic1 artlardan da iyi bir sekilde yararlanma imkanlarini aragtirmak gerektigini

vurgulamgtir.

1988'de Gok, dogal tetraploid El¢i Cayriicgiilii se¢gme klonlarinda melezlen-
me ve tohum tutma farkliiklarim belirlemek ve cesitler arasindan en fistiin
ozelliklere sahip bitkinin bulunarak tarimimuza kazandirilmas: amaciyla ¢alig-
malar yapmugtir. Klonlar arasinda el ile yapilan tozlamalar ile suni tozlama so-
nucunda, bu klonlarm birbiri ile tozlamp dollenme affinitelerini belirlemigtir.
Aragtirial cicek tozlarimi gimlendirerek klonlardaki cicek tozlarimin ¢imlenme
oranlarini tespit etmistir. Aragtirmada kullandi1 biitiin materyallerde gigek toz-
larimin % 99-100 arasinda boyanma gosterdiklerini, E2 cesidinde ¢imlenen gi-
cek tozu orammin %60, boyanan ¢igek tozu orammn % 100 oldugunu tespit et-
mistir. Tetraploid Cayiriiggiilii materyalinde bulunan ¢i¢ek tozu porlarinn, ge-
nellikle diploidden daha fazla oldugunu, 6zellikle E2 ¢esitinin gigek tozlar ile
diploid gesitin ¢icek tozlan arasinda belirgin bir farklilik bulundugunu bildirmig-
tir. Tohum tutma oram % 2.2 olan E2 ¢esidini esas alarak, her cesidin 4 kome-
cinde 25%er cigek iizerinde yaptifi resiprokal melezlemeler sonucunda, en dii-
siik tohum veriminin E2 ¢esidinin ana bitki olarak goziiktiigii E2 x E1-9 melez-
lemesinde ortaya giktigim ve bu melezlemeden hi¢ tohum elde edilemedigini
bildirmistir. Gok bunun nedenini tam olarak ortaya koyabilecek bir aragtirma-

ya rastlamadifin da belirtmistir.

Bizde bunu esas alarak, erkek gametofit déliin gelismesinde herhangi bir
aksaklik bulunmayan ve tohum baglama oram % 2.2 olan dogal tetraploid Elgi

Cayiriicgiilii (Trifolium pratense L.) E2 gesitinde, tohum baglama probleminin



digi gametofitin geligmesinden veya yumurta hiicresinin tegekkiiliinden kaynak-

lanabilecegini diisiinerek, bu konuya agiklik getirmeyi amacladik.
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2. MATERYAL VE METOT

Aragtirma materyali olan dogal tetraploid Elgi Cayiriicgiilii (Trifolium pra-
tense L.) tohumlari Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Bélii-
miin’den temin edildi. Deneme i¢in, 1982'de Elgi tarafindan Dogu Anadolu’da
yapilan bitki toplama gezilerinde Erzurum (Tortum) gevresinde bulunan, vejeta-
tif organlarinin geligmesi ¢ok iistiin goriilen (Sekil 2.1) ve yem bitkisi olarak ye-
tistirilmesinin uygun olacagi belirtilen (Elgi 1982) dogal tetraploid El¢i Cayiriic-
giilii se¢me klonlarindan tohum baglama orani % 2.2 olan E2 ¢esitine ait to-

humlar kullanilmugtir.

Sekil 2.1. Dogal tetraploid Trifolium pratense L.nin habitusu.

2.1 Bitkilerin Yetistirilmesi.

Denemeler tarla ve sera sartlarinda yiiriitiilmiistiir. Arastirmada kullanila-
cak bitkilerin yetistirilmesi i¢in tohumlarin bir kismi 1/1/1 oraninda elenmis

bahge toprag, yanmug elenmig ahir giibresi ve kum kargimindan olugan hargla



doldurulmug 23 ¢m. ¢apinda ve 23 cm. derinliindeki toprak saksilara serpme
usulii ekilmisdir. Bir miktar tohumda 25-30 “C’lik etiivde ¢imlendirildikten son-
ra, kok uglarina zarar vermeden saksilara dikilmigdir. Daha sonra saksilar sula-
narak sera da gelismeye birakilmiglardir. Diger yandan, tohumlarin ekimi igin
fakiilte bahgesinde bu amaca yonelik bir alan ayrilmistir. Subat ay1 baginda tar-
la siiriilmiig, tohumlar mart ayi sonuna dogru, seyrek dagilim saglamak amacry-
la serpme seklinde ekilmis ve tizerleri 3 cm. kalinlik olacak sekilde értiilmiis-
tir. Hava sicakligina ve su kaybina dikkat edilerek, bitkiler giinde bir defa veya

