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Özet: Mikrospor embriyogenesis olgunlaşmamış erkek gametofitlerin in vitro 
kültür süresince gametofitik gelişimden embriyo oluşturmak üzere uyarıldığı bir 
sistemdir. Bu araştırmada, iki adet patlıcan (Solanum melongena L.) çeşidinin 
mikrospor kültür tekniğine tepkisinin belirlenmesi amaçlanmıştır. Bu amaçla, ilk 
olarak uygun mikrospor gelişme dönemindeki mikrosporlar (çoğunluğu vakuol 
mikrospor ve genç çift çekirdekli polen) anterlerden izole edilerek 35°C‘de 3 gün 
karanlık koşullarda ön uygulamaya maruz bırakılmıştır. Ön uygulama işleminden 
sonra mikrosporlar %2 sakkaroz, 0.5 mg/l naphthaleneacetic acid (NAA) ve 0.5 
mg/l 6-benzylaminopurine (BAP), pH 5.9, içeren NLN ortamında kültüre alınmış ve 
bir ay boyunca 25°C‘de karanlıkta bekletilmiştir. Kültür süreci boyunca mikrospor 
embriyogenesis indüksiyon süreci mikroskobik olarak analiz edilerek bu 
gelişimsel sapmanın ilk evrelerine odaklanılmıştır. Mikrosporların indüksiyondan 
hemen sonra kallus haline gelmeden önce simetrik bölünme ve çok çekirdekli 
yapılar meydana getirdiği daha sonra ise mikrosporların direkt embriyo 
oluşturmadıkları ve kallus oluşturduğu tespit edilmiştir. Araştırmada bir ay 
sonunda mikrosporlardan yalnızca kallus oluşumu meydana gelmiştir ve petri 
başına toplam kallus sayısı belirlenmiştir. G07-1 çeşidinde ortalama 288 
kallus/petri elde edilirken G07-2 çeşidinde 64 kallus/petri meydana gelmiştir. Bu 
araştırmanın mikrospor kültürü tekniğinin geliştirilebilmesi üzerine hem 
uygulamalı, hem de temel araştırmalar için yol gösterici olacağı düşünülmektedir. 
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Abstract: Microspore embryogenesis is a process in which immature male 
gametophytes are induced to divert them from their gametophytic pathway 
toward embryo development during in vitro culture. In this study, therefore, it was 
aimed to determine the response of two eggplant cultivars to microspore culture. 
For this purpose, the microspores were firstly isolated from the anthers at the 
appropriate stage of microspore development (containing mostly vacuolate 
microspores and young bicellular pollen) and subjected to pre-treatment at 35°C  
for 3 days in dark conditions. After pre-treatment, the microspores were cultured 
in liquid NLN culture medium supplemented with 2% sucrose, 0.5 mg/l 
naphthaleneacetic acid (NAA), and 0.5 mg/l, 6-benzylaminopurine (BAP), pH 5.9, 
and kept in the dark at 25°C for one month. During this culture process, the 
microspore embryogenesis induction was microscopically analyzed and focused 
on the initial stages of this developmental process. Immadiately after induction, 
before the microspores develop into callus, they were induced to divide 
symmetrically and form multinucleated structures, and then microspores did not 
form direct embryos and formed callus. At the end of one month, only callus 
formation occurred from microspores and total callus number per petri was  
analyzed. The average calli for G07-1 cultivars was 288 calli/petri, while it was 64 
calli/petri dish for G07-2 cultivars. It is thought that this research will guide both 
practical and basic researches on the development of microspore culture 
technique. 
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1. Giriş 
 
Double haploid (DH) teknolojisi hibrit tohum üretimi 
için gerekli homozigot saf hatların tek bir 
generasyonda elde edilmesine olanak sağlaması ve 
ıslah programlarını hızlandırması nedeniyle klasik 
ıslah tekniklerine bir alternatif oluşturmaktadır [1, 2, 
3]. DH bitkileri elde etmenin en etkili yollarından 
birisi de mikrospor embriyogenesistir. 
 
