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ARASTIRMA MAKALESI/RESEARCH ARTICLE

MELEZLEME ve LABORATUVAR Y_6NTEMLE|3i ile_'Tl'JTUNDE POLEN TOZLARININ
DOLLENME YETENEGIiNi KAZANDIGI DONEMIN SAPTANMASI

Betiil BURUN!
0z
Nicotiana tabacum 1. “Bursa 63/14” ve “Ege 101/215 tiitiin cesitlerinde in vitro polen ¢cimlendirme testleri
ve melezleme caligmalart ile polen tozlarimin ¢imlenme yetenegini kazandigi donem belirlenmistir. Petal borusu
uzamis fakat ucu heniiz pembelesmemis cicek tomurcuklarimmn polenlerinde dolleme yetenegi baglamaktadir.
Ancak, korollanin ucu pembelesmis fakat agmanus ¢icek tomurcugu polenleri gerek in vitro’da (Bursa 63/14
¢esidinde ortalama %87,5 ve Ege 101/215 ¢esidinde ortalama %81,0 ¢imlenme orani) gerekse melezleme

caligmalarinda (Ege 101/215 x Bursa 63/14 melezlemesinden ortalama bir kapsiilde 1294 adet tohum ) en iyi sonu-
cu vermistir.

Buna gore melezleme icin en uygun tomurcuklar, korollanin uglar1 pembe ve acilmamig donemdeki ¢gigek ( 5
nolu ¢icek tomurcugu) tomurcuklaridir.

Anahtar Soézciikler: Nicotiana tabacum, In vitro polen ¢imlenmesi, Melezleme.

DETERMINATION OF THE FERTILIZATION ABILITY OF POLLEN WITH HYBRIDIZATION
and IN VITRO TECHNIQUES IN TOBACCO '

ABSTRACT
By in vitro pollen germination and hybridization the stage is determinated in which the pollen grains gain the
ability of fertilization in Nicotiana tabacum “Bursa 63/14” and “Ege 101/215”. The ability of fertilization was
achieved in the pollens of flower buds of which petal tubes elongated but their tips were still green. However the
pollens of flower buds whose tips of corolla were pink, gave the best results both in vitro (in Bursa 63/14, average
%87,5 and in Ege 101/215 average %81,0 germination rate) and hybridization (in Ege 101/215 x Bursa 63/14
hybridization, average 1294 number seeds /capsule).

According to these results, the most appropriate buds for hybridization were the buds whose corolla’s tip were
pink and didn’t open yet (flower bud number 5).

Key Words: Nicotiana Tabacum, In Vitro Pollen Germination, Hybridization.

1.GIRIS

Yiiksek bitkilerde normal dollenmede stigma tize-

risi de mikrosporlarin dolieme yetenegini kazanmus ol-
masidir.

rinde polen tozlar ¢imlenerek polen tlipii olusturur ve
embriyo kesesine ilerler. Polen tiipiindeki 2 generatif
cekirdekten biri yumurta hicresi digeri kutup ¢ekirdek-
leri ile birlesir. Boylece ¢ift dollenme ile embriyo ve en-
dospermt meydana gelir ve tohum gelisir. Déllenmenin
gerceklesmesi pek cok faktore baglidir yani dollenme
ancak uygun kosullar altinda gerceklesir. Bunlardan bi-

Polenlerin dolleme yetenegini kazandigi donem
gerek in vitro gerekse in vivo olarak cesitli yontemlerle
belirlenmektedir.

Polenlerin in vitro kosullarda cesitli amaglar icin
cimlendirtlmesi ile (bazi kimyasal maddelerin polen
cimlenmesi lizerine etkilerini aragtirmak, uygun ¢im-
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lendirme ortamu belirlemek, uyusmazlik vb.) polen
¢imlenme oranlar1 ve polen tiipii uzamas: konusunda
tiitlinde ve diger bazi bitkiler iizerinde yapilmug bir ¢ok
caligma bulunmaktadir (Mahaver ve Misra,1997, Pa-
oletti ve Raddi, 1995).