glin agirt sulanmgtir.
2.2. Materyallerin alinmasi ve tespiti

Materyal alma islemine Trifolium pratense L. tomurcuklanma devresine
girdiginde baglanmug ve ¢iceklenmenin sonuna kadar devam edilmigtir. Disi or-
ganin embriyolojik gelismelerini, megasporogenez ve megagametogenezi incele-

yebilmek amaciyla tomurcugun en kiigiik sghasindan itibaren 5 farkl safha:

T1 .......... tomurcuk baglangici, kémeg¢ boyu ortalamasi 3.54 mm.
T tomurcuk, komeg boyu ortalamasi 11.52 mm.
T3 .......... tomurcugun yarisinda ¢iceklenme bagladiginda, kéme¢ boyu ortala-

mas! 16.76 mm.

T4 .......... Cicek, komeg boyu ortalamasi 22.76 mm.
TS .......... solmug ¢icek, kdmeg boyu ortalamasi 21.64 mm. tespit edilmistir.

Bu gesit bir planin uygulanmasindan amacimiz disi organ gelismesini gesitli ge-
lisme safhalarinda gosterdigi degisimleri tespit ederek, makrospor ana hiicresin-
den itibaren embriyo kesesi gelismesini ve yumurta hiicresinin tegekkiil edip et-
medigini arastirmaktir. Bahge ve seradan alinan drnekler en kisa zamanda labo-

ratuvara getirilerek, kéme¢ boyu uzunlugu ol¢iilmiig, komecteki gigekler ayrila-
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rak teker teker sayilmis ve 1 komegteki gicek sayis1 bulunarak gigeklerin boyla-
n olciilmiistiir. Olgiimler tomurcugun en kiigiik safhasindan itibaren 5 farkh
boyda tespit edilen 25 tane ¢icek komeginin her biri igin ayri ayn yapilmig ve or-

talamalari alimarak Cizelge 2.2.1°de gosterilmistir.

Daha sonra disi organlar binokiiler-mikroskop altinda pens ve igne yardi-
muyla 6rtii yapraklarindan dikkatli bir sekilde ayrildiktan sonra, stilus boylari 61-
ciilmiis, ovaryum boylari ise, mikroskopta okiiler mikrometre yardimiyla dlciile-

rek, ortalamalar ahnmigtir.

Disi organlar, Carnoy tespit ¢ozeltisi (1 kisim asetik asit +3 kisim % 957lik
etil alkol)’nde vakuma maruz birakilarak havasi alinmig ve bir gece bu ¢ozelti

icinde bekletilerek tespit edilmiglerdir.
2.3. Preparatlarin hazirlanmasi

Tespit igleminden sonra materyaller % 707lik etil alkol ile asetik asit koku-
su kalmayincaya kadar yikanmig ve % 707lik etil alkol i¢inde korumaya ahnmus-
tir. Daha sonra materyaller alkol serilerinden gegirilerek dehidrasyona tabi tu-
tulmug ve ksilol icinde parafine doyurma igleminden sonra parafine gémulmiis-

tir.

Her ovaryumda farkl yonde gelisen 2 tohum taslaginin bulunmasi sebebiy-
le, dogru kesit yoniinii tespit edebilmek amaciyla baglangigta ovaryumlar para-
fin kaliblara degisik acilarda yerlegtirilmis ve bir siire bu kaliblarla kesitler al-
narak, mikroskop altinda incelendikten sonra dogru kesit yonii tespit edilebil-
mistir. Bundan sonra disi organlar parafin kaliblara 45 “lik bir egim olacak se-
kilde yerlegtirilerek, kesitler 10-12}1 kalinlikta, 6zellikle embriyo kesesi geligme
safhalarindaki ¢ekirdek sayilarinin dogru bir sekilde tesbit edilebilmesi i¢in hig
bir kesit kaybma yer vermeksizin seri halde alinmigtir. Kesitler ferri amonyum
siilfatin % 3'liik (Fe, (SO,),- (NH),. SOAZ.HZO) ¢ozeltisinde 30 dk. mordanlana-

rak, Heindenhain Fe’li hematoxylin boyasinda 10 dk. bekletilerek boyanmsgtir.
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Saf etil alkol ile boyanin % 10’luk ¢6zeltisi hazirlanmig ve sonra su ile % 0.5
oraninda sulandinlmigtir (Johansen 1940). Daha sonra kesitler kanada balzam

ile kapatilmigtir.