Mikrospor embriyogenesis olgunlaşmamış erkek 
gametofitlerin in vitro kültür süresince anter kültürü 
veya mikrospor kültürü yöntemleri kullanılarak 
gametofitik gelişimden embriyo oluşturmak üzere 
uyarıldığı bir sistemdir. Mikrospor kültüründe 
haploid bitkiler mikrosporlardan elde edilen 
embriyolardan direkt olarak veya mikrosporlardan 
elde edilen kalluslardan organogenesis yoluyla 
indirekt olarak elde edilebilmektedir [4]. Bu haploid 
embriyolar ya kendiliğinden ya da kromozom 
katlama maddeleri ile muamele edildikten sonra 
homozigot DH bitkilere dönüştürülebilmekte ve ıslah 
programlarında kullanılabilmektedir. Bu olgu 
angiospermlerde 250’den fazla tür için 
tanımlanmıştır [5]. Bunlardan yalnızca kolza 
(Brassica napus L.), tütün (Nicotiana spp.), arpa 
(Hordeum vulgare L.) ve buğday (Triticum aestivum 
L.) olmak üzere dört tanesinin model türler olarak 
kabul edildiği bildirilmiştir [6]. Ancak Solanaceae 
familyasına ait türlerde olduğu gibi agronomik olarak 
önemli olan birçok tür hala mikrospor 
embriyogenesise karşı inatçıdır ve bunun nedeni 
hakkında çok az bilgi bulunmaktadır [7]. 
 
Patlıcan, Solanum melongena L., Solanaceae ailesinin 
Solanum cinsine ait diploid (2n=2x=24) bir sebzedir 
ve ülkemiz dahil pek çok ülkede ekonomik değere 
sahiptir. Patlıcan mikrospor embriyogenesis 
indüksiyonu için inatçı bir tür olarak görülmekle 
birlikte DH bitkiler elde etmek mümkündür. Ancak 
yöntemin etkinliği hala sınırlı derecededir ve 
indüklenebilir genotip sayısı hala yetersizdir [7]. 
Mikrospor embriyogenesisle ilgili olarak bazı patlıcan 
genotiplerinde anter kültürü yoluyla olumlu sonuçlar 
elde edilmiştir ve anter kültüründen bitki 
rejenerasyonu üzerine ilk rapor 1973 yıllında 
yayınlanmıştır [8]. Daha sonraki çalışmalarda da 
haploid veya DH bitkilerin elde edildiği farklı 
araştırmacılar tarafından bildirilmiştir [9-14]. İlk 
raporun yayınlanmasından günümüze kadar anter 
kültürü için Dumas de Vaulx ve Chambonnet [10] 
tarafından yayınlanan protokolün modifiye edilerek 
kullanılmasıyla DH hatlar elde edilmiştir [15-20]. 
Patlıcanda anter kültürü ile yapılan bazı başarılı 
çalışmalara rağmen bu yöntemin pratik kullanımını 
kısıtlayan bir takım dezavantajlar bulunmaktadır 
[7,19]. Anter kültüründeki bu sınırlamaların, 
mikrosporların doğrudan izolasyonu ve kültüre 
alınmasıyla aşılabileceği düşünülmektedir. Ancak 
mikrospor kültürünün sağladığı avantajlara rağmen 
patlıcanda mikrospor kültürü ile ilgili çok az çalışma 

bulunmaktadır [21-25]. Mikrospor kültürü tekniği 
yurt dışında birçok türde ıslah programlarında 
başarılı bir şekilde kullanılabilmesine rağmen 
ülkemizde konu ile ilgili yapılan araştırma sayısının 
birkaç çalışma dışında son derece sınırlı olduğu tespit 
edilmiştir [25-30]. Teknikteki başarı türlere ve 
genotiplere göre farklılık göstermektedir. Patlıcanda 
mikrospor kültürü üzerine ülkemizde tek çalışma Bal 
vd. [26] tarafından yapılmış olup araştırmada sadece 
mikrosporlardan elde edilen çok çekirdekli yapılar 
rapor edilmiştir. Bu durum patlıcanda mikrospor 
kültürünün ülkemizde geliştirilmesi gerekliliğinin 
açık bir kanıtıdır. Bu çalışmada iki farklı patlıcan 
çeşidinde mikrosporlar izole edilerek kültüre alınmış 
ve mikrosporların gelişim seyri incelenmiştir. 
 