Swaminathan ve Murty (1957) Nicotiana genusun-
da bazi tiir caprazlamalarinda tek yonlii uyusmazlik
iizerinde yaptiklari calismada sadece siikroz ve agarll in
vitro ¢imlendirme ortami kullanmiglardir. Dean (1964)
ise % 15 siikroz ve 30 ppm bor i¢eren ortamin tiitiin po-
lenlerinin ¢imlenmesi igin uygun oldugunu belirtmistir.
Daha sonraki ¢alismalarda Nicotiana i¢in daha fazla be-
sin elementi iceren ortamlarin uygun oldugu belirtil-
mektedir (Read vd.,1993; Tandon vd.,1999).

Hlasnikova ve Dubousky (1980), tiitiinde in vitro
polen ¢imlenmesinde siikroz veya glikozun ¢imlenme
tizerine etkisini aragtirmug ve siikrozun gerek polen
cimlenmesi gerekse polen tiipli uzunlugu bakimindan
daha iyi sonug verdigini belirtmislerdir. Ayrica tiitiinde
polen ¢cimlenmesi iizerine siikroz, amino asit, borik asit,
tuzlar ve antibakteriyel ajan (rifamycin) iceren likit or-
tamda PEG - 6000’in ve Cu (II) tuzlarinin ilavesi ile
polen cimlenmesi ve polen tiipii bilyiimesinin tegvik
edildigi, anormal biiyiimenin engellendigi belirtilmek-
tedir (Read vd., 1993). Bor, kalsiyum, potasyum ve
magnezyumun PEG 10000 ile birlikte polen ¢imlenme-
si lizerine olumlu etkileri saptanmistir (Tandon
vd.,1999).

Tiitiinde c¢ok diisiik konsantrasyonlarda flavonol
ilavesi (0,15 — 1,5 uM) ile ¢imlenme, gelisim ve polen
tiipii bilylimesinde en iyi sonuglarin elde edildigi belir-
tilmektedir (Ylstra vd., 1992). Tiitiinde steroid hor-
monlarinin da polen ¢imlenmesi ve in vitro’da olgunla-
san polenlerin polen tiipii biiyiimesini tegvik ettigi sap-
tanmugtir (Ylstra vd., 1995).

Nicotiana tabacum’da polen tiipii bilylimesi ve ge-
neratif ¢ekirdegin boliinmesini ekzogen Ca*2’un tegvik
ettigi (optimum konsantrasyon 1073 M); yiiksek Ca+2
uygulamalarinin ise polen tiipii biiylimesini engelledigi
ortaya konmustur (Fan vd., 1997).

1 2 3
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Polen ¢imlenmesi iizerine ¢evre kogullarinin etkisi
ve polen depolama kosullari iizerine yapilmis calisma-
lar da bulunmaktadir (Dean, 1964; Dean, 1965; Bhatve
Ratnambal, 1997, Zhang vd.,1997; Nenadovic vd,
1996; Loupassaki vd., 1997). Dean (1965), oda sicakli-
g1 ve nemi kosullarinda muhafaza edilen N. tabacum
polenierinin 5 hafta i¢inde canliliklarim kaybettiklerini
oysa 0°C’de ve % 5°den diigiik nisbi nem kogullarinda
saklanan polenlerin 136 hafta sonra dahi canli kaldikla-
rin1 gozlemistir.

Mohammad ve Shah (1970), tiitiinde mayis ayin-
daki ¢iceklenmeyi incelemis ve cigeklerin agilmasinm
sabah 05 - 08 arasinda maksimum oldugunu, anterlerin
acilmasinin ise O0gleden sonra daha yiiksek oldugunu
gozlemislerdir. Aragtiricilar, stigmalann gigek acilma-
dan 48 saat 6nce polen tozu kabul edebilir duruma gel-
diklerini ve bu durumun ¢igek agildiktan 60 saat sonra-
ya kadar devam ettigini belirlemislerdir.

