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ÖZET 

FARKLI UYGULAMALARIN PATLICAN (Solanum melongena L.)’DA 

MĠKROSPOR KÜLTÜRÜ ĠLE HAPLOĠD EMBRĠYO VE BĠTKĠ ÜRETĠMĠ 

ÜZERĠNE ETKĠLERĠ 

Buse ÖZDEMĠR ÇELĠK 

Doktora Tezi, Bahçe Bitkileri Anabilim Dalı 

DanıĢman: Prof. Dr. A. Naci ONUS 

Eylül 2018; 86 sayfa 

AraĢtırmada iki adet F1 (―A117‖ ve ―Amadeo‖) patlıcan çeĢidinde mikrospor 

kültürü yoluyla haploid ve DH bitki elde etme olanakları üzerine çalıĢılmıĢtır. Bu 

amaçla, ilk olarak uygun mikrospor geliĢme dönemindeki mikrosporlar (çoğunluğu 

vakuol mikrospor ve genç çift çekirdekli polen) anterlerden izole edilerek 35°C‘de 3 

gün karanlık koĢullarda ön uygulamaya maruz bırakılmıĢ ve ardından mikrosporlar % 2 

sakkaroz, 0.5 mg/l NAA ve 0.5 mg/l BAP, pH 5.9, içeren NLN ortamında kültüre 

alınmıĢ ve bir ay boyunca 25°C‘de karanlıkta bekletilmiĢtir. Bir ay sonunda mikrospor 

kültürü tekniğine çeĢitlerinin tepkisinin belirlenmesi amacıyla, kültüre alma sırasında 

canlı mikrospor yüzdesi, ön uygulama sonrasında canlı mikrospor yüzdesi, toplam 

kallus sayısı/petri, 1 mm‘den büyük kallus sayısı/petri ve elde edilen embriyo sayıları 

incelenmiĢtir. Mikrospor kültürü için ―Amadeo‖ çeĢidi kallus ve embriyo oluĢumu 

oranları ile ―A117‖ çeĢide göre öne çıkmıĢtır. ÇalıĢmada daha sonra kullanılan 

çeĢitlerde mikrospor kültürü yöntemini geliĢtirmek amacıyla arabinogalaktan 

proteinlerinin, absisik asidin ve farklı hormon konsantrasyonlarının etkisi araĢtırılmıĢtır.  

AGP etkisini belirlemek amacıyla 10 mg/l, 1 mg/l ve 0.1 mg/l olarak belirlenen dozların 

patlıcanda mikrospor kültürü üzerine etkileri değerlendirilmiĢ ve AGP uygulamasının 

kullanılan çeĢitlerde mikrospor kültürü üzerine teĢvik edici herhangi bir etkisinin 

bulunmadığı görülmüĢtür. ABA‘in etkisini belirlemek amacıyla ön uygulama süresince 

farklı dozlarda ve sürelerde mikrosporlara uygulanmıĢtır. Ġlk olarak farklı doz ve 

sürelerde uygulanan ABA‘in mikrosporlarda stres uygulaması ardından kontrole göre 

mikrosporlarda canlılık üzerine etkileri araĢtırılmıĢtır. Her iki çeĢitte de kontrole göre 

tüm ABA konsantrasyonlarının ve uygulama sürelerinin mikrosporlarda canlılık 

yüzdesini artırıcı etkisinin olduğu belirlenmiĢtir. ―A117‖ çeĢidinde en yüksek mikrospor 

canlılığı yüzdesi 0.1 mg/l ABA‘in 24 saat süreyle uygulanmasından elde edilmiĢtir. 

Amadeo çeĢidinde ise 1 mg/l ABA‘in 24 saat süreyle uygulanmasıyla canlılık 

yüzdesinde artıĢ meydana gelmiĢtir. Bu sonuçlardan hareketle 35°C‘de 3 günlük ön 

uygulamanın ilk 24 saatinde ―A117‖ çeĢidinde 0.1 mg/l ABA, ―Amadeo‖ çeĢidinde ise 

1 mg/l ABA uygulanarak mikrosporlar standart protokole göre kültüre alınmıĢtır. Bir ay 

sonunda ―A117‖ çeĢidinde hem kontrol ortamından hem de ABA uygulaması yapılan 

ortamlarda herhangi bir kallus geliĢimi meydana gelmemiĢtir. ―Amadeo‖ çeĢidinde ise 

toplam kallus ve 1 mm‘den büyük kallus sayıları değerlendirildiğinde; kontrol grubuyla 