2.  Materyal ve Metot 
 
Araştırmada bitkisel materyal olarak G07-1 ve G07-2 
olarak adlandırılmış iki adet tescil aşamasında F1 
patlıcan çeşidi kullanılmıştır. Sera koşullarında 
yetiştirilen bitkilerden gelişimin uygun aşamasındaki 
anterler (çoğunluğu vakuol mikrospor ve genç çift 
çekirdekli polenleri içeren anterler) belirlenen 
uzunluklarda dijital kumpas yardımıyla seçilmiştir. 
Anterler %70 etanol' de 30 saniye, ardından %10‘luk 
ticari çamaşır suyunda 5 dakika bekletilerek sterilize 
edilmiştir (Şekil 1a). Miyoshi [22] tarafından 
belirtilen protokol göre, sterilizasyondan sonra, 
anterler steril bidistile suda ezilmiş (Şekil 1b) ve 
anter dokularına ait içerik,  40 µm filtre ile süzülmüş 
(Şekil 1c) ve 850 rpm de soğutmalı santrifüjde 4 
dakika santrifüjlendikten sonra üç kez steril bidistile 
su ile yıkanmıştır. Mikrospor peleti steril distil su 
içinde süspansiyon haline getirilmiş ve mililitrede 
500000 mikrospor olacak şekilde mikrospor 
yoğunluğu ayarlanmıştır. Çalışmamızda patlıcanda 
yapılan mikrospor kültürü çalışmalarında olumlu 
etkisi bildirilen ilk üç günlük sürede 35°C‘de 
karanlıkta bekletilerek sıcaklık uygulaması ve su 
içinde kültüre alınmasıyla şeker açlığı uygulaması 
beraber uygulanmıştır [22-24]. Daha sonra 
mikrosporlar ilk olarak Miyoshi [22] tarafından 
belirtilen ve patlıcanda mikrospor kültüründen kallus 
elde edilen tek ortam olan; %2 sakkaroz, 0.5 mg/l 
naphthaleneacetic acid (NAA) ve 0.5 mg/l 6-
benzylaminopurine (BAP) içeren NLN ortamında (pH 
5.9) kültüre alınmıştır. Kültüre alınan petri kapları 
25°C’de bir ay boyunca karanlıkta inkübe edilmiştir. 
 
Kültüre alınan mikrosporların canlılığını test etmek 
amacıyla fluorescein diacetate (FDA) ile boyama 
yöntemi kullanılmıştır. Bu amaçla mikrosporlar 
kültüre alındıktan hemen sonra ve 3 günlük sıcaklık 
uygulamasının ardından FDA ile boyanarak 
mikrosporların canlılıkları incelenmiştir. Çekirdek 
bölünmeleri ve embriyogenik gelişim gösteren 
mikrosporları incelemek amacıyla 4´,6-diamidino-2-
phenylindole (DAPI) boyama yöntemi kullanılmıştır. 
Bu amaçla mikrospor süspansiyonundan 200 µl 
alınarak 8000 rpm de 2 dakika santrifüjlendikten 
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sonra elde edilen mikrospor peletine 10 µl DAPI 
solüsyonu eklenmiş ve flouresans mikroskop altında 
inceleme yapılmıştır [31]. 
 

 
Şekil 1. Mikrosporların anterlerden izolasyonu. a. Kabin 
içerisinde anterlerin sterilizasyonun yapılışı. b. Mikrospor 
izolasyonu amacıyla anterlerin ezilmesi. c. Anter 
dokularının uzaklaştırılması amacıyla mikrospor 
süspansiyonunun süzülmesinde kullanılan 40 µm filtre 
sistemi. d. Mikrospor peleti elde etmek amacıyla santrifüj 
tüplerine alınan mikrospor süspansiyonu. 
 
3. Bulgular ve Tartışma 
 
Bu çalışmada iki adet patlıcan çeşidinde mikrospor 
kültürü çalışması yapılmıştır. Mikrospor kültürü 
çalışmalarında ilk aşama, en uygun dönemdeki 
mikrosporları içeren anterlerin belirlenmesidir. Bu 
bağlamda, ilk polen mitozu etrafında dönen 
mikrosporların/polenlerin embriyogenesise doğru 
saptırmak için en uygun aşamada olduğu hakkında 
geniş bir görüş birliği vardır [32, 33]. Diğer bir 
deyişle, bu aşamaların vakuol mikrospor ve genç çift 
çekirdekli polen aşamaları olduğuna inanılmaktadır. 
Bu çalışmada da mikrospor kültürünün yapıldığı 
aşamada kültüre alınan mikrosporların çoğunluğu 
vakuol mikrospor veya genç çift çekirdekli polen 
aşamasındadır (Şekil 2a). 
 