3. GOZLEMLER VE SONUCLAR
3.1. Cicegin yapisi

Dogal tetraploid Trifolium pratense L.’nin gicekleri kbme¢ durumundadir.
Bu komeg ¢ok fazla sayida (50-130) cigekten meydana gelir (Sekil 3.1.2). Cicek-
ler tabandan uga kadar yiikselen bir diizende gelisir ve acarlar. Kaliks S adet bi-
lesik sepalli ve tiiylidiir. Korollo tabanda uzun-dar kapal bir boru teskil eder
ve furkh gekillerde geligmis 5 petalden olusur. Bunlardan biitiin ¢igegi saran iist-
teki tag yapraga vexillum, yanlardaki birbirine benzer bir gift tag yapraga Alae
ve kanatgiklar tarafindan sarilmig olan bir ¢ift yapraga da, Carina adi verilir.
Andrekeum 10 stanenli, filamentlerin 9’u tabanda birlesik ve 1 tanesi serbesttir.
Ginekeum iist durumlu, stilusu vzundur. Stigma ise anterlerin iizerine uzamr

(Sekil 3.1.1).

Ginekeum
e

Stilus Ovaryum

Stigma

Vexillum Alae Carina Andrekeum Filament Kaliks

(Bayrak) (Kanatgiklar) (Kayikgik)

Sekil 3.1.1. Trifolium pratense L. ¢iceginin boyuna kesiti



Sekil 3.1.2. Trifolium pratense L.'nin ¢icegi
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3.2. Disi organin yapisi ve gelismesi

Trifolium pratense L.’de tek karpelden meydana gelmig ve tek boélmeli
ovaryumlar, ortak parietal bir plasentadan ¢ikan 2 adet kampilotrop tohum tas-
lag1 ihtiva ederler (Sekil 3.2.1.a). Stilus, ¢igegin gelismesi siiresince biyiik 6lgii-
de uzamistir. Kémeg boyu ortalamasi 3.54 mm. olarak tespit edilen Tl ornekle-
rinde stilus uzunlugu ortalamasi 0.1 mm iken komeg boyu ortalamasi 21.64 mm
olan T5 orneklerinde stilus uzunlugu ortalamasi 1.4 cm olarak dl¢iilmiistiir (Se-
kil 3.2.2). Stilus, kendi uzunlugu boyunca devam eden diiz ve genis bir kanal ih-
tiva eder. Kanal ovaryum boslugu ile stigma tepesinin alt kismi arasinda devam-
lidir (Sekil 3.2.1a). Disi organin stigmasi birbirine bagl pek ¢ok papilla ile kapli-
dir (Sekil 3.2.1b). Bu papillalar ince bir kutikula tabakasi cevirmektedir.

3.3. Tohum taslaklarinin gelismesi

Koémeg boyu ortalamas: 3.54 mm. (T]) olan tomurcuklardaki ovaryumlar-
dan alinan kesitlerde, iki integiiment primordiumunun tabandan gikarak farkli-
lagtigi ve daha ileri evrelerde integiimentlerin gelismesi sonucu ovaryumun
kampilotrop ovaryum seklinde farklilagngi goriilmiigtiir (Sekil 3.3.1). Olgun
embriyo kesesi tesekkiil etmig érneklerde, i¢ integiiment iki hiicre kalinhginda-
dir ve tamamen nusellusu orter. Dig integiiment ¢ok kalindir ve bunlardan biri
daha cabuk geliserek, i¢ integiimentlerin birlesme yerini 6rterek diger dig inte-
giimentle birlesir. Béylece zig-zag yapih mikropil meydana gelmis olur. Tohum

taslaklarinin biikiilmesiyle mikropil funikulusa yaklagmstir.
3.4. Megasporogenez