ABA uygulaması arasında istatistiki olarak farklılık önemli bulunmamıĢtır. Denemenin 

son aĢamasında 2,4-D ve kinetinin farklı konsantrasyonlarını içeren 16 farklı ortam 

kombinasyonu hazırlanmıĢ ve bu ortamların etkisi incelenmiĢtir. AraĢtırma sonunda 

―A117‖ çeĢidinde toplam kallus sayısı ve 1 mm‘den büyük kallus sayısı açısından en 
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etkili ortam 12 numaralı ortam (0.5 mg/l 2,4-D + 1 mg/l KIN) olarak belirlenirken, 

―Amadeo‖ çeĢidinde en fazla toplam kallus sayısı ve 1 mm‘den büyük kallus sayısı 

kontrol ortamından elde edilmiĢtir. ÇalıĢmada kullanılan mikrospor kültürü tekniği 

değerlendirildiğinde mikrosporlardan elde edilen kallus ve embriyolardan baĢarılı bir 

Ģekilde bitki elde edilmiĢtir. ―A117‖ çeĢidinden 36 kallusdan 18 bitki, ―Amadeo‖ 

çeĢidinden ise 70 adet kallusdan 25 bitki elde edilmiĢtir. Mikrospor kültüründen elde 

edilen kalluslardan geliĢtirilen bitkilerin flow sitometri analizleri sonucunda ise 

bitkilerin ploidi seviyeleri diploid ve triploid olarak belirlenmiĢtir. Bu bitkilerde DH 

bitki oranı ―A117‖ çeĢidinde % 68 olarak, ―Amadeo‖ çeĢidinde ise % 60 olarak 

belirlenmiĢtir. Mikrospor kültüründen elde edilen embriyolardan ise yalnızca haploid 

bitkiler elde edilmiĢtir. Mikrospor kültüründen elde edilen bitkiler dıĢ koĢullara 

aktarılmıĢ ve daha sonra arazi koĢullarına dikilerek meyveleri olgunlaĢtığında meyveler 

hasat edilmiĢ bunlardan tohum üretimi gerçekleĢtirilmiĢtir. Elde edilen tohumlar tekrar 

ekilerek bunlardan double haploid homozigot hatlar elde edilmiĢtir 

ANAHTAR KELĠMELER: Haploid, Mikrospor kültürü, Mikrospor embriyogenesis, 

Patlıcan, Solanum melongena L.  

JÜRĠ: Prof. Dr. A. Naci ONUS 

 Prof. Dr. ġ. ġebnem ELLĠALTIOĞLU 

 Prof. Dr. Ersin POLAT 

 Prof. Dr. Kenan TURGUT 

            Prof. Dr. Ertan YILDIRIM 
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ABSTRACT 

THE EFFECTS OF DIFFERENT APPLICATION TO INDUCE HAPLOID 

EMBRYO AND PLANT FORMATION ON EGGPLANT (Solanum melongena L.) 

MICROSPORE CULTURE 

Buse ÖZDEMĠR ÇELĠK 

PhD Thesis in Department of Horticulture Science 

Supervisor: Prof. Dr. A. Naci ONUS 

September 2018; 86 pages 

In the study, two F1 ("A117" and "Amadeo") eggplant cultivars were studied on 

the possibilities of obtaining haploid and DH plants by microspore culture. For this 

purpose, microspores were firstly isolated from the anthers of the appropriate 

microspore developmental stage (mostly vacuole microspores and young twin pollen) 

and subjected to pretreatment application at 35°C for 3 days in dark conditions. 

Afterwards microspores were incubated with 2 % sucrose, 0.5 mg/l NAA and 0.5 mg/l 

BAP, pH 5.9, and incubated in the dark at 25°C for one month. At the end of one month 

in order to determine the responds of cultivars to microspore culture, percentage of alive 

microspores at 1st day of microspore isolation, percentage of alive microspores at the 

end of  3rd day after pretreatment, number of total calli/petri, 1 mm at the end of culture 

(1st day) number of callus/petri and number of embryos obtained were evaluated. 

Experimental results revealed that ―Amadeo‖ was prominent in a comparision to 

―A117‖ variety in terms of callus and embryo formation rates.  Later on in the study, the 

effects of arabinogalactan proteins (AGPs), abscisic acid (ABA) and different hormone 

concentrations were investigated in order to improve the microspore culture method. To 

determine the AGPs effect on microspore culture, different of doses (10 mg/l, 1 mg/l 

and 0.1 mg/l) were evaluated and AGP application was found to have no stimulating 

effect on microspore culture in the cultivars used. ABA was applied to microspores at 

different doses and durations throughout the pre-treatment period to determine ABA 

effects. First of all, after stress pre-treatment, the effects of ABA apllied at different 

doses and durations was compared with control group in terms of microspore viability. 

