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FARKLI IRILIKTEKI BIBER TOMURCUKLARINDA POLEN GELISME
DONEMININ BELIRLENMESI
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Ozet

Anter Kkiiltiriinde birgok fizyolojik etmen, 6n uygulamalar, inkiibasyon kogullar, besin ortaminin yapist ve
bilegimi ile genotip gibi gok sayidaki faktsr elde edilecek basari izerinde etkili olmaktadir. Bu etmenlerden birisi de
tomurcuklarin alindigi zaman, mikrosporlarin igerisinde bulunduklart gelisme donemidir. Birgok bitki tiirinde
mikrospor gekirdeginin mitoz bolinmeye baglamasindan hemen 6nceki donem, mitoz béliinme agamas: veya hemen
bu asamayi izleyen bolinme sonrasi dénem anter kiiltiriine en iyi cevap veren donemler olarak belirlenmistir. Bu
calismada biberde anter killtiiriinde en fazla basarinin saglandigi polen gelisim safhasimi igeren anterlerin yer aldigs
tomurcuk grubunu saptamak amaciyla biber tomurcuklarinda parafin kesitler hazirlanarak fibrin metoduna gore
boyanmig ve sitolojik incelemelerde bulunulmustur. Calismada Sirena F1 biber gesidinin 7.24 mm uzunluk ve 4.53
mm ¢apli tomurcuklarinda mikrosporlarin tek ¢ekirdekli ve 1. polen mitozu asamasinda olduklar, bu asamadaki anter
uzunlugunun ise 5.13 mm oldugu saptanmustir.

Anahtar kelimeler: Biber, Capsicum annuum L., tomurcuk biiytikliigi, polén gelisim asamast

Determination of The Microspore Development Stage of Different Sized-Buds in Pepper

Abstract

A series of factors such as culture media, genotypes, explants, pre-treatments and incubation conditions affect
the success to be obtained in anther culture. One of these factors is microspore development stage when bud excised
from plant. For most species, microspores have been reported to best respond when they are cultured at the
uninucleate stage, first pollen mitosis stage or right after this period. In order to determine the microspore stage,
which is optimal for the induction of androgenesis, anther specimens were prepared using paraffin method and
stained in fibrin method. Preparations examined in light microscope. In this study, buds of Sirena F1 pepper culltivar,
which were 7.24 mm length and 4.53 mm diameter, had uninucleate and first pollen mitosis stage microspores. In this
size of buds, anthers were 5.13 mm.

Key Words: Pepper, Capsicum annuum L., bud size, pollen development stage

1. Giris

Olgunlagmamis polen tanelerinden
haploid yapida embriyolarin elde edilmesi
anter kultiirii ile ilgili arastirmalarin hizla
yogunlasmasimi saglamig ve giiniimiizde pek
¢ok tiirde bu ydntemle elde edilen bitkiler
islah caligmalarinda kullanilmaya
baglanmistir (Karakullukgu ve Abak, 1993).

Goniilsen, (1987) anter Kiiltiiriinii
etkileyen faktorler arasinda anterin gelisme
devresinin  énemli bir rol oynadigini
belirterek, polen ana hiicresinden olgun
polenin olusumuna kadar gegen biitiin
asamalari  kapsayan mikrosporogenesisin
baglica ii¢ ana devreye ayrilabilecegini
bildirmistir. Bunlar [.mayoz béliinme ve
tetratlarin olugsmasi 2.tetratlarin ayrilmasi ve
mikrosporlarin  gelismesi 3.mikrosporlarin
polen taneleri halinde olgunlagsmasidir.
Aragtirici ikinci devrede polenin tek hiicreli

durumda oldugunu, ikinci devrenin sonu ile
ligiincii devrenin basinda birinci hiicre
boliinmesinin meydana geldigini, iigiincii
devrenin ise ¢ok hiicreli gametofitler veya
polen daneleri devresi oldugunu ifade
etmistir.

Ellialtioglu ve ark (2001), anter
kiiltiiriinde basariyr etkileyen en Onemli
etmenlerden birisinin tomurcuklarin alindigi
zaman mikrosporlarin i¢inde bulunduklarn
gelisme donemi oldugunu bildirmislerdir.