Integiiment primordiumlarimin farkhilagmasiyla, nusellus bolgesindeki hiicre-
lerden bir kismu 6n tarafa dogru bir ¢ikinti meydana getirir. Buradaki hipoder-
mal bir hiicrenin farklilasmasiyla diger hiicrelerden oldukea biiyiik bir hiicre te-

sekkiil eder. Bu hiicre daha sonra megaspor ana hiicresini meydana getirir



S
2 {?iﬁ—" Stigma

Stilus

Stilus

kanali

200 u

Ovaryum Plasenta
Tohum
taslaklara

Sekil 3.2.1. a) Trifolium pratense L.'nin digi organinin boyuna kesiti.
b) Disi organin stigmasi.
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Sekil 3.2.2. Trifolium pratense L.'nin disi organinin farkli gelisme evreleri
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Sekil 3.3.1. Trifolium pratense L.'nin kampilotrop tohum taslagi

ii: i¢ integimentler
di: dig integlimentler
mi: mikropil

f : funikulus

(Sekil 3.4.1a). Kémeg boyu ortalamasi 3.54 mm. olan T, orneklerinde gordu-
giimiiz bu megaspor ana hiicresinden énce 2 megaspor tesekkiil eder (Sekil
3.4.1b). Nusellusun iist kismina yakin bir yerde, diger nusellus hiicrelerinden da-
ha biiyiik olan bu 2 hiicrenin gekirdekleri, diger hiicrelere oranla daha iri ve si-
toplazmalari da daha koyu boyanmigtir. Daha sonra 4 megaspor olugur (Sekil
3.4.1c). Bu 4 megasporda linear bir tarzda diizenlenmis tetradi meydana getirir-
ler. Mikropil tarafinda yer alan 3 megasporun altta kalaza tarafinda bulunan
megaspora oranla boyutlar: daha kiigiiktiir. Mikropil tarafindaki bu 3 megaspor
dejenere olurken, kalaza tarafindaki megasporun boyutlarinda artig olur. Me-

gaspor tetrad safhasinda iken, i¢ integiimentler hemen hemen esit boydadirlar.
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Sekil 3.4.1. Trifolium pratense L.'de megasporogenez ve integiimentlerin

geligimi.

a) megaspor ana hiicresi b) 2 hiicreli evre c) tetrad

ip: integiiment primordiumlar msah: megaspor ana hiicresi
nu: nusellus ii: i¢ integiimentler
m: megaspor di: dig integlimentler

3.5. Disi gametofit doliin geligmesi

Farkli boylarda tespit edilen disi organlardan, kesit alinan ovaryum sayilari-
nin toplami 448'dir. Her ovaryumda 2 tohum taslag oldugunu diisiiniirsek, ince-
lenen toplam tohum taslag ise, 896 civarindadir. Farkli boyutlardaki disi organ-
larda, disi gametofit doliin degisik gelisme agamalan saptanmig ve mikroskop-
tan sekilleri ¢izilmistir. Kémeg boyu ortalamast 11.52 mm. olan T, orneklerin-
den alinan tomurcuklardaki ovaryum kesitlerinde 2 ¢ekirdekli embriyo kesesi
goriilmiistiir (Sekil 3.5.1a). 2 gekirdekli embriyo kesesinde iki yanlarda uzunca

birer vakuoliin gelistigi ve mikropil tarafinda 2-3 hiicre sirasinin bulundugu go-