It was determined that all applied ABA concentrations and durations in both cultivars 

enhanced the microspore viability percentage. The highest percentage of microspores 

viability percentage in the ―A117‖ was obtained by application of 0.1 mg/l ABA for 24 

hours. In the ―Amadeo‖ cultivar, the increase in the viability percentage was recorded 

when 1 mg/l ABA was applied for 24 hours. Based on these findings, microspores were 

cultured in accordance with standard protocol with applications of  0.1 mg/l ABA for in 

―A117‖ and 1 mg/l ABA for in ―Amadeo‖ cultivar in the first 24 hours of 3 days pre-

treatment at 35°C. At the end of one month, no callus development occurred in the 

―A117‖ in both control and ABA application. When the total callus and callus numbers 

greater than 1 mm were evaluated in the ―Amadeo‖ cultivar, no statistically significant 

difference was found between the control group and ABA applications. In addition to 

AGPs and ABA applications, effects of different doses of 2,4-D and kinetin added to 

media were investigated. For this purpose, 16 different media combinations containing 

different concentrations of 2,4-D and kinetin were prepared. At the end of the study, 
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while the most effective medium in terms of total number of calli and number of calli 

bigger than 1 mm was media 12 (0.5 mg / l 2,4-D +1 mg / l KIN), control medium gave 

the best result in terms of total number of calli and number of calli bigger than 1 mm for 

Amadeo. When the microspore culture technique used in the study was evaluated, the 

plantlets were successfully obtained from the calli and embryos obtained from 

microspores. A total of 18 plants from 36 calli for ―A117‖ cultivar and 25 plants from 

70 calli were obtained for ―Amadeo‖ cultivar. The flow cytometry analyzes of the plants 

developed from the calli obtained from microspore culture revealed that the ploidy 

levels of obtained plants were diploid and triploid. The DH plant percentage of plants 

obtained from calli was determined as 68 % in the ―A117‖ cultivar and 60 % in the 

―Amadeo‖ cultivar.  On the other hand, only haploid plants were obtained from the 

embryos obtained from microspore culture. The plants obtained from the microspore 

culture were transferred to field conditions for selfing. After selfing obtained seeds were 

planted in the field conditions and the fruits were harvested when the fruits were 

mature. The obtained seeds were re-seeded to obtain double haploid homozygous lines. 

KEYWORDS: Eggplant, Haploidy, Microspore Culture, Microspore Embryogenesis, 

Solanum melongena L. 

COMMITTEE: Prof. Dr. A. Naci ONUS 
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  Prof. Dr. Ersin POLAT 

  Prof. Dr. Kenan TURGUT 
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ÖNSÖZ 

Tarih boyunca, kültür bitkilerinin kalitesi ve verimini iyileĢtirmek ve aynı 

zamanda farklı çevre koĢullarına en uygun türleri seçmek için büyük çaba sarf 

edilmiĢtir. Bitkilerin doğrudan veya dolaylı olarak insanoğlu için birincil enerji ve besin 

kaynağı olması nedeniyle, bitki ıslahı bilimsel araĢtırmaların odak noktası olmuĢtur. 

Klasik bitki ıslahı yöntemlerinin uzun yılardan beri kullanılmasıyla üstün verimli ve 

kaliteli birçok çeĢit geliĢtirilmiĢ olmasına karĢın, baĢta hastalık ve zararlılar olmak üzere 

bazı biyotik ve abiyotik koĢullara karĢı dayanıklılıkta henüz istenilen sonuç 

alınamamıĢtır. Bunu yanında klasik bitki ıslahı ile istenilen verim ve kalitede yeni 

çeĢitlerin elde edilmesinde; ıslah çalıĢmalarının uzun yıllar alması, hibrit üretiminin 

zorluğu, yurtdıĢından tohum giriĢi gibi karĢılaĢılan bazı kısıtlamaların yanında, özellikle 

ıslah süreçlerini kısaltmak için doku kültürüne dayalı biyoteknolojik yöntemler 

geliĢtirilmiĢtir. Bu biyoteknolojik yöntemlerden haploid bitki elde etme yöntemleri ıslah 

çalıĢmalarında kullanılan biyoteknolojik yöntemlerin baĢında gelmektedir.  

Bu çalıĢma ile haploid bitki elde etme yöntemlerinden biri olan mikrospor 

kültürü yöntemi ile patlıcanda haploid ve DH bitki elde etme olanakları üzerine 

çalıĢılmıĢtır. Bu amaçla farklı çeĢitlerin bu yönteme tepkisinin, farklı hormon 

konsantrasyonlarının, arabinogalaktan proteinleri ve absisik asit uygulamalarının 

patlıcanda mikrospor kültürü üzerine etkisinin ortaya konması amaçlanmıĢtır. Ancak 

her türde mikrospor kültürü yoluyla kallus veya embriyo oluĢumu sağlamamaktadır. 