Kültüre alınan mikrosporlarda canlılık önemli bir 
konu olup; bu çalışmada da kullanılan iki farklı 
çeşidin mikrospor canlılıkları FDA ile boyanarak 
tespit edilmiştir (Sekil 2ı). Canlı olan mikrosporlar 
flouresans ışık altında parlak görünmektedir. Bizim 
çalışmamızda canlılık mikrosporların izolasyonundan 
hemen sonra ve stres uygulamasının sonunda test 
edilmiştir. Mikrosporların kültüre alındığı andaki 
sonuçlara göre G07-1 çeşidinde mikrosporların 
%35.90, stres uygulaması sonunda ise %16.08 
oranında canlı olduğu saptanmıştır. Diğer çeşitte ise 
kültüre alındığı anda mikrosporların %28.44’nin, 
stres uygulaması sonunda ise %22.01 oranında canlı 
olduğu tespit edilmiştir. 

 
Şekil 2. Patlıcanda mikrospor kültürü. a. Kültüre alınan 
mikrosporlar. b. Sporofitik gelişim gösteren 
mikrosporlarda simetrik bölünme. c. Normal gametofitik 
gelişim gösteren polen (    ) ve gelişimlerini durduran 
mikrosporlar (   ). d. Dört çekirdekli mikrosporlar e. Altı 
çekirdekli mikrosporlar.  f-g. Çok çekirdekli yapılar. h. 
Kallus benzeri yapılar. ı. FDA ile boyanmış canlı 
mikrosporların flouresans mikroskop altındaki görüntüsü. 
 
Mikrospor kültürü yoluyla mikrosporların tüm 
gelişim süreci ışık ve flouresans mikroskobu altında 
incelenmiştir. Gelişim sürecinin kullanılan çeşitlerin 
her ikisinde de aynı olduğu tespit edilmiştir. Stres 
uygulamalarına maruz kalan mikrosporlardan 
birçoğu hemen gelişimini durdurur ve/veya ölürken; 
herhangi bir morfolojik değişim göstermemiş ve 
başlangıçta kültüre alındığı halde kalmıştır (Şekil 2c). 
Bazıları ise olgun poleni meydana getirmek üzere 
gametofitik gelişimi takip etmişlerdir (Şekil 2c). Diğer 
bazı mikrosporların ise stres uygulamaları ile etkili 
bir biçimde bölünmeleri uyarılmıştır. Bu 
mikrosporlarda stres uygulamasından beş gün sonra 
bazı mikrosporların sporofitik gelişiminin başlangıç 
göstergelerinden biri olduğu kabul edilen simetrik 
olarak bölündükleri gözlenmiştir (Şekil 2b).  Stres 
uygulamasının ardından 25°C de bekletildiği kültürün 
ilk haftasında dört ve daha fazla hücreli mikrosporlar 
belirlenmiş (Şekil 2 d-e) ve yaklaşık 10 gün sonra çok 
hücreli yapılar meydana gelmiştir (Şekil 2f). İlk dört 
hafta boyunca bu çok hücreli yapılarla birlikte 
düzensiz kallus benzeri yapılar gözlenmeye 
başlanmıştır (Şekil 2h). Daha sonraki süreçte 
herhangi bir embriyo oluşumu gözlemlenmemiştir. 
Araştırmada bir ay sonunda mikrosporlardan 
yalnızca kallus oluşumu meydana gelmiştir. G07-1 
çeşidinde ortalama 288 kallus /petri elde edilirken 
diğer çeşitte 64 kallus/petri meydana gelmiştir. 
 
Patlıcanda yapılan önceki mikrospor kültürü 
çalışmalarına paralel olarak mikrosporlardan kallus 
meydana geldiği tespit edilmiştir [22-24].  Bu durum 
genel olarak androgenik sistemlerin çoğunluğuyla 
ilgili bilinenlerle karşılaştırıldığında; normalde 
mikrosporların embriyo üretmek üzere indüklenmesi 
beklenirken kallus oluşumu yoluna giderek farklı bir 
gelişim takip ettiğini göstermektedir. Buna göre, 
patlıcan dahil, anter kültüründen mikrosporlar 

A B 

C D 
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embriyo oluşturur ve kallus çoğunlukla anterlerdeki 
somatik dokularından kaynaklanır. Mikrospor 
kültüründe ise somatik dokular uzaklaştırıldığından 
dolayı, kallusların kökeninin mikrosporlar olduğu 
sonucuna varabiliriz. 
 
