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Oz: Bu arastirmada, Yerli turung anacinda farkli tozlama uygulamalari sonucunda
meyve, tohum ve embriyo gelisimi ile nuseller embriyo olusum mekanizmasina
iligkin incelemelerin yapilmasi amaglanmistir. Calismada; Yerli turung anacinda
Izolasyon, Serbest tozlanma, Yabanci tozlama ve Kendileme uygulamalari
yapilmistir. Calisma sonucunda nuseller embriyo koken hiicre (NEKH)’lerinin;
tohum taslaginin kalaza kismindaki nusellus dokusundan olmak iizere tozlanmaya
bagli olarak dollenme sonrasinda olustuklari, gelisimlerinin ilk asamasinda
nusellus hiicrelerinden beslendikleri, embriyo kesesine giris yaptiktan sonra ise
endospermi tiiketerek gelismelerine devam ettikleri belirlenmistir. Yapilan
incelemeler sonucunda Yerli turung anacinda Yerli ii¢ yaprakli ile yabanci tozlama
yapilmasi durumunda ¢igek tozu ¢im borusu gelisiminin yavas ve az sayida oldugu
belirlenmistir. Ayrica, yabanci tozlama uygulamasi sonucunda gelisen sinirli
sayidaki tohum taslaklarinda da endosperm gelisiminin yeterli diizeyde olmadig1
tespit edilmistir. Serbest tozlanma ve Kendileme uygulamalarinda ise bu tip
durumlar olugsmamistir. Sonugta, Yerli turun¢ anacinin Yerli {i¢ yaprakli ile
tozlanmas1 durumunda, yeterli eseysel uyusmanin gergeklesmemesi nedeniyle
baslangicta olusan NEKH’lerinin olgun birer embriyoya doniisebilmesinin sinirl
oldugu, ayrica embriyo kurtarma i¢in kritik dénemin tozlanmadan sonra 65. ve 75.
giinler arasinda oldugu belirlenmistir.
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Abstract: This study aims to determine fruit, seed and embryo development with
nucellar embryo formation mechanism in the case of different pollination types
in Sour orange var. Yerli. In the study, ‘Isolation’, ‘Open-pollination’, “Self-
pollination’ and ‘Cross-pollination’ treatments were evaluated. The results
showed that, nucellar embryo initial cell (NEIC)s firstly formed from chalazal
part of nucellus depending on fertilization. They use the nucellus for their first
development and after reaching to embryo sac, start to use up endosperm in order
to develop. When the Sour orange var. Yerli was cross pollinated with Poncirus
trifoliata, pollen tube growth rate becomes slower and lower in number. At the
same time, the limited number of cross pollinated ovules did not develop
sufficient endosperm inside the embryo sac. These cases were not seen in Open-
pollination and Self-pollination treatments. Consequently, the formed NEICs
after cross-pollination with Poncirus trifoliata cannot develop a mature embryo
because of the insufficient compatibility and the critical period for embryo rescue
of Sour orange is determined between 65" and 75" days after pollination.

“Bu ¢alisma ‘Onemli Turunggil Anaglarinda Nuseller Embriyoni ve Olusum Mekanizmasinin Arastirilmas1’
isimli Doktora tezinden {iretilmistir.
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1. Giris

‘Poliembriyoni’ terimi, bir tohum kabugu icerisinde birden fazla sayida embriyo bulunmasi
seklinde tamimlanmakta olup, ilk kez 1719 yilinda Leeuwenhoek tarafindan ortaya atilmustir.
Turunggillerde goriilen poliembriyoni, ‘Apomiksis’ olay1r sonucunda olusmaktadir (Zhang ve ark.,
2018). Apomiksis ise dollenme olmadan tohum olusumunu ifade etmekte ve tarimda ¢ok 6nemli bir
ozellik olan bir sonraki kusakta ana birey ile tamamen ayni1 genetik 6zelliklere sahip yavru bireylerin
olusmasiyla sonu¢lanmaktadir. Bu durum, elma ve turunggiller disinda tarimsal a¢idan énemli olan
bitkilerde ¢ok yaygin olmamakla birlikte, s6z konusu tiirlerde de genellikle sporofitik apomiksisin
nuseller embriyoni tipi gorilmektedir (Koltunow, 1993).

Turunggillerin tohumlarinda bulunan poliembriyoni 6zelliginden dolayi, anag bitki iiretiminde
daha ¢ok, tohumla ¢ogaltma yontemi kullanilmaktadir (Turgutoglu ve ark., 2009). Bu durum anag
uretiminde avantaj saglarken, 1slah ¢alismalarinda ise bir dezavantaj olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Ayrica, nuseller embriyoni olusum ve gelisimi turunggil tiir ve ¢esitlerine gore de oldukca farkli
durumlar sergilemesi nedeniyle literatiirde karmasikliga neden olmaktadir. Tiim bu durumlardan dolay1
Zhang ve ark. (2018) da yeni ve kaliteli turunggiller 1slah edebilmek i¢in kullanilacak olan bir ¢esidin
nuseller embriyoni ve eseysel uyusmazlik 6zelliklerinin 6nceden bilinmesi gerektigini bildirmislerdir.

Yapilan bu ¢alismada, tilkemizde biiyiik 6l¢lide ekonomik 6neme sahip olan Yerli turung anacinda
tozlanmanin engellendigi ‘izolasyon’, dallarin serbest kosullara birakildig: ‘Serbest tozlanma’, Yerli ii¢
yaprakli anaci ile “Yabanci tozlama’ ve kendi ¢icek tozlari ile ‘Kendileme’ uygulamalar1 sonucunda
nuseller embriyo olusturma yetenekleri, eseysel uyusmazlik durumlar1 ve kritik embriyo gelisme
safthalarimin belirlenmesi yaninda meyve dokiim zamanlariin bu parametreleri ne sekilde etkiledigi de
incelenmistir. Bu sekilde, konu hakkindaki literatiirde karmasikliga neden olan hususlarin agiga
kavusturulmasina ve ayrica Yerli turungta melezleme 1slah1 yapacak arastirmacilara yol gosterici bazi
sonuclara ulagilmasina ¢aligilmigtir.

2. Materyal ve Yoéntem

Deneme 2014-2016 yillar1 arasinda Alata Bahge Kiiltlirleri Aragtirma Enstitiisiine ait turunggil
ana¢ parselinde ve Cukurova Universitesi Bahge Bitkileri Bélimiinde bulunan Sitoloji ve Histoloji
laboratuvarinda yiiriitiilmiistiir. Denemede ana bitki olarak Yerli turung, yabanci tozlayici olarak ise
Yerli ii¢ yaprakli anaglart kullanilmustir.