d
a) 2 cekirdekli embriyo kesesi b) 4 cekirdekli embriyo kesesi

Sekil 3.5.1. Trifolium pratense L.'de megagametogenez

¢c) 6 cekirdekli embriyo kesesi d) olgun embriyo kesesi

mi: mikropil

sh: sinerjit hiicreleri

sc: sekonder g¢ekirdek

yh: yumurta hiicresi



riilmiistiir. Kalaza tarafinda ise, irili-ufakli ve vakuollii nusellus hiicreleri bulun-
maktadir. Yine kdmeg boyu ortalamas 11.52 mm olan T, orneklerinden alinan
kesitlerde 4 ve 6 cekirdekli embriyo keseleri goriilmiistiir. 4 gekirdekli embriyo
kesesinde (Sekil 3.5.1b) 3 ¢ekirdek hemen hemen merkezde difer ¢ekirdek ise,
bu 3 ¢ekirdekden uzun bir vakuol ile aynlmg durumda mikropil tarafina yakin
yer almaktadir. Bu safhada embriyo kesesi ¢ok sayida gekirdekli ve biiyiik vaku-
olli nusellus hiicreleri ile sarilmigtir. 6 gekirdekli embriyo kesesinde (Sekil
3.5.1c) ise, cekirdeklerin linear bir tarzda diizenlendikleri ve merkezde de 2 ce-
kirdegin yanyana bulunduklar goriilmiistiir. Diger cekirdekler ise birbirlerin-
den birer vakuol ile ayrilmig durumdadirlar. Embriyo kesesi yine bir énceki 4
cekirdekli safhadaki gibi biiyiik vakuolli nusellus hiicreleri ile sanlmig durum-
dadir. Kémeg boyu ortalamasi 16.76 mm. olan T3 orneklerinden ahnan kesitler-
de ilk defa olgun embriyo kesesinin meydana geldigi goriilmiistiir. Bu tomurcuk-
lardan alian toplam 77 adet ovaryumda incelenen 154 tohum taslagimn yalmz-
ca 5 tanesinde olgun kese tesekkiiliine rastlanmistir. Komeg boyu ortalamas
22.76 mm. olan T, 6rneklerinden toplam 139 adet ovaryumda incelenen 278 to-
hum taslaginin ise sadece 12 tanesinde olgun embriyo kesesinin tesekkiil ettigi
tespit edilmistir. Buna gére T ve T, drneklerinin her ikisinde de incelenen top-
lam 432 tohum taslaginda olgun embriyo kesesinin tesekkil etme oram yakla-

sik % 4diir.
3.6. Olgun embriyo kesesinin yapis

Olgun embriyo kesesinde (Sekil 3.5.1d) mikropilar ugta bir yumurta hiicresi
ve 2 sinerjit hiicresinden meydana gelen yumurta aygiti yer alir. Sinerjit hiicrele-
rinin genig taban kisimlar kismen yumurta hiicresini orter ve gekirdekleri alt
kisma yakin yer alir. Sinerjit hiicrelerinin cekirdeklerinin alt ve iist kisimlarinda
kiiciik birer vakuol geligmistir. Yumurta hiicresinin mikropilar kisminda da bii-
yiikge bir vakuol bulunmaktadir. Olgun embriyo kesesindeki sekonder ¢ekirdek

yumurta hiicresine yakin yer almaktadir. Kémeg boyu ortalamast 16.76 mm
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Sekil 3.6.1. Trifolium pratense L.'de déllenmeden sonra rastlanan bazi

evreler.
a) Dollenmis yumurta hiicresi ve sekonder gekirdek

b) 2 hiicreli proembriyo c) olgun embriyo

dyh: déllenmis yumurta hiicresi sh: sinerjit hticreleri
ds¢: dollenmis sekonder c¢ekirdek kot: kotiledonlar
pl : plumula ra: radikula
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olan T, drneklerinden alinan kesitlerde, dejenere oldugu tespit edilen embriyo
keselerinin birinde, boyutlari kiigiik olan 3 adet antipod hiicresine rastlanmigtir
(Sekil 3.7.1b). Kémeg boyu ortalamasi 22.76 mm olan T érneklerinde ovaryum-
lardan alinan kesitlerin birkac tanesinde déllenmis yumurta hiicresi ve sekon-
der cekirdege rastlanmugtir (Sekil 3.6.1a). Yine aym boydaki ¢iceklerin ovaryum-
larindan alinan kesitlerde, 2 hiicreli proembriyo gériilmiistiir (Sekil 3.6.1b). Pro-
embriyo, embriyo kesesinin mikropil tarafinda asili durumdadir. Kémeg boyu
ortalamasi 21.64 mm olan solmus ¢iceklerdeki 58 adet ovaryumdan alinan kesit-
lerde ise, sadece bir ovaryumda olgun embriyonun tesekkiil ettigini saptadik
(Sekil 3.6.1c). Orneklerimizde 2 hiicreli proembriyonun daha ileri safhalarini ve

endosperm cekirdeklerini goremedik.
3.7. Disi gametofit dilde goriilen gelisme bozukluklar

