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Arastirma Makalesi

oz
Makale Tarihgesi: Orkide tohumlar1 seffaftir ve embriyolar1 rahatlikla goriinmektedir. Daha
gggalt?;‘rmg?%ézzgzzg evvelki calismamizda farkli enzimlerle maserasyon teknigi kullanilarak
Online Yayl.nla.nm.a: 20.12.2023 embriyolarin, seffaf tohumlardan izolasyonu yapilmisti. Bu ¢alismada ise daha

basit bir yontemle kloralhidrat ve buna benzer farkli seffaflagtirict ve doku
genlestirici  kimyasallar kullanarak basit embriyo izolasyonu ydnteminin
olusturulmast amag¢lanmigtir. Caligmada 2 farkli yontem kullanilmistir. Birinci

Anahtar Kelimeler:

ggﬂgz yontemde farkli oranlarda laktikasit, kloralhidrat, fenol, karanfil yag1 ve ksilol
owul karisiminda dissekte edilmis orkide ovulleri, farkli siirelerde (24 saat, 48 saat
T(;hUFIT; ] ve 72 saat) bekletilmistir. Diger yontemde ise sadece kloralhidrat eriyiginde
Kloralhidrat

ovuller 24 saat, 48 saat ve 72 saat olmak iizere 3 farkli siirelerde bekletilmistir.
Her iki yontemde de ovullerden embriyolarin hafif bir bastirma ile kolayca
cikip ¢cikamadigr test edilmis ve ayrica ovullerden baski ile ¢ikan embriyolarin
biitlinliigii ya da par¢ali olma durumuna gore yontemlerin verimliligi birbiri ile
karsilagtirilmistir. Sonug olarak; sadece kloralhidrat iginde 72 saat bekletilen
ovullerden embriyolarin rahat izolasyonu ve embriyolarin biitinligi ve
saglamligr agisindan bu yontemin daha verimli oldugu tespit edilmistir.
Ilaveten bu ydntem ile embriyolarin ve siispansér yapilarinin ¢ok kolay ve
pratik bir sekilde ovullerden ¢ikis1 gozlenmistir. Ayrica yontemin funikulus,
plasenta, karpel, megaspororosist-arkeosporal hiicre ve ovul gelisimi
calismalarina hiz kazandiracagi anlasilmistir. Boylece uzun siiregli gomme ve
mikrotomda histolojik kesitlere gerek kalmaksizin bazi 6nemli embriyonal ve
siispansor yapilarinin pratik ve hizli bir sekilde incelenebilmesi miimkiin
olmugtur. Yontemin faydalar1 ve yetersiz oldugu noktalar degisik giincel
makaleler esliginde tartigilmigtir.

Effect of Chloralhydrate on Ophrys mammosa Desf. ssp. mammosa (Orchidaceae) Ovules

Research Article ABSTRACT

Article History: Orchid seeds are transparent and embryos can be seen easily. In our previous
iecﬁee;eeg; gg-ggggg study, embryos were isolated from transparent seeds using the maceration
Published online: 20.12.2023 technique with different enzymes. In this study, it was aimed to create a simple

embryo isolation method by using chloral hydrate and similar different clearing
and tissue expanding chemicals with a simpler method. Two different methods

K ds: . . . .

Oﬁmgr ° were used in the study. In the first method, dissected orchid ovules were kept
Ophrys for different times in a mixture of lactic acid, chloral hydrate, phenol, clove oil
gvudle and xylol at different rates. In the other method, ovules were kept in
eel

chloralhydrate solution for 3 different times: 24 hours, 48 hours and 72 hours.
In both methods, it was tested whether the embryos could easily come out of
the ovules with a slight pressure, and also the fertility of the methods was
compared with each other according to the integrity or fragmentation of the
embryos that came out of the ovules with pressure. As a result; it has been
determined that this method is more efficient in terms of comfortable isolation

Chloralhydrate
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of embryos from ovules kept in chloral hydrate for 72 hours and in terms of
integrity and robustness of embryos. In addition, with the efficiency of this
method, it has been observed that the embryos and suspensor structures exit the
ovules in a very easy and practical way. In addition, it has been understood that
the method will accelerate the studies of funiculus, placenta, carpel,
megasposorist-archaeosporal cell and ovule development. Thus, it has been
possible to examine some important embryonal and suspensory structures
practically and quickly without the need for long-term embedding and
histological sections in the microtome. The benefits of the method and its
inadequacies, albeit partially, were discussed in the presence of various current
articles.