Deneme; bahge denemeleri, laboratuvar incelemeleri ve tohum ile ilgili ¢aligmalar olmak tizere
U¢ boliimde yiirtitiilmiistiir.

2.1. Bahce denemeleri

Bahce denemeleri kapsaminda; Yerli turung anacinda erkek organlarin emaskiile edilerek
tozlanmanin engellendigi ‘izolasyon’ uygulamasi, ¢iceklerin dogal kosullarda tozlanmaya birakildig
‘Serbest tozlanma’ uygulamasi, Yerli ii¢ yaprakli anacina ait ¢igek tozlari ile ‘Yabanci tozlama’
uygulamasi ve Yerli turung’un kendi cicek tozlari ile ‘Kendileme’ uygulamasi yapilmistir. Tozlama
uygulamalar1 liger agacta ve her agac icin en az 100 ¢igcek kullanilarak gergeklestirilmigtir. Bunun
yaninda, histolojik incelemelere materyal saglamak amaciyla meyve tutumu ¢aligmalarina paralel olacak
sekilde yine ‘Izolasyon’, ‘Serbest tozlanma’, ‘Kendileme’ ve ‘Yabanci tozlama’ uygulamalar1 yapilarak
belirli zaman araliklariyla 6rnekler alinmistir.

2.2. Laboratuvar ¢ahismalari

Laboratuvar ¢aligsmalari kapsaminda ilk olarak Yerli turung ve Yerli ii¢ yaprakli anaglarina ait
cigek tozu canlilik ve ¢imlenme diizeyleri belirlenmistir. Cigek tozu canlilik testi i¢in Norton (1966)’a
gore %]1°lik 2,3,5TriphenyltetrazoliumChlorid (TTC) ile canlilik testi yapilmigtir. Cicek tozu
cimlendirme denemeleri icin ise ‘Petride Agar’ yontemine gore %1 agar + %15 sakkaroz igeren
¢imlendirme ortami kullanilmistir (Seday ve Eti, 2011). Cigcek tozu canlilik ve ¢imlenme diizeylerinin
belirlenmesine yonelik ¢alismalara materyal saglamak amaciyla balon asamasinda bulunan en az 150
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cigek tlizerinde calisilmistir. Bu kapsamda her anag igin iiger yineleme ve her yinelemede beser alanda
sayimlar yapilmistir.

Cigek tozu calismalarina ek olarak ayrica Kendileme ve Yabanci tozlama kosullarinda
tozlamadan sonraki 1. giinden baslanarak 15. giine kadar her iki glinde bir 6rnekler alinarak ¢icek tozu
¢im borusu uzama hizlar1 ezme preparat yontemi (Preil, 1970; Eti, 1987) ile belirlenmistir. Inceleme
Olympus BX 51 floresan mikroskobu ile yapilmustir.

Yerli turung anacinda nuseller embriyoni olusum mekanizmasinin arastirilabilmesi igin ise
farkli boyutlardaki tomurcuklar ile tozlama ¢alismalar1 sonrasinda ilk 5 giin siireyle giinliik, daha sonra
15. gline kadar iki giinde bir, 85. guine kadar haftalik ve 85. giinden sonra hasata kadar 15 giinliik zaman
araliklaryla cicek ve meyve ornekleri alinmistir. Elde edilen 6rnekler incelenene dek FPA 70 tespit
sivist igerisine aktarilmistir. Yerli turung anacina ait tomurcuk, c¢icek, kiicik meyve ve tohum
orneklerinin parafine gomme yontemi ile kesitleri alinmistir (Karabiyik ve ark., 2018). Elde edilen
kesitlerde nuseller embriyolarin olusum ve gelisimlerinin mikroskobik incelemeleri Olympus BX 51
floresan-1s1ik mikroskobu kullanilarak incelenmistir.

2.3. Meyve ve tohumla ilgili calismalar

Yapilan farkl tozlama uygulamalari sonucunda elde edilen meyveler aylik zaman araliklariyla
ve hasat sirasinda sayilarak “aylik ve hasat sirasindaki meyve tutma diizeyleri” belirlenmigtir. Bunun
yaninda, hasat sirasinda elde edilen meyvelerde normal, abortif ve toplam tohum sayilar1 saptanmustir.
Ayrica, her meyveden elde edilen tohumlarda embriyo sayisi belirlenerek bir meyveden elde edilen
tohumlarin embriyo sayilarina gore dagilim oranlar da tespit edilmistir.

2.4. istatistiksel analiz

Deneme, 3 yinelemeli olarak tesadiif parselleri deneme desenine gore planlanmistir. Elde edilen
degerlere JMP 5.0.1 paket programinda tesadiif parselleri deneme desenine goére varyans analizi
uygulanmig ve ortalamalar arasindaki farklar LSD testine gore %5 6nem diizeyinde siniflandirilmistir.
Yiizde degerlere a¢1 transformasyonu uygulanmstir.

3. Bulgular
3.1. Cicek tozu ozellikleri

Denemede Yerli turung anaci i¢in kendilemede kullanilan Yerli turung ve yabanci tozlamada
kullanilan Yerli {i¢ yaprakli anaglarimin tozlayicilik 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla gigek tozu
canlilik ve ¢imlenme diizeyleri incelenmistir (Cizelge 1). Kullanilan anaglar ¢igek tozu canlilik diizeyleri
acisindan karsilastirildiginda, degerler arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak 6nemli olmamakla
birlikte, ¢igek tozu canlilik oranlarinin Yerli ti¢ yaprakli anacinda (%70.8) Yerli turung anacina (%65.2)
gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Cigek tozu ¢cimlenme diizeyleri agisindan ise degerler arasindaki
farklar istatistiksel olarak dnemli bulunmus ve yine Yerli ii¢ yaprakli anacindan (%47.3) Yerli turung
anacina (%12.3) oranla daha yiiksek ¢i¢ek tozu ¢imlenme diizeyleri elde edilmistir.