Dogal tetraploid Trifolium pratense L.’de digi organ geligmesinin farkh ge-
lisme evrelerinden aldigimiz Grneklerde, makrospor ana hiicresinden itibaren
digi gametofit doliin cesitli gelisme safhalari incelenirken, bu safhalarin bir ¢o-
gunda gelisme bozukluklar ve dejenerasyon kademeleri tespit edilmigtir. Ovar-
yum iginde bulunan tohum taslaklari ayn anda geligme gosterdi. Normal gelis-
mis olgun kesenin goriildiigii veya goriilmesi gerektigi T, orneklerinin bazilarin-
da ayni ovaryumda tohum taslagimin birinde, olgun kese normal geligirken, aym
anda digerinde dejenere olmug embriyo kesesi goriildi. Orneklerin pek gogun-
da aym anda iki kesede birden dejenerasyon ¢ogunlukla tespit edilen durum ol-
du. Bu bitkilerde disi gametofit dol gelismenin herhangi bir safhasinda dejene-
rasyon belirtileri gosterebilmektedir. Bu anormal goriintiiler ¢ekirdeklerde kii-
ciilme-biiziilme, kese icinde az sayida cekirdek ve vakuolizasyonun artigi, kese-
nin biiziilmesi olarak belirlenmistir. Orneklerin bir kisminda da her bir tohum
taslag icinde orijini farkli olan iki ayn embriyo kesesi geligmesi gozlenmistir.
Bunlardan biri mikropil tarafinda makrospar ana hiicresinden geligen sporoge-

nez ve gametogenez safhalarinda diizenli bir gelisme gosteren embriyo kesesi-
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dir. Digeri ise, kalaza tarafina yakm bir bolgedeki nusellus hiicrelerinden biri-
nin biiyiiyerek, makrospor gibi davramip cekirdek boliinmesine baglamasiyla
meydana gelen embriyo kesesidir. Her iki durumda keseler, vakuolizasyonlari
artmug genellikle gekirdekleri kaybolmug bilyiik nusellus hiicreleri ile ¢evrilmig-
tir. Mikropil tarafinda makrospor hiicresinden gelisen kesenin genel olarak bii-
yiik boyutlara ulastiktan sonra dejenere oldugu goriildigi halde, nusellus hiicre-
sinden gelismekte olan kesede gelismenin baglangig safhalarinda dejenerasyona
daha sik rastlanmustir. Bu kesenin normal kese boyutlarina erigtigi gorilmedi.
Yine bu bélgede bu sekilde gelismis olgun bir keseye hi¢ rastlanmadu. Erken
fazda dejenere olmug mikropilar keselerde bir veya iki gekirdek goriildi. Bun-
larda kesenin boyutu kiigiiktiir (Sekil 3.7.1a). Daha ileriki fazlarda kese boyutu
epeyce artmig olmasina ragmen kesede biiziilmeler goriilmektedir. Bu biiziilme-
ler bazen kesenin tiimiinde (Sekil 3.7.1b) bazen de, yalmz bir bolimiinde olabil-
mektedir. Sekil 3.7.2a’da kesenin kalaza tarafi biiziilmiis, mikropil tarafinda ise
korelmis iki cekirdek goriilmektedir. Kalaza tarafinda nusellus hiicrelerinden
gelisen embriyo keselerinde ender olarak cekirdekli durum goriilebilmistir (Se-
kil 3.7.1c). Bazi 6rneklerde de, cekirdek ihtiva etmeyen irice bir hiicrenin deje-
nerasyonu gézlenmistir (Sekil 3.7.2b). Kalazal keselerde goriilen en yaygin deje-
nerasyon kesenin erken fazda biiziilmesiyle olusan dejenerasyondur. Dejenere
olmus keselerde goze carpan bir goriintii de, kalaza tarafindan uzayip yiikselen

bir grup hiicrenin keseye dogru yaklagmasidir.
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Sekil 3.7.1. Trifolium pratense L.'de disi gametofit dlde tespit edilen
farkli dejenerasyon kademeleri.
a) erken evrede dejenere olmus mikropilar kese
b) btiztilmiis embriyo kesesi
c) Kalaza tarafindaki kesede goriilen gekirdekler

ek: embriyo kesesi
ant: antipodlar
m: mikropil ydni
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b) kalaza tarafinda bulunan biiytik bir hiicrenin dejenerasyonu

a) kalaza tarafi biizilmiis olan embriyo kesesi
m: mikropil y6nti

Sekil 3.7.2. Trifolium pratense L.'de digi gametofit d6lde tespit edilen
ileri dejenerasyon kademeleri.