To cite: Aybeke M. Kloralhidratin Ophyrs mammosa Desf. ssp. mammosa (Orchidaceae) Oviilleri Uzerine Etkisi. Osmaniye

Korkut Ata Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Dergisi 2023; 6(Ek Say1): 55-71.

Giris

Orchidaceae familyasi, karasal veya agaglar iizerinde epifitler olmak iizere ototrof, saprofitik veya
parazitik ¢ok degisik yelpazede bitki formlarini igermektedir (Leake, 2005). Bitkilerin en biiyiik ailesi
olarak kabul edilen Orchidaceae, 25.000-35.000 tiirden olusmaktadir (Attri ve ark., 2020).
Tiirkiye’deki orkidelerin biiyiik bir boliimii Orchidoideae subfamilyas1 Orchideae tribusuna ait karasal
orkidelerdir. Tiirkiye’de Orchidaceae familyas1 24 cins ve toplamda 229 taksonla temsil edilmektedir
(Giiler ve Deniz 2012), ve bu say1 her gecen giin yeni orkidelerin kesfi ile gittik¢e artmaktadir. Bu
dikkate deger giizellikte bitkiler, ¢icek varyasyonlari ve degisik tozlagsma yontemleri ile birgok
arastiricinin ilgi odagi olmustur (Cozzolino ve Widmer 2005).

Ophrys mammosa subsp. mammosa’nin genel 6zellikleri sdyledir: Bitkiler 20-50 cm, 3-6 (-9) adet
oblong-ovat veya lanseolat yaprakli, Spika 2-10 ¢igekli, ¢igekler biiyiik, ¢anak yapraklar yesil, 14
mm'ye kadar uzunlukta, dorsal dik, oblong, bazen geriye dogru kivrilmis, lateral olanlar yayik, alt
yarist bazen kirmizimsi- veya morumsu-kahverengi tonlu, petal ovat-lanseolat, labbellum yuvarlak
veya ovat, genellikle + diiz veya hafif kivrik, 16 x 16 mm'ye kadar boyutlarinda, tam veya nadiren
kiiciik yan girintili, , apekste ¢ok az mukronat, tabana yakin iki yuvarlak meme benzeri ¢ikintil,
cikintilarin dis tarafi genellikle villoz, koyu kestane rengi ila siyahimsi -kahverengi kadifemsi renkli,
spekulum + H geklinde, soluk mavimsi, tiiysiiz, ¢iceklenme: 3-5 aylar arasi (Giiler ve Deniz, 2012)
Tohumlarla ilgili olarak ekseriyetle sistematik morfolojik ¢aligmalar yapilmistir. Testa
retikulasyonlar1, antiklinal ve periklinal ceper ozellikleri, retikulasyonlarin antiklinal ¢epere olan
acilari, retikulasyonlarin catallanma durumu vb. gibi degisik morfolojik kriterler deskriptif ve
diagnostik karakter olarak tiir ayiriminda kullanilmaktadir (Clifford ve Smith, 1969; Barthlott, 1976;
Arditti ve ark., 1979; 1980; Chase ve Pippen, 1988; Aybeke, 2007). [laveten nesli tehlike altinda olan
orkideler tlizerinde ex situ koruma, mikorizal iliskiler, tohum ¢imlenmesi, orkide tohumlarinin uzun
siire canliliklarinin yitirmeden korunmasi gibi degisik tohum eksenli ¢aligmalar yapilmistir (Kauth ve
ark., 2008; Hongxia ve ark., 2010; Kendon ve ark., 2017; Yeung, 2017).

Toz seklindeki orkide tohumlarinin sayisal ve fiziksel 6zellikleri, Arditti ve Ghani (2000) tarafindan
yapilan kapsamli bir incelemede detaylandirilmistir. Buna gore; bir embriyo, goriiniir bir kotiledonu

olmayip, testa icinde kiiresel-oval bir sekildedir. Kok ve siirgiin apikal meristemleri gibi farkli
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dokulara belirgin yapisal farklilasma ve birincil meristemleri yoktur. Bir baska belirgin 6zellik; orkide
tohumlarinin iginde bir endosperm olmamasidir.