Solanaceae familyasindaki birgok
bitki tiirinde mikrospor ¢ekirdeginin mitoz
b6liinmeye baglamasindan hemen ~6nceki
donem, mitoz bdéliinme asamasi veya hemen
bu asamay: izleyen boliinme sonrasi donem
en 1iyi cevap veren donemler olarak
belirlenmigtir (Vagera, 1990; Kristiansen ve
Andersen, 1993; Qin ve Rotino, 1993).
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Abak (1983), Tirkiye orijinli biber
materyalinde anter kiiltiirii yoluyla haploid
bitki elde etmek i¢in yaptigi ¢aligmasinda,
en elverigh anter gelisme doneminin
tomurcuklarin 3.6-4.0 mm irilige ulastiklan
zamana rastladigini belirtmistir. Arastiric
2.0-2.5 mm iriligindeki tomurcuklardan
alinan anterlerde mikrospor hiicrelerinin g¢ok
geng oldugunu ve tetrat safhasindan yeni
serbest kaldigini; 2.5-3.0 mm ve 3.1-3.5 mm
arasidaki tomurcuklarda ise mikrosporlarda
mitoz boliinmenin heniiz baglamadigini; 3.6-
4.0 mm caph tomurcuklardaki
mikrosporlarin  ¢ogunun  birinci  mitoz
béliinmenin profaz sathasinda bulundugunu
ve bu sathanin androgenesis i¢in en elverisli
asama oldugunu bildirmistir.

Novak (1974) biber anter kiiltiiriinde
2.6-5.0 mm arasinda biiyiikliige sahip ve
acik  yesil renkli petalleri  olan
tomurcuklardan alinan anterlerin,
olgunlagsmamis tek g¢ekirdekli mikrosporlar
icerdigini ve bu donemdeki mikrosporlardan
olumlu sonug¢ alindigini, Sibi ve ark. (1979)
ise biberlerde sepal ve patal boylarinin esit
oldugu yada biraz daha uzun oldugu
donemin polen mitozu ile ayni donem
oldugu ve anter Kkiiltiriine iyi cevap
verdigini bildirmislerdir.

Comlekgioglu ve ark. (2001) Anter
kiiltiirti icin  kaliks ve korollanin aym
seviyede yada korollanin kaliksten biraz
daha uzun oldugu asamadaki tomurcuklari
almislardir. Bu asamada anterlerin hemen
hemen yarisinda antosiyanin olustugunu
bildirmislerdir.

Ciner ve Tipirdamaz (2002) Malatya
isimli lokal bir biber genotipiyle yaptiklar:
calismada parafin ve ezme preparat
yontemlerini  kullanarak  biberde anter
kultiirii calismalari i¢in en uygun safha olan
tek c¢ekirdekli veya 1. polen mitozu
asamasindaki tomurcuklarm 5 mm ¢ap ve 7
mm uzunlukta oldugunu, bu irilikteki
anterlerin yesil renkli, uclarinda ise mor
rengin goriildiigiinii agiklanmistir.

Karakullukeu ve Abak (1993),
patlicanda anter kiiltiirii yoluyla haploid
bitki elde etmek i¢in en uygun mikrospor
gelisme donemini arastirmislardir. Dort
farkl1 ¢esidin sekiz farkli biiyiiklik ve
gelisme devresindeki anterleri ile yaptiklar
bu galismada, en elverigli gelisme dénemi
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olan birinci polen mitozundan hemen 6nceki
devredeki tomurcuklarin, tag¢ yapraklarinin
seviyesinin ¢anak yapraklarin birlesme
noktasinda bulundugunu, anter renginin ise
yesilden yesilimsi sar1 renge doniistiigiinii
belirtmislerdir. Bu devrede tomurcuk
uzunluklarinm ¢esitlere bagh olarak 22.4-
24.7 mm, tomurcuk caplarinin ise 10.8-12.5
mm oldugunu belirlemislerdir.

Ellialtioglu ve ark. (2001) uygun
sathadaki mikrosporlari bulunduran
anterlerin ve tomurcuklarin morfolojik
Ozellikleri tamimlandiginda, anter kiiltiirii
icin tomurcuklarin se¢imi ve toplanmasinin,
kolay ve amaca ulagmada zaman kazandiran
bir islem haline gelecegini bildirmislerdir.