Bu ¢alismada, melezleme ve laboratuvar yontem-
leriyle polen tozlarinin dolleme yetenegini kazandif1 ve
en yiiksek dollenmenin gerceklestigi donem saptanma-
ya calisilmistir.

2. MATERYAL ve YONTEM
2.1. Materyal

Materyal olarak Nicotiana tabacum L. “Bursa 63 /
14” ve “Ege 101 / 215” gesitleri kullanitmigtir.

(Caligmada 6 farkls biiyiikliikte ¢igek tomurcugu se-
cilmigtir (Sekil 1). 1 nolu ¢icek tomurcugunda korolla
kaliksden ¢ikmak tizere, 2 nolu ¢igek tomurcugunda ko-
rolla biraz uzamts, 3 nolu ¢icekte korolla biraz daha
uzamig ve ucu sigkin durumdadir. 4 nolu ¢igek tomurcu-
gunda korollanin ucu pembelesmeye baglamis, 5 nolu
cigek tomurcugu korollanin ucu tamamen pembelesmig
fakat ¢icek tomurcugu heniiz agilmamig durumdadir ve
6 nolu cigek petallert agilmug olan ¢igeklerdir.

4 5

Sekil 1. Secilen 6 Boy Cicek Tomurcugu Biiyiikliikleri.
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2,2, Yontem
2.2.1. In vitro Gimlendirme

In vitro ¢cimiendirme ortam1 olarak Swaminathan
ve Murty (1957)’nin verdigi ortam kullanilmugtir. 3 g
siikroz, 0,5 g agar ve 25 ml distile su ile 100°C su ban-
yosunda 20 dakika kangstinlarak ¢imlendirme ortami
hazirlanmustir. Bu ortam lamlar iizerine damlatilip bun-
larin iizerine 1, 2, 3, 4, 5 ve 6 nolu cigek tomurcuklari-
mn polenleri ayri ayn silkelenmis ve lamlar 30°C’de s1-
caklikta nemli ortamda ¢imlenmeye birakilmgtir. 22 sa-
at sonra % cimlenme oranlan belirlenmistir.

Calisma 2 tekerriirlii olarak yiirtitiilmiis ve polen
cimlenme oranlan (%) a¢1 degerlerine gevrilerek tesa-
diif parselleri deneme desenine gore degerlendirilmistir.

2.2.2. Melezleme

Her iki ¢esit icin de 5 nolu biiyiikliikteki cigek to-
murcugu ana ebeveyn olarak segilerek 6 boy ¢icek to-
murcuklarma ait polenler ile ayri ayn melezlenmisgtir.

Melezleme 4 tekerriirlii olarak yapilmis ve istatis-
tiki olarak tesadif parsellerine gore degerlendirilmis-
tir. Hava kogullar1 nedeniyle diisen melez kapsiildeki
tohum sayisinin tahminlemesi kayip parsel fomiiliinden
bulunmustur (Agikgoz, 1981).
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3. BULGULAR

In vitro ¢imlendirme ortaminda her iki gesidin
de polenlerinden 2 saat sonra ¢im borucuklarnin
meydana gelmeye basladigi gézlenmistir. In vitro kiilti-
riin 2. saatinde yapilan incelemede her iki ¢esitte sade-
ce 5 ve 6 nolu gigek tomurcuklar: polenierinde ¢imlen-
me oldugu 22 saat sonra ise 4, 5 ve 6 nolu ¢icek tomur-
cuklarinin polenlerinde cimlenme oldugu hatta Ege 101
/ 215 ¢esidinde 3 nolu ¢igek tomurcugunun polenlerin-
den de birkag polenin ¢im borucugu olusturdugu goz-
lenmigtir. 3 nolu ¢igek tomurcugu biiyiikliigiinden 4 no-
Iu cicek tomurcugu biiyiikliigiine gecisteki ciceklerin
polenlerinin ¢imlenme yetenegi baslamig olmaktadir.
Cicek tomurcugu biiyiikliiklerine gore her iki cesidin
polen ¢cimlenme oranlari tablo 1°de verilmigtir.