Tohumun cimlenme sonrasi gelisim anatomisi calismalar1 da dikkat cekicidir. Ornegin; tohum
¢imlenmesi bir protokorm olusumu ile sonuglanir. Dogada, bir protokormun basarili bir sekilde
biiyiimesi, bir mikorizal mantar ile simbiyotik birlikteligi gerektirir (Rasmussen, 1995; Peterson ve
ark., 1998; Yeung, 2017). Apikal meristemler aktivitesiyle protokormdan sonunda fide olusumu
gerceklesir (Vinogradova ve Andronova, 2002; Yeung, 2022).

Orchidaceae familyasinda birgok farkli embriyolojik gelismenin varliindan dolay1 embriyoloji
caligmalarinin taksonomik dnemi vurgulanmistir (Sharma ve Vij, 1987; Sood ve Sham, 1987; Yung-I
ve ark., 2006, 2008). Zira bu 6neme atfen Aybeke (2012), Ophrys mammosa’nin anter ¢eperi ve polen
gelisimini tim embriyolojik safhalari ile ayrintili olarak tespit etmistir. Ayrica orkide embriyolarinda
siispansoriin yapisi ve iglevi, embriyonun gelismesi sirasinda oldukca 6nemlidir. Ayrica ovul gelisimi
siirecinde i¢ integumentin varligi, zigot ve proembriyo gelisimini etkilemektedir (Lumaga ve ark.,
2020; Yuan-Yuan ve ark., 2016)

Tiirkiye’de de degisik orkide tohum ¢alismalar1 yapilmistir: Ak¢in ve ark. (2009), Tiirkiye’de bulunan
19 degisik orkide tizerinde morfolojik ve morfometrik g¢aligmalar yapmigtir. Orkide tohumlarinin
morfometrik analizi, testa ve embriyo boyutlarinin ve morfolojisinin yani1 sira tohum kabugu
duvarlarinda retikiilasyonun varlig1 / yoklugu veya retikulasyonun taksona 6zgii farkliliklar1 dikkate
almmustir. Dolayisiyla dis morfolojik karakterler ve buna ilaveten tohum i¢i hava bosluk oranlar
orkide taksonomisinde énemli oldugu anlagilmistir.

Bektas ve ark. (2013), tohumdan invitro ¢imlendirme deneyleri ile Orchis coriophora’da protokorm
olusumu ve fide gelisimi ¢alismalar1 yapmislardir. Benzeri bir ¢aligma, Anacamptis, Dactylorhiza,
Orchis ve Ophrys taksonlarinda farkli bir arastirmaci grubu tarafindan yapilmistir (C1g ve ark., 2018).
Stingii-Seker ve ark. (2021), Tiirkiye’de de bulunan 12 farkli orkidede tohum morfolojik ve
morfometrik ¢aligmalar yapmiglardir. Calismada sonug olarak, tohumun kalazal veya medial bolgedeki
hiicre sekli farkliliklari, tohum boyutlari, boyuna eksendeki hiicre sayilari, periklinal duvar siislemesi
gibi tohum karakterleri, taksonomik olarak stabil karakterler oldugu, buna karsin tohum sekli,
periklinal duvar siislemesi eksikligi ve daha biiyiik embriyo boyutlarinin ise ekolojik adaptasyon veya
gelisim ile alakali oldugu belirtilmistir. Benzer bir ¢alismada Aybeke (2007), farkli Ophrys taksonlari
ve ozellikle yakin taksonlar arasinda polen ve tohum morfolojik 6zelliklerini incelemistir.

Aybeke (2014) kendi ¢alismasinda Himantoglossum robertianum’da tohum morfoloji ve
histokimyasina yonelik denemeler yapmistir. Buna gore testa hiicrelerinin 6l oldugu, histokimyasal
testlere gore olgun embriyolarin kiiresel sekilli oldugu ve 6zellikle tohumun embriyo kisimlarinda
kiitikiiler bir kilifin varligi, olgun embriyolarda ise yiiksek miktarda ¢oziiniir karbonhidrat, lipid ve
protein cisimleri ve ¢ok az nisasta bulundugu belirtilmistir.