Cizelge 1. Yerli turung ve Yerli ¢ yaprakl anacina ait ¢igek tozu kalitesi

Anagclar Canlilik (%) Cimlenme (%)
Yerli turung 65.2 12.3b
Yerli {i¢ yaprakl 70.8 47.3a
D 0.D. ok

(1) Yiizde degerlere ag1 transformasyonu uygulanmuistir.
(2) Aymi siitunda ayri harflerle gdsterilen ortalamalar arasindaki farklar istatistiksel olarak dnemli bulunmustur.
(3) O.D.: Onemli degil; ***, p<0.001’i ifade etmektedir.
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3.2. Cicek tozu ¢im borusu uzama orani

Denemede yapilmis olan Kendileme ve Yabanci tozlama uygulamalarinda ¢icek tozu ¢im
borusu uzama oranlar1 belirlenmis olup, degerlere ait grafik, Sekil 1’de verilmistir. Yerli turung anacinin
kendilenmesi ve Yerli li¢ yaprakli ile yabanci tozlanmasi sonucunda 1. giinde ¢igek tozu ¢im borularinin
her iki uygulamada da stigma iizerinde ¢cimlenmeye basladig: belirlenmistir. Bu asamadan sonra ¢igek
tozu ¢im borulari 3. glinden itibaren Kendileme uygulamasinda stil igerisinde hizl bir sekilde ilerlerken,
Yabanci tozlama uygulamasinda daha yavas bir ilerlemenin gerceklestigi gorilmektedir. Kendileme
uygulamasinda ¢i¢ek tozu ¢im borulariin 7. giinde stil sonuna, 9. giinde ise tohum taslaklarina ulagmis
olduklar belirlenirken; Yabanci tozlama uygulamasinda 9. giinde stil sonuna ulagan ¢im borularinin,
tohum taslaklarina ancak 13. giinde ulastiklari tespit edilmistir. Yapilan ¢alismada ayrica, Yerli turung
anacinda Kendileme uygulamasi sonucunda stil igerisinde ilerleyerek tohum taslaklarina ulasabilen
cicek tozu ¢im borularmin olduk¢a yogun olmalarina karsin, Yabanci tozlama uygulamasinda ¢ok az
sayida olduklari belirlenmistir.

ko N\

ks G

= e

7 e O

100 \ \

@ ﬁj ; TT \\

0 1 3 5 7 9 11 13
Tozlanmadan Sonra Gin Sayisi
= abanci tozlama =— Kendileme

C.T.C.B. Llzama Oram

Sekil 1. Yerli turung anacinda yapilan Kendileme ve Yabanci tozlama uygulamalar1 sonrasinda gigek
tozu ¢im borusu uzama oranlari (C.T.C.B: Cigek Tozu Cim Borusu, TT: Tohum Taslagi).

3.3. Nuseller embriyo olusum ve gelisimi

Yerli turung anacinda tomurcuk agamasindaki kiiclik ¢icek orneklerinden ve ayrica, yapilan
farkli tozlama uygulamalari sonrasinda ¢igek ve kiigiik meyvelerdeki farkli asamalarda bulunan tohum
taslaklari ile tohum 6rneklerinden alinmis kesitlerden elde edilen goriintiiler Sekil 2°de verilmistir. Yerli
turung anacina ait tomurcuk Ornekleri incelendiginde, tohum taslaklarinda nusellus dokusunda
antezisten hemen oOncesine kadar herhangi bir sekilde farklilagmis bir hiicrenin goriillmedigi
belirlenmistir. Yerli turung anacina ait tohum taslaklarimin bu agamaya kadar embriyo kesesinin 1. veya
2. mitotik boliinmeyi gerceklestirerek, 2-4 hiicreli asamaya ulastig1 belirlenmistir.

Yapilan izolasyon uygulamalari sonrasinda cigekler dokiilene kadar drnek toplanabilmistir. Bu
orneklerde de daha sonra nuseller embriyo olusturabilecek herhangi bir farklilagmis hiicrenin
bulunmadigi; hatta tohum taslaklarinin, tozlanmanin olmadigi kosullarda hizli bir sekilde yikima
ugradiklar belirlenmistir. Yerli turung anacinda nuseller embriyo kdken hiicreleri (NEKH) ilk olarak
Kendileme ve Serbest tozlanma uygulamalarinda 13. giinde, Yabanci tozlama uygulamalarinda ise 22.
giinde olugmaya baslamigtir (Sekil 2a). S6z konusu hiicreler, nusellus dokusundaki diger hiicrelerden
daha yogun sitoplazmaya sahip olmalar1 ve daha iri hiicre c¢ekirdekleri ile kolaylikla ayirt
edilebilmektedir (Sekil 2a). Bu hiicrelerin tozlanmanin engellenmedigi kosullarda embriyo kesesini
cevreleyen nusellus dokusunun ilk 2.-3. hiicre katmaninda bulunduklar1 belirlenmistir. Serbest tozlanma
ve Kendileme uygulamalarindan elde edilen 6rneklerde, 15. giinde embriyo kesesi igerisinde olusan
zigotun yaninda endospermin de gelistigi, embriyo kesesinin genislerken etrafindaki nusellus
dokularmin da yikima ugramaya basladigi saptanmistir. Yabanci tozlama kosullarinda ise benzer
asamalar, birka¢ giin gecikerek gergeklesmeye baslamistir. Bu durumda, Yerli turung anacinda
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NEKH’lerinin, ¢igek tozu ¢im borularinin tohum taslaklarina ulasmasindan sonra olusmaya basladig
tespit edilmistir.