Bu c¢alismada amac biberde anter
kiiltiirii icin elverisli tomurcuk safhasi olarak
bildirilen  tek  ¢ekirdekli = mikrospor
doneminin, tomurcugun hangi asamasinda
oldugunu sitolojik incelemelerle
saptamaktir. '

2.Materyal ve Yontem

Arastirmada bitkisel materyal olarak
Sirena biber ¢esidi  kullanilmistir.
Denemede yer alan bitkilerin tohumlar:
Agustos aymin ilk haftasinda torf, perlit ve
vermikulit karistmindan olusan  hargla
doldurulmus  tohum ekim  kaplarina
ekilmiglerdir, Eyliil aymin ilk haftasinda
dikim asamasina gelen fideler cam serada
100-50x50 aralik ve mesafe ile hazirlanan
esas yerlerine dikilmistir. Bitkiler 3 govdeli
olarak yetistirilmis ve gerekli bakim ve
kiiltiirel uygulamalar yapilmistir. Bitkilerden
kasim ayi1 basinda ¢igek tomurcuklari
toplanmaya baslamistir. ‘ .

Farkhi irilikteki gicek
tomurcuklarinin i¢inde bulunan anterlerin
gelisme asamalarini saptayabilmek
amaciyla, dondr bitkilerden g¢esitli irilikte
toplanan  tomurcuklar laboratuvara
getirilmis, 6nce kendi aralarinda morfolojik
ozelliklerine gore 6 gruba ayrilmiglardir. Her
gruptan 40 tomurcugun eni ve boyu olgiiliip
20 tanesi sitolojik ¢aligmalar igin ayrilmusg
geri kalan 20 tanesinde ise tomurcuklar
acilarak anter boylart Slgiilmiigtiir (Cizelge
1). Alinan ¢igek tomurcuklari 6 hacim etil
alkol + 3 hacim kloroform + 1 hacim glacial
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Cizelge 1. Altt Gruba Ayrilmig Olan Biber Tomurcuklarmin Ebatlari ve Morfolojik Ozellikleri.

Gruplar SonttLizgn, | Hem.Capl, | AfErLiaum. Tomurcuktarin morfolojik ozellikleri
(mm) (mm) (mm)
I 507 364 335 Tag' ve g?anak yaprak!ar ayni hiz?da, tag yapraklar
yesil renkli, anterler yesil-krem renginde
Tag ve ¢anak yaprak ayni hizada veya ¢ok az gegmis
I 5.72 4.05 4.11 tac yaprak yesil renkli, anterler krem-beyaz, uglarda
erguvan renkli
Tag yaprak seviyesi ¢anak yaprak seviyesini gegmis,
1 6.52 4.28 4.46 ta¢c yapraklar yesil-krem renginde, anterler beyaz-
erguvan renkli ‘
Tag yapraklarin seviyesi ¢anak yapraklarin seviyesini
v 7.24 4.53 5.13 geemis, ta¢ yapraklar yesil-krem renginde, anterler
erguvan renkli
v 8.13 483 557 Ta¢ yapraklar c¢anak yaprak seviyesini ge¢mis, tag
' ' ) yapraklar krem renginde, anterler erguvan-mor renkli
Ta¢ yapraklara hafif bir baski yapildiginda agilacak
VI 10.11 5.14 6.09 durumda, tag yapraklar agik krem renkli, anterler daha
koyu renk almis.
asetik asit seklinde hazirlanan Carnoy saglanmaktadir. Oda sicakhginda yapilan bu

¢Ozeltisinde 16 saat birakildiktan sonra 3 kez
¢esme suyu ile yikanmigtir (Ray ve Tokach,
1992).

2.1.Orneklerin parafine hazirlanmasi

Orneklerin  parafine hazirlanmasi
Brooks (1950 ) tarafindan bildirilen yontem
kullanilarak yapilmistir. Bu ydnteme gore
ilk olarak dokulardaki suyun alinmasi
gerekmektedir. Dehidratasyon adi verilen bu
islemde 6rnekler bir alkol serisinden
gegirilmektedir. Alkol oraminin  giderek
arttifi bu seri sonunda dokulardaki su ile
alkoliin yer degistirmesi saglanmis olur. Bu
amagla Carnoy (6:3:1)’dan ¢ikarilarak takip
kaplarina yerlestirilen 6rnekler 2 saat siireyle
% 80, 90, 96 ve 100’liik etil alkol serisinden
gegirilerek, orneklerden su alma islemi
tamamlanmustir. ‘

Daha sonra alkolle ksiloliin  yer
degistirmesini saglamak amaci ile ksilol
alkol serisine baglanmistir. Ksilol serisinde
absole alkol igindeki &rneklere sirasiyla
%25, 50, 75 ve 100 ksilol eklenmistir. Ksilol
serisinin son safhasi olan %100 ksilol iki kez
yenilenmistir.