Orkide tohumlarinda degisik maserasyon ve embriyo izolasyonu calismalar1 da yapilmistir. Ciinki

embriyolar ve tohumlar {izerinde arastirmalar ¢ok zordur. Orkide tohumlar1 ¢ok kiigiik, tozlu ve
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seffaftir, bu nedenle, ¢alismada orkide tohumlari igin izolasyon tekniginin nasil hazirlanacagi ve
orkide embriyolarinin tohumlardan nasil izole edilecegi incelenmistir (Aybeke 2013a). Aybeke
(2013b), bir ¢alismasinda Barlia robertiana’da enzimatik maserasyon ve embriyo izolasyonu iizerinde
denemeler yapmustir.

Sonug olarak; yukarida ayrintili olarak belirtildigi gibi orkide tohumlarinda ekseriyetle taksonomik-
morfolojik ve invitro ¢imlendirme, mikorizal iliskilerin aydinlatilmasi, simbiyotik ve asimbiyotik
tohum ¢imlenmesi caligmalar1 yapilmig ve kismen de embriyolojik ¢aligmalara deginilmistir. Bazi
caligmalarda ise embriyo izolasyonu ve tohum maserasyonuna dair degisik pratik metotlar
gelistirilmistir (Aybeke 2013a-b). Kisacasi embriyolojik ¢alismalarin ve nesli tehlike altinda olan
orkide gruplarinin ex situ korunma ve iiretilmesi i¢in embriyo oldukga 6nem arz etmektedir. Embriyo
izolasyonu oldukga zordur. Tohumun seffafligi, tohum i¢inde bir hava boslugunun varligi bir avantaj
saglasa da embriyonun ve tohumun mikronlar diizeyinde kiiciikligli ¢aligmalari oldukca
zorlamaktadir. Bu nedenle alternatif, pratik ve hizli yontemlerin tespiti, bu tarz calismalara kolaylik
saglayacaktir. Dolayisiyla bu c¢alismanin amaci, yeni, pratik, hizli bir maserasyon ve embriyo

izolasyonu yonteminin kesfidir.

Materyal ve Metot

Calismada Ophrys mammosa Desf. subsp mammosa (Orchidaceae)’nin Edirne ilinde yapilan arazi
caligmalarinda toplanan gimnostemiyumlar1 ve gelismis orneklerin tohumlar1 kullanilmistir. Toplanan
orneklerin bir kismi, EDTU 8206 numara ile herbaryuma (Trakya Universitesi Herbaryumu) dahil
edilmistir. Dolayisiyla ¢aligmada tozlasmamig bitkilerin gimnostemiyumlari ve tozlagmis olgun
meyvalardan alinan tohumlar kullanilmustir.

Gimnostemium, Carnoy fiksatifinde (3: % 96 alkol, 1: % 45 asetik asit) bir gece buzdolabinda fikse
edilmistir. Sonrasinda % 96 alkol ile yikanan 6rnekler, % 70 alkol i¢cinde denemelere kadar muhafaza
edilmistir. Tohumlar ise fikse olmadan dogrudan kuru siseler i¢ginde muhafaza edilmistir.

Calismada iki farkli yontem kullanilmustir. Ilk ydntem, Bolleddu ve ark. (2022) calismasindan
modifiye edilerek tatbik edilmistir. Buna goére karisim; 2: % 85 laktik asit, 2: kloralhidrat, 2: fenol, 2:
karanfil yagi, 1: ksilol seklindedir. Ikinci yontemde ise dogrudan kloralhidrat eriyigi hazirlanip
kullanilmistir. Belirtilen bu yontemlerde 6rnekler (gimnostemiyum / tohum) 24 saat, 48 saat, 72 saat
gibi 3 farkli zaman diliminde oda kosullarinda bekletilmistir. Siire sonunda ¢ozeltiden ¢ikarilan
orneklerden gimnostemiyumlar, ayni sivida lam iizerine alimp, Olympus BH-2 stereo mikroskop
altinda hafifce dissekte edilip ve lamel ile ¢ok hafifce bastirilarak preparati yapilmistir. Tohumlar ise
¢ozelti sonrasinda herhangi bir disseksiyona tabii tutulmadan ayni sivi i¢inde ve lam lamel arasina
alinarak preparasyonu yapilmistir. Bu iglem sirasinda tohumlara lamel iizerinden hafif¢e bastirilmustir.
Lamelle kapatilmadan evvel 1 damla Toluidin Blue O boyasi (O’Brien ve ark., 1964) ile preparat
muamele edilmis ve sonrasinda lamel ile kapatilmistir. Preparatlarin incelenmesi ve fotograflarin

¢ekimi, Olympus CX-21 bilgisayar uyumlu Fotomikroskop ile gergeklestirilmistir.