Sekil 2. Yerli turung tohum taslaklar1 ve olgunlasmamis tohumlarinda nuseller embriyo olusum ve
geligimi.
a. Serbest tozlanma kosullarinda tozlanmadan sonraki 15. giine ait tohum taslagi. Olgek cubugu= 10p. EK, Embriyo
kesesi; Beyaz oklar= NEKH’leri. b. Yabanci tozlama sonrasinda 43. giine ait tohum taslaginda endosperm gelisimi.
Olgek cubugu= 20p. En, Endosperm. C. Antezisten yaklasik 64 giin sonra olusmus globular embriyolar. Olgek
Cubugu=100p. E: Embriyo; N, Nusellus. d. Serbest tozlanma kosullarinda 85. giine ait tohumlar igerisinde sikigik
halde gelismekte olan gok sayida embriyo. Olgek Cubugu=200p.
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Yerli turung anacinda tozlanmadan sonraki 43. giinden itibaren NEKH’lerinin (Sekil 2b), 50.
giinde ise tohum taslagimnin mikropil kisminda zigot oldugu diisiiniilen hiicrenin béliinmeye basladigi
goriilmistiir. Bolinmeye baslayan NEKH’lerinin Oncelikle etraflarindaki nusellus dokusundan
beslenerek bu hiicreleri tiikettikleri (Sekil 2¢), daha sonra embriyo kesesine ulasabilen NEKH lerin
endospermden beslenmeye baslayarak irilestikleri (Sekil 2d) belirlenmistir. Bu bakimdan, Serbest
tozlanma ve Kendileme uygulamalarinda meyveler igerisinde birbirine daha yakin irilikte tohum
taslaklar1 oldugu gozlenmistir. Ancak, 6zellikle Yabanci tozlama uygulamalar1 sonucunda 78. giin ve
sonrasina ait Orneklerden elde edilen kiiglik meyveler igerisinde gelismeye devam eden tohum
taslaklarinin birbirinden oldukga farkli boyutlarda olduklar1 dikkati ¢ekmistir. Bu tip tohumlarin ¢ok
azinda endosperm normal bir seklide gelismesine devam ederken, bir¢cogunda endospermin ya hig
olusmadig1 ya da bir siire sonra yikima ugradig1 saptanmistir. Endospermi tam gelismis olan Serbest
tozlanma, Kendileme ve az da olsa Yabanc1 tozlama 6rneklerinden elde edilen tohumlarda embriyolarin,
tohum taslaginin mikropil tarafinda gelismelerine devam ettikleri belirlenmistir. Ayrica bu tohumlarda
tozlanmadan yaklagik 140 glin sonra embriyolarn, gelismekte olan tohumun icini 6nemli Slctide
doldurdugu goézlenmistir. Endospermi sorunlu olan tohum taslaklarinda ise embriyolarin gelisimini
saglayacak besin kaynaklar1 olmamasi nedeniyle olusan embriyolarin, tohumun ¢esitli yerlerinde
bulunabildikleri ve bu sekilde de abortif tohum olusumuna sebep olduklar1 belirlenmistir.

3.4. Meyve ve tohum ile ilgili caliymalar
3.4.1. Aylik ve hasat donemindeki meyve tutma diizeyleri

Yerli turung anacinda yapilan farkli tozlama uygulamalari sonucunda elde edilen aylik meyve
tutma diizeyleri Sekil 3°de verilmistir. Sekil incelendiginde, Izolasyon uygulamasinda mayis ayinda %7
oraninda meyve tutumunun gerceklesmis oldugu, ancak bu meyvelerin de haziran ayinda dokiilerek
hasat sirasinda hi¢ meyve elde edilemedigi goriilmektedir. izolasyon disindaki uygulamalarda ise
tozlamadan sonraki ilk iki ayda dokiimlerin oldukg¢a yiiksek olmasina ragmen, temmuz ayindan itibaren
kayda deger dokiimlerin gerceklesmedigi belirlenmistir. Ozellikle ilk iki ayda gerceklesen dokimiin en
fazla izolasyon uygulamasinda oldugu gériiliirken, bunu sirasiyla Yabanci tozlama ve Kendileme
uygulamalarinin izledigi tespit edilmistir. Bunun yaninda, Yabanci tozlama, Kendileme ve Serbest
tozlanma uygulamalarinda haziran ayindan sonra 6nemli dokiimlerin gerceklesmedigi saptanmistir.

100
o
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;\? 20 By
T ® B Haziran
E 50 Tammuz
= 40 B AFusios
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17.3 13 .
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I=olasvon Serbast Yabatica Kendilame
Tozlanma  Tozlama
Uvgulamalar

Sekil 3. Yerli turung anacinda yapilan farkli tozlama uygulamalar1 sonucunda elde edilen aylik ve hasat

dénemindeki meyve tutma diizeyleri.
(*) Ay harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar p<0.001 duizeyinde 6nemlidir.

Hasat sirasindaki meyve tutma degerleri de yine Sekil 3’de verilmis olup, degerler arasindaki
farkliliklarin p<0.001 diizeyinde 6nemli oldugu belirlenmistir. Bu bakimdan en yiiksek deger % 17.3 ile
Serbest tozlanmadan elde edilmis, bunu % 7.8 ile Kendileme uygulamasinin izledigi tespit edilmistir.
Yabanci tozlama uygulamasinda hasat sirasinda olduk¢a diisiik meyve tutumu (% 2.7) oldugu
saptanirken, Izolasyon uygulamalari sonucunda ise hi¢ meyve elde edilememistir.

Yapilan bu galismada, Serbest tozlanma uygulamalarinda genelde tohum sayilar1 daha ylksek
diizeylerde bulunmustur. Bu bakimdan Serbest tozlanma uygulamasindan 34.0 adet, Kendileme ve
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Yabanci tozlama uygulamalarinda ise sirasiyla 20.9 adet ve 20.7 adet tohum elde edildigi belirlenmistir
(Cizelge 2).

Elde edilen meyvelerdeki normal tohum orani bakimindan uygulamalar arasindaki farkliliklar
istatistiksel olarak ©nemli bulunmamakla birlikte, s6z konusu degerlerin Serbest tozlanma
uygulamasinda % 67.63 ve Kendileme uygulamasinda % 72.61 iken, Yabanci tozlama uygulamalar
sonucunda elde edilen tohumlarin ancak yarist kadarinin (% 49.75) normal gelisebildigi goriilmiistiir
(Cizelge 2). Yabanci tozlama uygulamasinda diger uygulamalara oranla daha az normal gelismis tohum
elde edilmesinin ise Yabanci tozlama sonucu endosperm olusumunda yasanan sikintilardan
kaynaklandig1 diistiniilmektedir. Bu bilgiler 1siginda, Yerli ii¢ yaprakli anacinin Yerli turung igin
yeterince uygun bir tozlayici olmadig1 net bir sekilde ifade edilebilir.

Cizelge 2. Farkli tozlama uygulamalari1 sonucunda elde edilen meyve, tohum ve embriyolara ait veriler

Toplam Tohum  Normal Tohum Normal tohumda  Abortif tohumda

Uygulama Sayist Orani embriyo sayist embriyo sayist
(adet) (%) (adet) (adet)

Izolasyon - - - -

Serbest tozlanma 340a 67.63 15 0.7

Kendileme 209b 72.61 1.6 0.4

Yabanci tozlama 20.7b 49.75 2.1 0.2

P il 0.D. 0.D. 0.D.

(1) Yiizde degerlere ac1 transformasyonu uygulanmustir.
(2) Aynu siitunda ayr1 harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur.
(3) O.D.: Onemli degil; ***, p<0.001°i ifade etmektedir.