Tablo 1’den en yiiksek cimlenme oraninin her iki
¢esitte de 5 nolu ¢icek tomurcugu biiyiikliigiinde oldu-
gu (cesit ortalamast % 84,25); ayrica 4 nolu biiyiikliik-
teki cicek tomurcugundaki polenlerin ¢imlenme ora-
ninimn ¢ok diigiik oldugu da (gesit ortalamasi % 39,25)
goriilmektedir.

Cigek tomurcuklarinin biiyiikliiklerine gére polen
¢imlenme oranlan istatistiki olarak % 1 diizeyinde
onemli bulunmustur. Coklu t testine gore her iki ¢esitte
de 5 ve 6 nolu ¢icek tomurcuklarinin polenlerinin %
¢imlenme oranlan aym grupta yer almis, 4 nolu ¢icek
tomurcugunun polenlerinin ¢imlenme orami ayn bir
grup olmustur. Ayrica, 5 ve 6 nolu ¢igcek tomurcugu po-

Tablo 1. In Vitro Polen Cimlenme Oranlari.

Cicek Bursa 63 / 14 Ege 101 / 215
Tomurcugu % ¢imlenme % cimlenme
Biiyiikliigii TekerriirI  Tekerriir I  Ortalama Tekerriirl TekerriirII Ortalama

1 — — — — - —

2 — — —— — —_— ——

3 -—- --- - Cok az Cok az Cok az
4 25 60 425 20 52 36,0
5 90 85 87,5 85 77 81,0
6 70 70 70,0 82 77 79,5

Tablo 2. Ege 101 / 215 x Bursa 63 / 14 Melezlemesinde Tohum Tutma Durumu ve Her Bir Kapsiildeki Tohum Sayisi.

Cicek tomurcugu Tekerriir
Biiyiiklugii I I 111 1v Ortalama
1 Tohum tutmadi Tohum tutmad: Tohum tutmadi Tohum tutmadi Tohum tutmad:

2 Tohum tutmadi  Tohum tutmadi
3 Tohum tutmadi Tohum tutmadi
4 0(*) 96

5 970 1344

6 1270 1210

Tohum tutmadi
Tohum tutmad:

Tohum tutmadi
Tohum tutmadi

Tohum tutmad:
Tohum tutmadi

388 73 139
1715 1150 1294
1300 1137 1229

(*) Kayip parsel formiiliine gore hesaplanmis ve -3 degeri bulundugundan nazari olarak 0 degeri alinmustir.
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lenlerinin % ¢imlenme oranlan arasindaki fark 6nemli
bulunmamugtir. Iki gesit arasinda polen ¢imlenme oran-
lar1 bakimindan istatistiki onemlilik yoktur.

Melezlemeler resiprok yapilmig ve sadece son 3
boy ¢icek tomurcugu ile yapilan melezlemelerden to-
hum alinmugtir (Tablo 2). Bursa 63/14 x Ege 101/215
melezlemesinde ¢ogu kapsiiller riizgardan diistiigii icin
tablo 2°de sadece Ege 101/215 x Bursa 63/14 melezie-
mesine ait veriler goriilmektedir.

Ege 101 / 215 x Bursa 63 / 14 melezlemelerinde
kapsiildeki tohum sayisi 4 nolu ¢igek tomurcugunun
polenleri ile yapilan tozlamada ortalama 139, 5 nolu ¢i-
¢ek tomurcugu polenleri ile yapilan tozlamada ortalama
1294 ve 6 nolu cigek biiyiikliigiinde ortalama 1229 adet
ile en iyi tohum baglamanin 5 nolu ¢igek tomurcugunun
polenlen ile yapilan tozlamadan elde edildigi goriil-
mektedir.