58



Bulgular ve Tartisma
Caligmada her iki yontemde farkh siirelerde (24, 48, 72 saat) denenmesine ragmen en iyi sonuglarin
kloralhidratta 72 saate alindigi tespit edilmistir. Bu yontemle ilgili bulgular, asagida sunulmaktadir:

Gimnostemiyumlardan yapilan preparatlarda karpeller ile plasenta arasinda ve plasentadan
funikuluslar ile ovullere olan baglantilar dikkat ¢ekmektedir (Sekil 1a-d). Yeni gelisen bu ovullerde
funikulus hiicrelerinin seffaf oldugu goriilmektedir (Sekil 1d). Olgun tohumlardaki funikuluslarda
hiicrelerin daha yogun ve koyu boyali oldugu goriinmektedir (Sekil 1e). Yeni gelisen ovullerin ug
kisimlarinda arkeosporal hiicreler veya mayoza girecek olan megasporosistler yogun sitoplazmali
olarak dikkat ¢cekmektedir (Sekil 1f).

Sekil 1a. karpelden plasenta baglantis1 (ok) ve plasenta lizerinde ovuller, b:
plasentadan ovullere baglantilar (ok). c: ovuller (ok), d: (Sekil ¢ biiyiitilmiisii)
ovuller, funikulus baglantilar1 seffalasmis, e: funikuluslarin ve tohumlara
baglantis1 (ok), f: ovuller ve megasporosistler / arkeosporal hiicreler koyu
renkli halde (0k). Olgek: a-c: 160y, d-f: 100p
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Sekil 2a. Arkeosporal hiicre veya mayoz siirecindeki megasporosist (ok), b-d:
integument (antetik ovul) gelisimi i¢in dikkate deger ovul yapist (ok,) (c-d
sekilleri farkli odakli ¢ekimlerdir), e: 2 adet ovulde birinde profaz Il (ok), f:
kismen tetrada doniisen ovul (tetrad ve etrafinda seffaf kalloz ¢eper var, ok).
Olgek: a-f: 50u.

Kloralhidrat yontemi uygulanan ovullerde megasporosist veya arkeosporal hiicreler de goriinmektedir
(Sekil 2a). Ayrica ovullerde integument varligina ve gelisme diizenine gére Atekmik olup olmadig1 da
bu yontemle kolayca anlasilabilmektedir (Sekil 2b-d). Ovul uglarinda mayoz geciren megasporosist
veya mitoz gegiren arkeosporal hiicreleri de kismen de olsa gormek miimkiin olmaktadir (Sekil 2e,f).

Tohumlardan siispansor veya embriyosu ile birlikte siispansoriin ¢ikist mikropilar kisimdaki bosluktan
olmaktadir. BOylece embriyo ve siispansor fazla hasar gormeden hafifce bastirma ile sisen ve
seffaflagan tohumdan ¢ikmaktadir (Sekil 3a-¢). Hatta siispansor ug hiicresi, nukleusu ile birlikte gayet
iyi incelenebilmektedir (Sekil 3f). Uzun bir siispansoriin tohumdan ¢ikisi ile tiim bastan sona

hiicrelerini gérmek kloralhidrath ezme yonteminde miimkiindiir.
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Sekil 3a. Tohumlardan siispansor ¢ikist (3 tohumdan, ok), b: 3 tohum mikropil

agikligindan siispansor ¢ikisi (ok), c: stispansdr kisimlart (ok), d: embriyo ve

stispansor (ok), e: siispansor, f: sekil e’deki stispansoriin u¢ kismi, Olgek: a:

160u, b-e: 100y, f: 50u
Stispansoriin bas ve en son ug hiicrelerinde nispeten daha kiigiik ve yogun sitoplazmali hiicreler varken
orta kismindaki hiicreler ise daha biiylik ve vakuolliidiir (Sekil 4a,f). Kismen tohum i¢inde kalan
siispansor ve embriyolar1 da incelemek miimkiindiir. Ornegin Sekil 4f ve Sekil 5a-d’de boyle bir
durum vardir. Ciinkii orkide tohumlar1 seffatir ve kloralhidratta maserasyonu igerdeki dokularin
/hiicrelerin goriinebilirligini artirmaktadir.
Siispansoriin orta bolgesi daha sarimsi, bas ve son kisimlart daha koyu renkli bir kilif ile ¢evrilidir.
Cunki kitikiil, siispansoriin sarimsi goriinen orta bolgesinde bulunmamaktadir (Sekil 5a-€). Ayrica
farkli siispansor yapilarini da bu yontemle gérmek miimkiindiir. Ornegin; Sekil 5d-e’de torpido
seklinde siispansor goriilmektedir. Sekil 5f’de proembriyo goriilmektedir. Kisacasi tiim embriyonal
gelisim safhalar tespit edilebilmektedir. Torpido benzeri siispansorlerin birkag 6rnegi Sekil 6a-d’de

verilmektedir.
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Sekil 4a. siispansor oldukc¢a uzamig ve disariya dogru kivrilmig (ok), b: sekil
a’da siispansor bas kismu, ¢: sekil a’daki stispansoriin orta kisim, d: sekil a’daki
siispansoriin uca dogru biiyiik ve taneli ¢ok nukleuslu bir hiicresi, e: sekil
a’daki siispansor u¢ kismu ve funikulus ile olan baglantisi (ok), f: siispansor
hiicreleri (siyah ok; kirmizi ok embiyo hiicrelerini gosterir. Olgek: a: 100y, b-
e: 50p, f: 160u

Embriyonun kag¢ hiicreli oldugunun anlagilmasi igin arastiricinin mikroskop mikrovidasi ile farkli
noktalara odaklanarak hiicre sayimi yapabilmesi kismen miimkiindiir (Sekil 7a-f).
Normal siispansor yapist Sekil 6e-f’dedir. Buradan incelenen taksonda siispansor degisik yapilarini

ortaya ¢ikarmanin miimkiin oldugu anlasilmaktadir.
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Sekil 5a. sekil 4f’de kirmizi oklu embriyo hiicreleri biiyiitiilmiis halde ve altinda
vakuollii siispansor olusturacak olan biiyiik 2 hiicre (ok), b: siispansor hiicreleri
mikropile dogru kiicilmekte, cC: siispansor hiicresi (sar1 renkli kisimda kutikular
kalinlagsma yoktur), d: farkli sekilde (torpido benzeri) bir stispansor (sar1 orta
kisminda kutikular kalinlagsma yoktur), e: torpido benzeri siispansdr yapisi
(slispansor bas ve son kismi kutikular kalinlagmali ama orta sigkin sar1 kisimda
kalinklasma yok), f: proembriyo (siispansorii eksik), Olgek: a-d,f: 50p, e: 100p.

Tohum yumusak ve siskin oldugu i¢in embriyo tam ¢ikmasa bile goriilmesi miimkiin olmaktadir.
Ornegin; Sekil 6e’de tohum iginden kismen ¢ikmus siispansdr ve tam globiiler embriyo yapisi gayet
rahat¢a goriilebilmektedir. Tohumdan tamamen ¢ikmig embriyo ve siispansorler Sekil 7a-f’de
verilmektedir.

Stispansor nukleuslar1 hasarsizdir. Siispansor orta hiicreleri biiylik vakuolliidiir. Farkli biiytikliikte
gelisme gosteren siispansorler embriyolart ile birlikte Sekil 8a-f’de verilmektedir. Siispansoriin farkl
biiyiikliikte olmasina ilaveten embriyolarin farkli biiyiikliikte olduklar1 dikkat cekmektedir (Sekil 8a-
f). Farkli biyiikliikte embriyo ve siispansorler, hasarsiz bir sekilde goriinmektedir. Hatta ikiz

embriyolu ve stispansorlii tohumlar da bu yontemle rahatca tespit edilebilmektedir (Sekil 9a-f).
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Sekil 6a. torpido benzeri embriyo (0k), b: sekil a biiyiitiilmiisii, ¢: embriyo ve
stispansorii (torpido benzeri), d: “sekil ¢” biiyltiilmiisi, e: tohum i¢inden kismen
¢itkmig bir embriyo (ok), f: embriyo ve tam siispansori ile birlikte (stispansor uca
dogru hiicre boyutlar1 ve yogunluklar1 dikkat gekmektedir). Ol¢ek: a: 160y, b,d-
f: 50, c: 100u.