Normal gelismis tohumlardaki ortalama embriyo sayilar1 bakimindan uygulama ortalamalari
arasindaki farklarin istatistiksel olarak 6nemli oldugu saptanmistir. S6z konusu anagta normal geligmis
tohumlardaki en yiiksek ortalama embriyo sayisinin 2.1 adet ile Yabanci tozlama uygulamasinda oldugu
ve bu degerin diger uygulamalardan farkli bir istatistiksel grupta yer aldigi belirlenmistir. Yabanci
tozlama uygulamasini, ortalama 1.6 adet ile Kendileme ve 1.5 adet ile de Serbest tozlanma
uygulamalarinin izledigi tespit edilmistir.

Yerli turung anacina ait abortif bir tohumdaki embriyo sayisi agisindan ise uygulamalara ait
ortalamalar arasindaki farklilik istatistiksel olarak Onemli bulunmamakla birlikte, uygulama
ortalamalarin 0.2 adet (Yabanci tozlama) ile 0.7 adet (Serbest tozlanma) arasinda degistigi
belirlenmistir.

Bir meyvedeki normal gelismis tohumlarin embriyo sayilarma goére dagilim oranlar
incelendiginde; Serbest tozlanma ve Kendileme uygulamalarinda birbirine benzer sonuglara ulasilirken,
ozellikle Yabanci tozlama uygulamalarinda monoembriyonik tohumlarin yiiksek oranda olduklar
gorilmektedir (Sekil 4). Abortif tohumlarda ise bu bakimdan daha ¢ok, embriyosuz tohumlarin olustugu
ve bunu 1 embriyolu tohumlarin izledigi goriilmektedir. Uygulama ortalamalar1 agisindan Kendileme
ve Serbest tozlanma uygulamalarindan benzer degerler elde edilmesine ragmen, Yabanci tozlama
uygulamasinda daha yiliksek oranda embriyosuz tohumun olusmasi da dikkat ¢ekici olmustur (Sekil 4).
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Sekil 4. Bir meyveden elde edilen tohumlarin embriyo sayilarina gore dagilim oranlari
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4. Tartisma ve Sonug¢

Bu galismada Yerli turung anacinda yapilan izolasyon, Kendileme, Yabanci tozlama ve Serbest
tozlanma uygulamalarinin nuseller embriyo olusum ve gelisimi lizerine etkisi histolojik olarak
incelenmistir.

Bu kapsamda oncelikle, kullanilan Yerli turung ve Yerli {i¢ yaprakli anaglarina ait ¢icek
tozlarmin canlilik diizeyleri tozlayicilik potansiyeli agisindan yeterli diizeyde oldugu belirlenmistir.
Ancak, Yerli li¢ yaprakli anacina ait ¢igek tozlarinda yeterli ¢imlenme diizeyine ulasilirken, Yerli
turunca ait gicek tozlarmin diisiik ¢imlenme oranina sahip oldugu saptanmistir. Yamamoto ve ark.
(2006), farkl: turung ¢esit ve klonlarinda ¢icek tozu canlilik diizeylerinin %46.5 ile %96.3 arasinda genis
bir aralikta belirlendigini bildirmislerdir. Seday ve Eti (2011) de farkli turunggil tiir ve gesitlerinde ¢igek
tozu canlilik ve ¢imlenme diizeylerinin énemli diizeyde farklilik gosterebilecegini ifade etmislerdir.

Denemede kontrollii kosullarda Yerli turung anacina ait ¢iceklerde Yabanci tozlama ve
Kendileme uygulamalar1 yapilmis olup, disicik borusu i¢inde ¢i¢ek tozu ¢im borusu uzama oranlari da
belirlenmistir. Bu kapsamda, Yabanci tozlama uygulamalarinda Kendileme uygulamalarina oranla
olduke¢a az sayida ci¢ek tozu ¢im borusunun daha yavas bir sekilde ilerleme gosterdigi dikkati gekmistir.
Benzer sekilde, Yamamoto ve ark. (2006) ve Distefano ve ark. (2012) tarafindan da bazi durumlarda
¢igek tozu ¢im borularinin stil sonuna az sayida ve yavas bir sekilde ulasabilecegi ve bu durumun yavas
gelisen bir tiir eseysel uyusmazlik olarak ifade edilebildigi bildirilmistir. Nitekim Zhang ve ark. (2018)
da yaptiklar1 c¢aligmada, turunggillerde gametofitik uyusmazligin séz konusu oldugunu ve bu
uyusmazlik tipinde ¢igek tozu ¢im borularinin stigmada degil stil igerisinde engellendigini yani olusacak
olan uyusmazligm stil igerisinde gerceklestigini bildirmislerdir. Bu goriislere paralel olarak Yabanci
tozlama uygulamalarinda ¢igek tozu ¢im borusu uzamasinda sorun yasanmasi ve meyve tutumunun
diisiik olmasi, Yerli turung x Yerli ii¢ yaprakli anaclari arasinda yeterli diizeyde eseysel bir uyusmanin
bulunmadigini isaret etmektedir.

NEKH’lerinin olusum ve gelisimi ile ilgili yapilan incelemeler sonucunda, Yerli turung
anacinda tomurcuk asamasinda nusellus dokusu i¢erisinde NEKH’lerine rastlanmamustir. NEKH’lerinin
tomurcuk doneminde de olusabilecegi daha 6nce Koltunow ve ark. (1995), Kepiro ve Roose (2007) ve
Kumar ve ark. (2014) tarafindan savunulurken; Wakana ve Uemoto (1988) s6z konusu hiicrelerin
antezisten sonra olusmaya basladiklarini bildirmislerdir. Yerli turung anacina ait tohum taslaklar1 geg
gelisim gosteren tohum taslaklari kapsaminda olup (Bacchi, 1943), antezis asamasinda embriyo
keselerinin ¢cogunun ancak 1. veya 2. mitotik boliinmeyi gergeklestirdigi belirlenmistir. Turunggilllerde
bu tip durumlar daha 6nce Bacchi (1943), Frost ve Soost (1968) ile Koltunow ve ark. (1995) tarafindan
da bildirilmistir.