4. TARTISMA

Calismarmizda dogal tetraploid Trifolium pratense L. de digi organ gelisme-
sinin farkh gelisme safhalarindan aldigimiz 6rneklerin bir kisminda olgun emb-
riyo kesesinin tesekkiil ettigini, biiyiik bir kisminda ise disi gametofit dolde ge-
lismenin herhangi bir safhasinda geligme bozukluklari ve dejenerasyonlarin

meydana geldigini gozledik.

Orneklerimizde, bir ovaryumda yalmzca 2 tohum taslagimin geligtigi gozlen-
mistir. Halbuki Trifolium pratense L.’de tohum taslagi ve tohum geligmesini in-
celeyen Fedorchuk (1944) ayni ovaryumda 3,4 hatta S tohum taslagina rastlamis-
tir. Aym sekilde Hindmarsh (1963)'da ovaryumda bazen 3 tohum taslaginin bu-
lundugunu belirtmistir. Bu bitkide stilus disi organin geligsmesi siiresince biiyiik
6l¢lide uzamigtir. Buna gore, T] drneklerinde stilus boyu ortalamasi 0.1 mm ola-
rak olgiildiigi halde T, orneklerinde 1.4 cm olarak tespit edilmigtir. Nitekim
Hindmarsh (1963)da stilusun embriyo kesesinin geligmesi siiresince biiyiik 6l¢i-

de uzadiimi belirtmistir.

Harrison ve Harrison (1982)'da Trifolium pratense L.nin diploid formlarn-
da stilusun uzun oldugunu, stilus boyunca uzanan ve lisigen olarak meydana ge-
len bir kanalin bulundugunu belirtmiglerdir. Biz de 6rneklerimizde, ovaryum
boslugu ile stigma tepesinin alt kismi arasinda polen tiibiiniin rahathkla ilerleye-
bilecepi devamli bir kanalin bulundugunu gozledik. Harrison ve Harrison
(1983) bizim érneklerimizde oldugu gibi stigmamn pek cok papilla ile cevrili

bir yiizeye sahip oldugunu belirtmiglerdir.

Fedorchuk (1944) yaptign caligmasinda bir tohum taslagi i¢inde 1 ile 5 ara-
sinda ana hiicre gozlemis ve aymi tohum taslaginda 2 megaspor tetradina rastla-
migtir. Halbuki biz 6rneklerimizde, megasporogenez siiresince tohum taslag
icinde yalmzca bir megaspor tetradimin tesekkiil ettigini tespit ettik. Aragtirma-

mizda, kémeg boyu ortalamasi 11.52 mm olan T, orneklerinde gigek tozu kese-



lerinin cicek tozlarini doktiikleri ve bu boydaki érneklerden alinan kesitlerde di-
si organin gelismesini heniiz tamamlamadifi gozlenmistir. Buna paralel olarak,
Krupko (1973) Trifolium alexandrinum L.nin Palestine cesitinde de embriyo
kesesi gelisimi ile polenlerin olgunlagmasi arasinda bir iligki olmadigim belirt-

migtir.