Burada verilen bir¢ok ornekler i1siginda kloralhidratl 72 saatlik maserasyon siiresinin orkide
ovullerinde en iyi sonug¢ verdigi tespit edilmistir. Diger yontemde ise karisim halinde laktik asit,
kloralhidrat, fenol, karanfil yagi ve ksilol kullanilmasina ragmen ve o denemede de 24-48-72 saatlik
maserasyon testlerine ragmen en iyi sonug, sadece kloralhidratli denemede alinmigtir. Yapilan literatiir
taramalarinda laktik asitin, fenoliin, karanfil yagmin ve ksiloliin degisik bitkisel ve hayvansal
maserasyon denemelerinde seffaflagtirict etkilerinin oldugu tespit edilmistir (Bybd ve ark., 1983;

Blahnik ve ark., 2007; Khandelwal, 2008; Sawad ve Udah, 2012).

64



Sekil 7a. embriyo ve kismi siispansorii ile birlikte, b: siispansoriin orta
kismindaki iri ve vakuollii biiyiik hiicresi, c: sekil b’nin devaminda siispansor ug
kisim hiicreleri (daha siki diziligli, yogun sitoplazmali ve kiigiik hiicreler), d: 8
hiicreli embiyo ve tam siispansorii ile birlikte, e: embiyo ve siispansorii (kiigiik
biiyiitmede), f: sekil e’nin biyiitilmis halinde embriyo kismi ve kismen
siispansoriin bas kisimlari goriilmektedir. Olcek: a-d,f: 50p, e: 100p.

Ayrica her iki yontem arasinda gegisli denemeler de yapilmistir. Ornegin; materyal toplandiktan sonra
24 saat %85 laktik asitte bekletme sonrasi karigim sivisina alinmig; fakat bu denemede verimli sonug
almamamustir. Yine kloralhidratta 48 saat bekletilen 6rnekler, sonrasinda karisim sivisina konulmus;
fakat olumlu sonu¢ alinamamustir. Bir bagka denemede karisim sivisinda 24 saat bekletme sonucunda
biitiin drneklerin dagildigl ve hicbir organin saglam kalmadigi anlagilmistir. Kloralhidratta 24 saat
bekletme sonucunda ve preperasyonda hafif bir ezme sonucunda higbir faydali sonucun alinmadigi
anlagilmigtir. Bunun iizerine 48 saatlik kloralhidrat maserasyon testlerinde bastirma ile embriyo ve

sispansoriin ¢iktigi anlagilmigtir.
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Sekil 8a. sekil 7f’nin devami, siispansoriin u¢ kisminda yogun sitoplazmali

kiigiik hiicreler, b: embriyo ve siispansoriiniin u¢ kismi, c: embriyo ve

stispansoril (kiigiik resimde kismen bilyiitlilmiisii), d: embriyo ve siispansorii

(kiigiik resimde biiyiitiilmiis halde), e: embriyo ve siispansorii (kiigiik resimde

embriyo kisnmu bilyiitiilmiis halde), f: embriyo ve siisiipansorii ile tam halde

(diger 2 kiigiik resimde biiyiitiilmiis halde). Olgek: a-d: 50y, e-f: 100p.
En iyi verimin ise kloralhidratta 72 saat bekletilen deneylerden elde edilmistir. Bu denemelerde
tohumlarin oldukga seffaf oldugu ve hafif bir baski ile embriyonun ve siispansoriin saglikli bir sekilde
mikropilar acikliktan disart ¢iktigi gozlenmistir. Boylece embriyo ve silispansor rahat bir sekilde
incelenebilmektedir. Embriyonun proembriyo ve embriyo fazinda kag hiicreli oldugu anlamak igin
mikrovida ile farkli odaklarda netlestirmek gerekmektedir. Ayrica embriyonal gelisme c¢alismalari
yapilacaksa bir kereye mahsus histolojik gdmme tekniginin uygulanmasi gerekmektedir. Buradan
embriyo boyutlari, sekilleri ve hiicre sayilari not edilerek bir skala olusturulmali ve maserasyondan

sonra embriyo incelemeleri, bu skala ile karsilagtirilarak yapilmasi daha dogru oldugu

distiniilmektedir.
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Sekil 9a. embiyo siispansoril ile birlikte tam, b: ezilmis tohum i¢inde embriyo ve
sispansorii (embriyo ve kismen siispansoriin bas kisimlar1 goriillmekte), c: sekil
b’deki siispansoriin u¢ kisminda kiigiik ve yogun hiicreler, d: tohum iginde
ezilmis halde embriyo ve siispansorii (kiigiik resimde biiylitilmis), €: siispansorii
ile tam bir embriyo, f: tohum iginde ikiz embriyolar (oklu) ve siispansorleri
(birinin siispansorii kismen mikropilden disar1 ¢ikmis halde). Olgek: a-b,d-e:
100y, c,f: 50u.