Bu nedenle patlıcanda mikrosporların neden bu 
kadar farklı davrandığı sorusu ortaya çıkmaktadır. Bu 
soruya ışık tutmak için, androgenesisde mikrospor 
indüksiyonunun ilk aşamaları ışık ve flouresans 
mikroskobunda incelenmiştir. Doğrudan 
embriyogenesise gitmek üzere genetiksel olarak 
programlanmış olan mikrosporlar; embriyo haline 
gelmek için farklı seviyelerde birçok değişikliğe 
maruz kalmaktadırlar. Bu değişiklikler çerçevesinde, 
mikrosporlar önemli ölçüde büyür, hücre merkezine 
doğru çekirdek yeniden konumlanır, sitoplazma 
belirginleşir ve büyük vakuol küçük parçalara ayrılır 
[32]. Bu düzenlemeler birçok türde indüklenen 
mikrosporlarda embriyogenik gelişimin geçici ve 
erken morfolojik işareti olarak kabul edilmektedir 
[34, 35]. Diğer bir morfolojik gösterge ise 
androgenesis indüksiyonunda çekirdeğin yeniden 
konumlanmasının ardından gözlenen simetrik 
bölünmelerdir [36].  Bu çalışmada da kullanılan 
çeşitlerde stres uygulamasıyla birlikte simetrik 
bölünmenin meydana gelmesi ve çok çekirdekli 
yapıların oluşumuyla her iki çeşitte de bazı 
mikrosporların sporofitik gelişime doğru yönlendiği 
gözlemlenmiştir (Şekil 2b-f). 
 
Önceki yıllarda yapılan bazı çalışmalarda stres 
uygulamasına maruz kalmasıyla bölünmeleri uyarılan 
mikrosporların ya doğrudan embriyogenesise 
yöneldiği ya da bazı durumlarda genotipe bağlı olarak 
çok hücreli kallus benzeri yapılar meydana getirdiği 
ve bunlardan uygun koşullar altında organogenesis 
yoluyla haploid veya DH bitkiler üretmenin mümkün 
olduğu bildirilmiştir [23, 24]. Mikrosporlardan 
doğrudan embriyo elde edilen türlere örnek olarak 
mikrospor embriyogenesis için model sistem olarak 
tanımlanan kolza, arpa, tütün veya buğday gibi türler 
gösterilmektedir [6]. Mikrosporlardan meydana 
gelen kalluslardan elde edilen DH bitkilere örnek 
birçok türde bildirilmiştir [4]. Mevcut araştırmada da 
bir ayın sonunda mikrosporlardan yalnızca kallus 
oluşumu meydana gelmiştir ve doğrudan 
embriyogenesis meydana gelmemiştir. Ayrıca yapılan 
mikroskobik incelemelerde mikrosporların doğrudan 
kallusa dönüşmediği belirlenmiştir. Mikrospor kültür 
sürecinin detaylı çalışılması neticesinde, 
indüksiyondan hemen sonra patlıcan 
mikrosporlarının embriyogenesisin başlangıç 
aşamasına girdiği mevcut araştırmada gözlenmiştir. 
Elde edilen bu sonuç önceki çalışmalarla uyum 
içerisindedir. 
 
4. Sonuç 
 
Mikrospor kültürü ile yapılan çalışmalar genelde son 
yıllarda artmış olmakla birlikte, yeni protokollerin 

geliştirilmesine ve standart hale getirilmesine halen 
ihtiyaç duyulmaktadır. Burada vurgulanması gereken 
önemli noktalardan biri de ülkemizde özellikle 
ekonomik olarak önemli bitkilerde sınırlı sayıda 
araştırma bulunan mikrospor kültürüne yönelik 
araştırmalardır. Geliştirilecek olan metotların ıslah 
programlarında farklı genotipler için rutin olarak 
uygulanacak etkin ve güvenilir bir teknoloji haline 
getirilmesi gerekmektedir. Bu amaçla bundan sonraki 
çalışmalarda bu araştırmada belirtilen protokolün 
geliştirilmesi veya yeni protokollerin oluşturulması 
için mikrospor kültürü için farklı ortam 
kombinasyonlarının ve farklı stres uygulamalarının 
denenmesi faydalı olacaktır. Böylece verimli ve 
gelecek vaat eden bir teknik olan mikrospor kültürü 
üzerine yapılan çalışmalarda önemli bir boşluk 
doldurulmuş olacak ve ülkemizde eksik bulunan 
mikrospor kültürü çalışmaların sayısının artmasına 
ve bu yöntemin geliştirilmesine bu araştırmanın katkı 
sağlayacağı düşünülmektedir. 
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