Yerli turung anacinda tozlanmanin engellendigi izolasyon uygulamalar1 sonucunda elde edilen
tohum taslaklarinda da NEKH’lerine rastlanmamis ve bu kosullarda tohum taslaklarinin gelismeye
devam edemeyerek, hizli bir sekilde dejenere olduklart gézlenmistir. S6z konusu hiicrelerin Yabanci
tozlama, Kendileme ve Serbest tozlanma kosullarinda tozlanma ve dollenmeyi takiben olusabildikleri
belirlenmistir. Olusmaya baslayan NEKH’lerinin yogun sitoplazmalarindan dolay1 mikroskop altinda
daha koyu renkli gériindiikleri ve daha iri hiicre ¢cekirdeklerine sahip olduklari tespit edilmistir. Nuseller
embriyoni konusunda ¢alisan birgok aragtirmaci da NEKH’lerinin goriinimleri ile ilgili benzer ifadeler
kullanmiglardir (Strasburger, 1878; Esen ve Soost, 1977; Kobayashi ve ark., 1979; Wilms ve ark., 1983;
Wakana ve Uemoto, 1988; Naumova, 1993; Koltunow ve ark., 1995; Zhang ve ark., 2018).

Cicek tozunun olmadig1 ‘izolasyon’ kosullarinda veya tomurcuk asamasinda da NEKH’lerinin
olusmadig1 goz oniinde bulunduruldugunda; s6z konusu hiicrelerin olusabilmesi i¢in mutlaka tozlanma
olaymin gerceklesmesi gerektigi goriilmektedir. Daha Once yapilmis olan birgok calismada ise
NEKH’lerinin tozlanmaya gereksinim duymadan ya antezisten dnce (Koltunow ve ark., 1995; Wakana
ve Uemoto, 1987; Simsek ve ark., 2019) veya antezisten hemen sonra (Bacchi, 1943; Mendes-Rodrigues
ve ark., 2005) olugmaya basladiklar1 bildirilmistir. Ayrica, olusan NEKH’lerinin gelismeye devam
edebilmeleri igin mutlaka ayni tohum taslaginda déllenme sonucu olusmus olan endosperme ihtiyag
duyduklar1 belirtilmistir (Esen ve Soost, 1977; Wakana ve Uemoto, 1988; Koltunow ve ark., 1995;
Kepiro ve Roose, 2007). Buna karsin, Wakana ve Uemoto (1988) ve Karabiyik ve ark. (2017)
partenokarpik meyve olusturma egiliminde olan Washington Navel portakalinda déllenmenin olmadig1
kosullarda az sayida da olsa normal gelismis tohum olusabildigini ve bunlarin da poliembriyonik
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olduklarin1 bildirmislerdir. Yapilan bu c¢alisma kapsaminda, Yerli turun¢ anacinda NEKH’si
olusumunun; tozlanma ve dollenme olmasina bagl olarak gerceklestigi kanisina varilmastir.

Farkli tozlama uygulamalar1 sonucunda Yerli turung anacinda olusan NEKH’lerinin zigotun
bolinmeye baslamasindan hemen sonra bdliinmeye basladiklar belirlenmistir. Bu asamanin da
tozlanmadan sonraki 65.-75. giinler arasinda gergeklestigi tespit edilmistir. Daha once Bacchi
(1943)’nin yaptig1 denemede yapay tozlama uygulamalari sonucunda Foster altintopu ve Turung’ta
NEKH’lerinin tozlanmadan 67 giin sonra zigot ile es zamanli olarak boliinmeye basladig: bildirilmistir.
Wakana ve Uemoto (1988) da benzer sekilde Satsuma mandarinlerinde NEKH’lerinin zigotun
boliinmesi ile birlikte bolinmeye bagladigini belirtmislerdir. Buna karsin, Esen ve Soost (1977) ise bu
konuda zigotun bir siire bdliinmeden beklerken, NEKH’lerinin 6nceden bdliinmeye basladiklarini
bildirmislerdir. Yapilan bu g¢alismada boliinmeye baslayan NEKH’lerinin ilk asamalarda nusellus
dokusundan beslendikleri ve daha sonra embriyo kesesine giris yaptiklart tespit edilmistir. Yerli
turung’un Yerli ii¢ yaprakli ¢icek tozlari ile yabanci tozlanmasi durumunda bir¢ok tohum taslaginda
endosperm gelisiminde sikintilar olustugu ve bu nedenle, olusan embriyolarin da beslenemeyerek
tohumun g¢esitli yerlerinde kiigik halde kaldiklar1 belirlenmistir. Bir¢ok arastirmaci da bu durumu
destekleyici yonde bildirimlerde bulunmuslardir (Esen ve Soost, 1977, Wakana ve Uemoto 1988;
Koltunow ve ark., 1995; Mendes-Rodrigues ve ark., 2005). Yerli turung anacinda yapilan Serbest
tozlanma ve Kendileme uygulamalarinda, Yabanci tozlama sonrasinda endosperm dejenerasyonuna
bagli olarak embriyo gelismesinde belirlenen yetersizliklerin gergeklesmedigi gozlenmistir. Bu durum,
boliinerek embriyo olusturmaya baslayan NEKH’lerinin gelismeye devam edebilmeleri igin mutlaka
endosperme ihtiya¢ duyduklarini ortaya koymakla birlikte, daha 6nce belirtilmis olan Yerli turung X
Yerli ii¢ yaprakli kombinasyonunun da yeterli diizeyde bir eseysel uyusma durumu gostermedigi
sonucunu desteklemektedir. Koltunow ve ark. (1995) dollenmemis tohum taslaklarinda olusan
NEKH’lerinin ilk olarak nusellus dokusundan beslendigini; ancak nusellus dokusunun tiikkenmesi ile
birlikte, endospermin de olugsmamasina bagli olarak, embriyo gelisiminin globular veya erken yiirek
safhalarinda durdugunu bildirmislerdir. Wakana ve Uemoto’nun 1988 yilinda yaptiklari bir ¢calismada
ise dejenere olmus endosperme sahip 28 tohumun 18’inde kalaza kisminda nuseller embriyolarin
olustugu ve bu embriyolarin mikropildekilerden daha fazla gelisebildigi belirlenmistir. Yapilan bu
caligmada da NEKH’lerinin endospermin gelistigi kosullarda mikropil kisminda sikisik halde
bulunduklari ve normal gelismis dolgun tohumlar olusturdugunu, endospermin olmadig1 kosullarda ise
embriyolarin tohumun cesitli yerlerinde kiigiik halde kalarak abortif tohum olusumuna neden olduklar
belirlenmistir.