Yéntemin bircok yanal faydasi da bulunmaktadir: Ornegin; karpel-plasenta baglantilari, plasenta-ovul
baglantilari, funikulus ve ovul baglantilart Sekil 1°de goOsterilmistir. Siispansoér ve funikulus
baglantilar1 Sekil 3’de gosterilmistir. Megasporosist veya Arkeospopral hiicrenin gelisim evreleri Sekil
1 ve 2’de gosterilmistir. Bu noktada emin olmak icin histolojik gémme teknikleri kullaniminin
oldukea faydas1 olacag diisliniilmektedir. Zira maserasyon yonteminde nukleus ve sitoplazma igerigi
kismen bulamik goriinmektedir. Birkag preperasyondan sonra arastiricinin uzmanligi daha da
geliseceginden sonraki caligmalarda histolojiye girmeden dogrudan maserasyonla embriyonal gelisim
tespit edilebilecektir. Ayrica yontemin ovul gelisiminde de faydasi bulunmaktadir. Zira Lumaga ve
ark. (2020) orkidelerde antetik ovul gelisimini ve integument yapilarmin énemini vurgulamiglardir.
Dolayisiyla Sekil 2b-d’de gosterildigi gibi ovul yapis1 ve integument gelisim asamalar1 bu maserasyon

yontemi ile hi¢ gdbmme teknigine gerek kalmadan pratik bir sekilde tespit edilebilecektir. flaveten
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siispansor ve embriyo yapilart (tek veya ikiz embriyolu tohumlarda) ayrintili olarak Sekil 3-9’da bol

fotografli 6rneklerle gosterilmistir.

Bu yontemle ayrica embriyonun siispansorii ile birlikte total sekil olarak izlenmesi de miimkiindiir.
Ciinkii Sekil 5 ve 6’da siispansériin torpido benzeri bir yapida oldugu goriilmiistiir. ilaveten
embriyonun etrafindaki kilifin kutikular olup olmamasi (histokimyasal incelemeler agisindan)

onemlidir. Kismen histokimyasal sonuglar bu yontemle de elde edilmektedir.

Sonug olarak; detayli ve bir¢ok fotografli drneklerin yukarida gosterilmesi (Sekil 1-9) ile bu basit
maserasyon yonteminin 1) funikulus-plasenta-karpel baglantilari, 2) megasporosist / arkeosporal
hiicre, 3) siispansor ve 4) embriyo incelemelerinde gayet iyi sonuclar verdigi anlasilmistir. Elbette
eksik yonleri vardir; bunun i¢in bu yontemin baslangic asamasinda histolojik gomme teknikleri ile
birlikte yiiriitiilmesi ¢ok daha verimli sonuglarin alinmasini saglayacaktir. Sonrasinda arastirict
zamanla tecriibe kazanacak ve yukarida belirtildigi gibi 4 farkli alanda sadece bu yontemle hizlica
bircok taksona bagli Ornekleri tarama yapmasi miimkiin olacaktir. Dolayisiyla yontemin orkide

embriyolojisi, anatomisi ve histolojisine katkida bulunacagina inanilmaktadir.

Sonuclar

Calisgmada Ophrys mammosa Desf. subsp mammosa pistil ve tohumlarinda 2 farkli maserasyon
yontemi uygulanmis ve buna gore sadece kloralhidratli 72 saat inkubasyon siiresinin en verimli
sonuglar1 verdigi anlagilmigtir. Siire sonunda yapilan preparatlardan embriyo ve siispansor yapilari net

bir sekilde ayirt edilmis ayrica funikulus yapilari, ovul gelisim sekli de tespit edilmistir.

Cikar Catismasi Beyani

Yazarin kendi aragtirmasi olup, herhangi bir ¢ikar catigsmasi olmadigini beyan eder.
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