Daha éncede bahsedildigi gibi Fedorchuk (1944) calismasinda 5 mm boyun-
daki bir ¢icek tomurcugunda embriyo kesesinin gelismesini tamamladifini be-
lirtmistir. Halbuki, biz gahsmamzda disi organ geligmesinin farkli geligme evre-
lerinden aldigimiz 5 farkl boydaki érneklerde, (Cizelge 2.2.1'de goriildiigii gibi)
kémeg boyu ortalamast 16.76 mm ve ¢igek boyu ortalamasi 10.33 mm olan T3
ornekleri ile komeg boyu ortalamast 22.76 mm ve ¢icek boyu ortalamasi 14.13
mm olan T, drneklerinde olgun kesenin tesekkiil ettigini gordiik. Hindmarsh
(1963) diploid T. pratense L. iizerinde yapti§i cahismasinda gametogenez siire-
since kesenin mikropil tarafinda 2,3 hiicre sirasinin bulundugunu ve bu hiicrele-
rin dollenmeyi etkiledigini belirtmistir. Bizde sadece T, orneklerinde gordiigii-
miiz 2 cekirdekli embriyo kesesinde mikropil tarafinda 2-3 hiicre sirasinmin bu-
Jundugunu gozledik. Ancak daha sonra ortadan kalkan bu hiicrelerin dollenme-
ye mani olamayacaf sonucuna vardik. Cahsmamizda kdme¢ boyu ortalamasi
22.76 mm olan T4 Srneklerinin birkag tanesinde dollenmig yumurta hiicresi ve
sekonder cekirdegi gozledik. Yine ayni 6rneklerin birinde 2 hiicreli proembriyo-
ya rastladik. Kémeg¢ boyu ortalamasi 21.64 mm olan TS drneklerinden alinan ke-
sitlerde ise, sadece bir ovaryumda olgun embriyonun tesekkiil ettigini tespit et-
tik. Orneklerimizde 2 hiicreli proembriyonun daha ileri safhalarina ve endos-
perm cekirdeklerine rastlamadik. Bu bulgulanimizda, Krupko (1973)nun ¢als-
masindaki sonuglar desteklemektedir. Iki hiicreli proembriyonun bulundugu ke-
selerde endosperm gekirdeklerinin bulunmayigi kesede tek dollenmenin meyda-

na geldigini gostermektedir.

Caligmamizdaki gozlemlerimiz, digi gametofit dolde gelismenin cesitli safha-



larinda, geligme bozukluklan ve dejenerasyonlarn meydana geldigini gostermis-
tir. Orneklerimizin bir kisminda da her bir tohum taslag icinde orijini farkh
olan iki ayn embriyo kesesi gelismesi tespit ettik. Bu sonucta, Fedorchuk
(1944) ve Hindmarsh (1963)'in bulgularim desteklemektedir. Bu aragtincilar, ge-
lismenin bazi safhalarinda ayni tohum taslagi icinde iki farkli kesenin geligtigini
bildirmiglerdir. Ayrica Fedorchuk (1944) cahgmasinda, kalazal embriyo kesesin-
deki yumurta aygitinin ters bir yapi gdstermesinin bu kesenin karakteristik bir
ozelligi oldugunu belirtmistir. Biz érneklerimizde boyle bir duruma rastlamadik
ve kalaza tarafindaki embriyo kesesinde yumurta aygiimn tesekkiiliinii gozle-
medik. Orneklerimizde kalaza tarafinda gelisen embriyo kesesinde, gelismenin
baslangic evrelerinde dejenerasyon belirtileri gozlenmis ve bu kesenin normal

kese boyutuna ulasmadan bozuldugu tespit edilmistir.

Melezlemeler sonucu olusan bitkilerde, gelismenin gesitli evrelerinde, er-
kek ve disi gametofit déllerde bazi anormallikler gozlediklerini bildiren Kazimi-
erski ve Kazimierska (1975) Lupinus luteus L.’nin yabani formu ile kiiltir cesi-
dini melezlemisler ve melez bitkide polen ana hiicrelerin de mayoz bdlinme-
nin diizensiz oldugunu bildirmiglerdir. Trifolium cinsinden bazi tiirler ile T. pra-
tense L.nin melezlenmesi iizerinde cahsmalar yapan Kazimierska (1978a) ise,
melezlemeler sonucu ortaya gikan aksakliklarin tiirlerdeki gen yapilarinin uyus-

mamasindan kaynaklandigim belirtmistir.

Yine ayni arastirict (1978b) T. repens L. ile T. medium L.nin ¢aprazlanma-
sindan elde edilen melez bitkide embriyolarin 6lmesinin sebebini, zigottaki ge-
nom homolojisinin yetersizliginden kaynaklandigim séylemistir. Bu yaklagimla
bizim materyalimizinde dogal tetraploid bir materyal oldugu gézoniine alinirsa,
disi gametofitde dejenerasyonlarin ¢ok sik goriilmesi bu bitkide de melezlenme

olmasi ihtimalini diigiindiirmektedir.

Elde edilen sonuglardan da anlagildifi gibi, Trifolium pratense L.’de olgun-

luga ulagmadan gelismelerinin erken safhalarinda keselerin dejenere olmasinin



yaninda tohum baglama oranimin olgun kese oramndan daha disiik olmasi dol-
lenme olayinda da bazi bagarisizhklarin meydana gelebilecegi fikrini vermekte-

dir.
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