infiltrasyon adi verilen diger safhada
ise ksilol igindeki &rneklerin parafine
doyurulmas: islemi yer almistir. Ksilol ile
parafinin yer degistirmesi i¢in ksilol yavas
yavas eksiltilerek, yerine parafin eklenmekte
ve parafinin dokular tarafindan emilmesi

islem sirasinda parafin %350’ye ulasinca
(parafin artik erimez olunca), etiiv sicakhgi
35°C ’ye yiikseltilmekte ve parafinin erir
durumda tutulmas: saglanmistir. %100
parafine ulasincaya kadar parafin ekleme
islemine devam edilmistir. Bu arada etiiv
sicakligi da kademeli olarak arttirilmis ve
saf parafin sathasina gelindiginde kullanilan
parafinin erime derecesi olan 62'C *ye kadar
¢ikarilmistir. Orneklerdeki ksilol kokusu
tamamen kaybolunca Ornekler parafin
bloklara gomiilmiislerdir. Sonra sogutularak
kaliplardan ¢ikartilan parafin Kkiiplerden
Leitz marka kizakli mikrotomda 6 mikron
kalinhginda kesitler alinmistir. Alinan seri
kesitler sicakhigi 35-40 ‘C'ye ayarlanmis
benmari igine birakilarak, biiziilen parafin
kesit yiizeyinin agilmasi saglanmigtir. Daha
sonra kesitler iizerine Albiimin -Gliserin
(1kisim taze yumurta aki + 1 kisim gliserin)
karigimt siiriilmiis lamlar iizerine aktarilmis
ve sabitlestirmek iizere 60 °C’ deki etiivde 2-
3 saat bekletilmislerdir.

2.2.Boyama
Kesitlerin mikroskop altinda
incelenebilmesi icin boyanmalari

gerekmektedir. Bu amagla fibrin metodu
kullantimistir (Luna, 1984). Fibrin boyama
metodunda asagidaki sira izlenmistir;
1.Ornekler saf su ile yikanir
2.Zenker soliisyonunda 1 gece bekletilir
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3.Akar suda yikanir

4.1yot ile civa klorid kristali uzaklastirilir
ve sodyum tyosiilfat ile renk gidene kadar

temizlenir.

5.Cesme suyunda 15 dakika yikanir.

6.Celestin Blue soliisyonunda 5 dakika
bekletilir.

7.Cesme suyunda yikanir.

8.Mayer Hematoksilen soliisyonunda 5
dakika bekletilir.

9.Cesme suyunda 5 dakika yikanir.

10.0range G-pikrik asit soliisyonunda 5
dakika bekletilir.

11.Cesme suyunda 1 dakika yikanir.

12.Asit fuksin soliisyonunda 5 dakika
bekletilir.

13.Cesme suyunda yikanir.

14.Diferensiyal soliisyonda 10-15 dakika
bekletilir.

15.Cesme suyunda yikanir.

16.MacFarlane g¢alisma soliisyonunda 5
dakika bekletilir.

17.Cesme suyunda yikanir.

18.Light green soliisyonunda 1 dakika
bekletilir.

19.Cesme suyunda yikanir.

20.% 95 lik ve saf alkolde dehidrat
- yapilir ve ksilolle temizlenir (Her birinde 2
kez).

21.Hazirlanan preparatlar entellan ile
kapatilir.