Calisma sonucunda aylik ve hasat sirasindaki meyve tutma degerlerinin farkli tozlama
uygulamalarindan etkilendigi belirlenmistir. Bu bakimdan, Serbest tozlanma ve Kendileme
uygulamalar1 sonucunda meyve tutumunda 6énemli bir sorun goriilmemistir. Ancak, Yabanci tozlama
uygulamalarindan oldukea diisiik oranda meyve tutumu gergeklestigi, Izolasyon uygulamalarindan ise
hic meyvenin elde edilmedigi tespit edilmistir. Meyve dokiimleri agisindan ise tiim uygulamalarda
dokiimlerin genelde ilk 2 ayda yogun oldugu tespit edilmistir. Wakana ve Uemoto (1987) partenokarpik
meyve olusturma egilimi diisiik olan Valencia portakalinda tozlanmamis olan tiim meyvelerin ilk 7 hafta
icerisinde dokiildiigiinii bildirmislerdir. Ben-Cheikh ve ark. (1997) ise Pinapple portakalinda yaptiklari
calismada emaskiilasyon sonrasinda yumurtaliklarin %99’unun antezisten 14 giin sonra dokiildiigiind,
tozlanmanin engellenmedigi serbest tozlanma kosullarinda ise dokiimlerin %50-75 oraninda azaldigini
bildirmislerdir. Bu ¢alismada da benzer sonuglar elde edilmistir. Tiim bu bilgiler 15181nda, Yerli turung
anacinda partenokarpiye egilimin olmadig1 belirlenmistir. Ayrica, Yerli ii¢ yaprakli ile yabanci tozlama
uygulamalarinda diisiik meyve tutumuna ek olarak, tozlanmadan sonra az sayida ¢icek tozu ¢im
borusunun stil igerisinde ilerlemesi, dollenmenin gerceklestigi kosullarda ise endospermin ya hig
olugsmamasi1 veya dejenere olmasi nedeniyle yetersiz eseysel uyusma durumunun da yasandigi goriisii
bir kez daha desteklenmistir.

Yapilan tozlama uygulamalarinin aylik ve hasat sirasindaki meyve tutma degerleri NEKH’si
olusumu ile birlikte degerlendirildiginde, kritik dokiim safhalarinin NEHK’lerinin olusumu ve
boliinmeye basladiklar1 donemlere denk geldigi de tespit edilmistir. Caligma kapsaminda da tozlama
uygulamalarinin meyve iriligi, tohum ve embriyo olusumunu etkiledigi, ayrica Yapay tozlama
uygulamalarinda s6z konusu parametrelerin de daha diisiik oldugu belirlenmistir.

Bir meyveden elde edilen toplam tohum sayis1 yaninda, bu tohumlarin normal gelisim gosterip
goOstermedikleri de énemlidir. Nitekim, Koltunow ve ark. (1993) da bir meyve icerisinde déllenme ile
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normal gelismis tohumlarin, déllenmenin ger¢eklesmedigi kosullarda ise stigmada olusan uyartimin
etkisiyle i¢i bos tohum kabuklarinin olusabilecegini belirtmislerdir.

Bir tohumdan elde edilen embriyo sayisi incelemelerinde ise embriyo sayisinin da farkli tozlama
uygulamalarindan etkilendigi ve bir tohumdaki embriyo sayisinin 1 ile 5 adet arasinda degistigi
belirlenmistir. Simsek ve ark. (2019) da yaptiklar1 ¢calismada Orlando tangelo turunggil ¢esidinde bir
tohumdaki ortalama embriyo sayisinin 4.3 adet oldugunu ve embriyo sayilarmin 2 ile 6 adet arasinda
degistigini bildirmislerdir. Yapilan bu g¢aligmada bir tohumdaki embriyo sayisi arttikca, tohum
igerisindeki sikisikliktan dolayr birbirinin gelisimini belirli 6lgiide kisitlamig embriyolarin olustugu
gbzlenmistir. Perez-Tornero ve Porras (2008)’in limonlarda yaptiklart baska bir ¢alismada da bir
tohumda 1-6 adet arasinda embriyo oldugu, bu tohumlarin 2’den fazla sayida olmasinin kotiledonlarda
sekil bozuklugu goriilmesine neden olurken, tek embriyolularin iyi gelismis olduklar1 belirlenmistir.
Ayrica, bu tip deforme olmus embriyolarin gelisemeyerek kiiciik kaldiklar1 da bildirilmistir. Bu ¢alisma
ile birlikte daha once yapilmig ¢aligmalar tohum olusumu ve gelisimi agisindan endospermin 6nemli
oldugu ve saglikli gelisim olmadig: siirece yeterli diizeyde embriyo gelisiminin saglanamayacagi ortaya
koyulmustur.

Bu ¢alismadan elde edilen tiim sonuglar degerlendirildiginde; Yerli turung anacinda NEKH’si
olusumunun tozlanma ve ddllenme olaylar1 sonrasinda olustugu, soz konusu hiicrelerin de zigotun
bolinmesinden sonra boliinmeye basladig: tespit edilmistir. Ancak, olusan NEKH’lerinin olgun birer
embriyo olusturabilmeleri igin mutlaka ¢ift dollenme sonrasi olusacak olan endosperme ihtiyag
duyuldugu belirlenmistir. Oysa Yerli turung anacimin Yerli ti¢ yaprakli anaci ile yabanci tozlandigi
durumda, dollenmedeki sorunlara bagl olarak endosperm gelisiminin sekteye ugramasi nedeniyle
embriyo gelisiminin de yetersiz kaldigi ve az sayida tohum taslaginin normal gelismeye devam ettigi
belirlenmistir. Yapilan calisma ile Yerli turun¢ anacinda nuseller embriyo olusum ve gelisim
asamalarmin farkli tozlayici kullanimina bagli olarak degisik sekillerde gerceklestigi ortaya
koyulmustur. Yerli turun¢ anacinda yapilan melezleme ¢alismalar1 sonrasinda embriyolarin
tozlanmadan sonraki 65. ve 75. glinler arasinda gelismeye basladigi belirlenmis olup, bu dénemde
yapilacak olan embriyo kurtarma galismalari ile bitki elde etme sansinin artirilabilecegi soylenebilir. Bu
durum, 6zellikle melezleme 1slahi ¢alismalarinda kullanilan gesitlere bagli olarak degisebilen nuseller
embriyo olusum mekanizmasinin dnceden bilinmesi gerektigini acik bir sekilde gostermektedir.