Farkli biiyiikliikteki ¢icek tomurcugu polenleri ile
yapilan melezlemelerde kapsiildeki tohum sayis1 baki-
mindan istatistiki onemlilik bulunmustur. 4 nolu ¢icek
tomurcugu ile 5 nolu ¢igek tomurcugu ve 4 nolu ¢igek
tomurcugu ile 6 nolu ¢igek tomurcufu arasindaki fark
onemlidir.

4. TARTISMA ve SONUG

Tiitiinde cesitli donemlerdeki polen tozlarinin
dolleme yetenegini kazanip kazanmadigi laboratuvar
yontemleri ve melezleme caligmalarn ile ortaya kon-
mustur.

Tiitlinde polen ¢cimlenmesinde ortam bilesimi {ize-
rinde yapilan ¢esitli ¢caligmalar ortama ilave edilecek
bazi maddelerin tesvik edici etkilerini ortaya koymustur
(Ylstra vd., 1992; Read vd.,1993; Ylstra vd.,1995). Tii-
tiin i¢in ¢cimlendirme ortaminda glikoz yerine siikrozun
daha uygun oldugu belirtilmis ve tiitiin ile ilgili ¢alig-
malarda siikroz kullanildig: literatiir bilgilerinden go-
rilmektedir. Bu ¢aligmada da diger maddelerin etkileri-
nin olmayacag1 ¢ok basit bir ortam (sadece seker ve
agar iceren) kullanilmigtir. Diger cimienmeyi tegvik
edici maddelerin etkileri olmadan % ¢imlenme oranlar
saptanmustir. In vitro polen ¢imlendirme testierinde 5 ve
6 nolu ¢icek tomurcuklarinin polen ¢imlenme oranlars
en yiiksek olmus ( iki ¢esit ortalamasi olarak sirasiyla
%84,25 ve %74,75) ve in vitro’da 5 ve 6 nolu ¢igek to-
murcuklar polenleri dolieme yetenegi bakimindan uy-
gun bulunmugstur. Benzer sekilde Favili vd.(1964), ti-
tiinde farkli dénemlerde toplanmug polenlerin % 20 su-
lu siikroz sollisyonunda ¢imlenmesini tespit etmisler ve
en iyi cimlenmenin kendisi acilmig anterlerden elde
edildigini, bunu anterin acilmak iizere oldugu polen-
lerin ¢imlenmesinin izledigini belirtmiglerdir. Bu ¢alig-
mada da korolla agilmamig ancak ucu pembelesmis ¢i-
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¢ek tomurcuklarnnin polenleri ile yeni agmig ¢igeklerin
polenleri in vitro’da en yiiksek ¢imlenme oranini gos-
termig ve istatistiki olarak ayni grupta yer almustir. Me-
lezleme calismalarinda da ayni ¢igek tomurcuklar to-
hum tutma bakimindan en iyi sonucu vermistir.

Melezleme calismalarinda (Ege 101/215 x Bursa
63/14) 5 nolu ¢igek tomurcugunun polenleri ile yapilan
tozlamada tohum tutma (kapsiildeki tohum sayisi orta-
lama 1294 adet) en iyi olmugtur. Sonuglara gore 5 ve 6
nolu ¢igek boylarn melezleme icin tozlayici olarak 6ne-
rilmektedir. Paulownia’da benzer sekilde bir calisma
yapilmig ve cicek bilyiikliiklerine goére polen ¢imlenme
oranlari in vitro olarak arastinlmis; uzanmg ve agmis
olan cicek tomurcuklarinda (30-40 mm) ¢imlenmenin
arttig1 hatta 40 mm uzunluktaki giceklerin polenlerinin
ortamda siikroz bulunmadiginda da ¢imlendigi belirtil-
migtir (Ho ve ark., 1998).

Polenlerin in vitro % ¢imlenme oranlar1 melezleme
sonuglan ile karsilagtirilirsa paralel sonuglar elde edil-
digi goriilmektedir. Dean (1965)’da polen canliliginmn
saptanmasinda ¢imlendirme testleri ile gercek tozlama
testlerinin uyumlu sonug verdigini belirtmistir.
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