3. Bulgular ve Tartisma

Morfolojik ozelliklerine gére 6 grupta
toplanan ve tanimlari materyal ve metot
bolimiinde verilen tomurcuk  gelisme
asamalarindan, 1 no’lu agamaya ait
anterlerde yapilan gozlemlerde sadece
mikrospor ana hiicrelerine rastlanmustir.
Diploid yapidaki bu hiicrelerin, koyu bir
hiicre geperine ve yine koyu renkli boyanan
iri bir hiicre ¢ekirdegine sahip oldugu
goriilmiigtiir (Sekil 1). ikinci asamadaki
tomurcuklarin anterlerinde mikrosporlarin
dyad ve tetrat doneminde bulundugu
goriilmiistiir (Sekil 2). Ugiincii asamadaki
tomurcuklarin anterlerinde ayrilmak lizere
olan doért adet mikrospor igeren gelismis
tetratlar ve tetrattan ayrilmak iizere olan
fakat heniiz serbest hale gegmemis polenler
goriilmiistiir (Sekil 3). Dordiincii agamadaki
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tomurcuklarin  anterlerinden  hazirlanan
orneklerde heniiz serbest hale ge¢memis
geng polenlerin tek ¢ekirdekli agamada veya
I. polen mitozunda olduklar saptanmistir
(Sekil 4). Besinci ve altinct gruptaki
anterlerde serbest hale gecmis geng polen
tanelerinin bulundugu goriilmiistiir (Sekil 5).
Abak (1983) biberde 3.6-4.0 mm gapindaki
tomurcuklarda yer alan anterleri
kullandigim, Novak (1974) 4.5 mm
capindaki, Ciner ve Tipirdamaz (2002) ise 5
mm ¢apindaki tomurcuklarin anterlerini
kullandiklarimi bildirmektedir. Bu ¢alismada
IV. grupta yer alan 4.53 mm c¢apindaki
tomurcuklarin polen mitozu asamasinda
oldugu saptanmigtir. Tomurcuk
biiyiikliigiiniin ¢esitler, yetisme kosullar ve
bitki yasina gore degisiklik gosterebilecegi
bildirilmekte ise de elde edilen sonuglarin
birbiri ile uyumlu oldugu goriinmektedir.
Buradan biber bitkisi i¢in tomurcuk ¢apinin
iyi bir kriter oldugu sonucu da gikarilabilir.
Oysa domateste Summers ve ark. (1992)
mikrospor gelisim safhasini belirlemede,
tomurcuk uzunlugunun, seg¢imden Once
herhangi bir kesim iglemi gerektirmedigi
icin, kullaniminin daha kolay oldugunu
ancak anter uzunlugunun  tomurcuk
uzunluguna gore daha iyi bir kriter oldugunu
agiklamiglardir. Biberde anterler dometeste
oldugu gibi tiip halinde olmadig: igin anter
uzunlugunu almak pek kullanigh bir yontem
olarak goriinmemektedir.

Dunwell ve Perry (1973) bitkilerin
yaslanmasiyla birlikte uygun donemde
goriinen tomurcuklardaki anterlerde
mikrospor ve gen¢ polen taneciklerinin
heterojen bir karisim halinde bulundugundan
s0z etmektedir. Genotip, bitki yasi,
tomurcugun bitki tizerinde bulundugu yer ve
mevsimin etkisi sonucu tomurcuk
biytikliigii ile mikrospor gelisim safhasi
arasinda iliski kurmaya yonelik g¢abalarin
sinirlt basar1 saglamasina sebep olmaktadir.
Bu nedenle polen gelisim asamalarini
incelemek ve tomurcuk morfolojisi ile polen
gelisim safhast arasinda iligki kurabilmek
igin sitolojik gozlemler yapmak
gerekmektedir. Bu amagla asetokarmin ile
boyama, ethidium bromid, DAPI gibi
cekirdek DNA’sim1  boyama, parafin
kesitlerin hematoksilen, fibrin gibi boyalarla
boyanarak  sitolojik  olarak inceleme
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Sekil 1. Mikrospor ana hiicreleri. k:konnektif, end: endothecium, ma: mikrospor ana hiicresi
(x10, orijinal).
*ﬁ 2

Sekil 2. Dyad ve tetrat asam
(X20, orijinal).

5%
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Sekil 4. Heniiz serbest hale gelmemis geng polen tanelerinde polen mitozu asamasi.ms:Tek
¢ekirdekli geng polen tanesi pm: polen mitozu. (X40, orijinal).

kullanilabilmektedir. Bu

yontemleri
yontemlerin ~ herbirinin  avantaj  ve
dezavantajlar1 bulunmaktadir. Asetokarmin
ve DNA boyama yontemleri oldukga hizli
hazirlanabildiginden =~ zaman  agisindan
oldukca avantajlidir (Samanci ve ark, 1998).
Ancak Ellialtioglu ve ark. (2001) bu
boyalarin insan saghg agisindan dikkatle
kullanilmast gereken maddeler oldugunu
vurgulamiglardir. Parafin yontemi ile elde
edilen goriintiiler net ve giivenilir sonuglar
vermesine kargin uygulamada preparatlarin
hazirlanmasinin =~ uzun  zaman  almasi
yontemin dezavantajidir. Nitekim
Ellialtioglu ve ark. (2001) herhangi bir bitki
tirti ile ilk kez anter kiiltiirii galigsmasi
yapilacak ise parafin yontemi kullanilarak
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mikrosporogenesis asamalarinin saptanmasi
islemini faydali bulmakta, laboratuvar
calismalart  sirasinda ise taze anter
materyalinin  kontrol edilmesi amaciyla
asetokarmin ile boyayarak ezme preparat
yapilmasinin  pratik bir yol olacagni
bildirmektedirler.
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