TesekKkiir

Aragtirmacilar ¢alismay1 finanse eden Cukurova Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Birimine (Proje No: FDK-2014-86) ve calismanin materyalini saglayan Alata Bahge Kiiltiirleri
Arastirma Enstitiisti Midiirliigii'ne tesekkiirlerini sunmaktadirlar.

Kaynakca

Bacchi, O. (1943). Cytological observations in Citrus: Ill. Megasporogenesis, fertilization and
polyembryony. Botanical gazete. 105(2), 221-225.

Ben-Cheikh, W., Perez-Botella, J., Tadeo, F. R., Talon, M. & Primo-Millo, E. (1997). Pollination
increases gibberellin levels in developing ovaries of seeded varieties. Plant Physiol. 114, 557-
564.

Distefano, G., Hedhly, A., Casas, G. L., Malfa, S., Herrero, M. & Gentile, A. (2012). Male-female
interaction and temperature variation affect polen performance in Citrus. Scientia Horticulturae.
140, 1-7.

Esen, A. & Soost, R. K. (1977). Adventive embryogenesis in Citrus and its relation to pollination and
fertilization. Amer. J. Bot. 64(6), 607-614.

Eti, S. (1987). Uber das Pollenschlauchwachstum und die Entwicklung der Samenlagen in Beziehung
zum Fruchtansatz und zur Frucht qualitaet bei der Manderinensorte “Clementine” (Citrus
reticulata Blanco). Dissertation Univ. Hohenheim, Germany. 127 p.

Frost, H. B. & Soost, R. K. (1968). Seed Reproduction: Development of Gametes and Embryos. In: The
Citrus Industry. pp: 290-234. California University Press.

Karabyik, S., Eti, S., Yilmaz, B. & Sagir, F. S. (2017). Goébekli Portakal Cesitlerinde Tozlamanin
Meyve Tutumu ve Baz1 Meyve Kalite Ozellikleri Uzerine Etkisi. Alatarim. 16(1), 11-18.

770



YYU TAR BIL DERG (YYU J AGR SCI) 30 (4): 761-771 )
Karabiyik ve Eti / Yerli Turung Anacinda Farkli Tozlama Uygulamalari Sonucunda Nuseller Embriyo ve Olusum Mekanizmasinin Incelenmesi

Karabiyik, S., Giindesli, M. A,, Eti, S., Kafkas, S., Glney, M., Zarifikhoroshahi, M. & Kafkas N. E.
(2018). Detection of bud abscission of pistachio via histological analysis. Paper presented at
Proc. VII. International Symposium on Almonds and Pistachios. Adelaide/Australia.

Kepiro, J. L. & Roose, M. L. (2007). Nucellar Embryony. (pp, 141-149). In: I. A. Khan (Ed), Citrus
Genetics, Breeding and Biotechnology. CAB International, USA.

Kobayashi, S., leda, I. & Nakatani, M. (1979). Studies on the nucellar embryogenesis in Citrus. II.
Formation of the primordium cell of the nucellar embryo in the ovule of the flower bud and its
meristematic activity. J. Jpn. Soc. Hortic. Sci. 48, 179-185.

Koltunow, A. M. (1993). Apomixis: Embryo sacs and embryos formed without meiosis or fertilization
in ovules. The Plant Cell. 5, 1425-1437.

Koltunow, A. M., Soltys, K., Nito, N. & McClure, S., 1995. Anther, ovule, seed and nucellar embryo
development in Citrus sinensis cv. Valencia. Can. J. Bot. 73,1567-1582.

Kumar, V., Malik, S. K., Pal, D., Srinivasan, R., & Bhat, S. R. (2014). Comparative transcriptome
analysis of ovules reveals stres related genes associated with nucellar polyembryony in
citrus. Tree genetics & genomes, 10(3), 449-464.

Mendes-Rodrigues, C., Carmo-Oliveira, R., Talavera, S., Arista M., Ortiz, P. L. & Oliveira, P. E. (2005).
Polyembryony and apomixis in Eriotheca pubescens (Malvaceae-Bombacoideae). Plant Biol.
7, 533-540.

Naumova, T. N. (1993). Apomixis in Angiosperms. Nucellar and Integumentary Embryony. CRC Press,
Boca Raton. 420 p.

Norton, J. D. (1966). Testing of plumpollenviabilitywithtetrazoliumsalts. Proc. Amer. Soc. Hort. Sci.,
89,132-134.

Perez-Tornero, O. & Porras, 1., 2008. Assessment of polyembryony in lemon: rescue and in vitro culture
of immature embryos. Plant Cell Tiss. Organ Cult. 93, 173-180.

Seday, S. & Eti, S. (2011). Seleksiyonla elde edilen bazi klemantin mandarin tiplerinin kendine
verimlilik durumlarmin ve uygun tozlayicilarin belirlenmes. C.U. Fen ve Mihendislik
Bilimleri Dergisi, 25(5), 172-179.

Strasburger, E. (1878). Uber Polyembryonie. Jenaische Zeitschrift fir Naturwissenchaft. 12, 647—
667.

Simsek, O., Dénmez, D., Eti, S., Yesiloglu, T. & Aka Kagar, Y. (2019). Comparative Transcriptome
Sequencing to Determine Genes Related to the Nucellar Embrony Mechanism in Citrus.
Turkish Journal of Agriculture and Forestry. 43, 58-68.

Turgutoglu, E., Kurt, S. & Demir, G. (2009). Yerli turung Anacinda Ekim Oncesi Baz1 Uygulamalarin
Cimlenme Uzerine Etkileri. Derim Dergisi, 26(2),11-19.

Wakana, A. & Uemoto, S. (1987). Adventive embryogenesis in Citrus. I. Occurence of adventive
embryos without pollination or fertilization. Amer. J. Bot. 74,517-530.

Wakana, A. & Uemoto, S. (1988). Adventive embryogenesis in Citrus (Rutaceae). Il. Postfertilization
development. Amer. J. Bot. 75, 1031-1047.

Wilms, H. J. Went, J. L. Cresti, M. & Ciampolini, F. (1983). Adventive Embriyogenesis in Citrus.
Caryologia. 36(1), 65-78.

Yamamoto, M. Kubo, T. & Tominaga, S. (2006). Self and cross incompatibility of various Citrus
accessions. Journal of Japanese Society, 75(5), 372-378.

Zhang, S., Liang, M., Wang, N., Xu, Q., Deng, X. & Chali, L. (2018). Reproduction in woody perennial
Citrus: An update on nucellar embryony and self-incompatibility. Plant Reproduction, 31(1),
43-57.

771