Bazı türlerde mikrospor kültüründen bazı türlerde ise anter kültüründen daha yüksek 

baĢarı elde edilmektedir. Bu amaçla kullanılan çeĢitlerin mikrospor embriyogenesise 

tepkisinin belirlenmesi için anter kültürü çalıĢması da yapılarak bu iki yöntem 

patlıcanda mikrospor embriyogenesis indüksiyonu açısından değerlendirilmiĢtir.  

Doktora tezimde mikrospor kültürü konusunda çalıĢma fırsatı sağlayan ve 

çalıĢmalarım boyunca bilgi ve desteğini esirgemeyen tez danıĢmanım Sayın Prof. Dr. A. 
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SĠMGELER VE KISALTMALAR 

Simgeler 

°C   : Santigrad derece 

cm   : Santimetre  

da   : Dekar 

g   : Gram 

ha   : Hektar 

M   : Molar 

mM   : Milimolar 

mm   : Milimetre 

mg   : miligram 

mg/l   : Miligram/litre  

ml   : Mililitre 

µl   : mikrolitre 

µm   : Mikrometre 

N   : Normal 

l   : Litre 

%   : Yüzde 

dk   : Dakika 

.   : Ondalık ayraç 

Kısaltmalar 

ABA   : Absisik asit 

AGP   : Arabinogalaktan proteinleri 

2,4-D   : 2,4-dikloro fenoksi asetik asit 

BAP   : Benzil amino pürin 

CaCL2.2H2O   : Kalsiyum klorür dihidrat 
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CaNO3.4H2O  : Kalsiyum nitrat tetrahidrat 

CoCl2. 6H2O  : Kobalt klorür heptahidrat 

CuSO4. 5H2O  : Bakır sülfat pentahidrat 

DAPI   : 4‘,6-Diamidino-2- Phenylindole, Dihydrochloride 

DH   : Double haploid 

F1   : Filial Generation 1 

FAO   : BirleĢmiĢ Milletler Gıda ve Tarım Örgütü 

H3BO3   : Borik asit 

HCl   : Hidroklorik asit 
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1. GĠRĠġ 

Solanaceae familyası dünyada olduğu kadar ülkemizde de en fazla yetiĢtirilen 

sebze türlerini içerisinde bulundurmaktadır. Bu familya yaklaĢık olarak 90 cins ve 

3000-4000 türden oluĢmaktadır ve bu türlerin çoğunluğu Solanum cinsine aittir (Knapp 

vd. 2004). Patlıcan, Solanum melongena L., Solanaceae ailesinin Solanum cinsine ait 

diploid (2n=2x=24) bir sebze türüdür ve ülkemiz dahil pek çok ülkede ekonomik değere 

sahiptir. Patlıcanın dahil olduğu Solanum cinsi, domates, patates ve biber gibi ekonomik 

açıdan önemli bitkileri içermekte ve Archaesolanum, Bassovia, Leptostemonum, 

Lyciosolanum, Minon, Potatoe ve Solanum olmak üzere yedi altcinsten oluĢmaktadır. 

Patlıcan bu altcinslerin dördüne dahildir; Leptostemonum, Solanum, Potatoe ve 

Archaesolanum. Altcins Leptostemonum, kültürü yapılan S. melongena, S. macrocarpon 

ve S. aethiopicum türleri de dahil olmak üzere birçok patlıcan türünü kapsamaktadır 

(Altaye 2015).  

Patlıcan (S. melongena L.) dünyada eggplant, aubergine ve brinjal gibi belli baĢlı 

isimlerle yaygın olarak bilinirken diğer kültürü yapılan iki patlıcan türü gboma (S. 

macrocarpon L.) ve scarlet (S. aethiopicum L.) isimleriyle bilinmektedir. Kültürü 

yapılan patlıcan türleri ılıman iklim bölgelerinde tek yıllık iken tropik iklim 

bölgelerinde çok yıllık bir kültür bitkisidir. S. melongena L., yaygın olarak Asya ve 

Afrika kıtalarında olmak üzere Avrupa ve Amerika kıtalarında da üretilmekte ve 

kullanılmaktadır. S. aethiopicum L. ve S. macrocarpon L., bazı alanlarda özellikle 

Afrika kıtasında yerel olarak önemli kültür bitkileridir (Altaye 2015; Gramazio vd. 

2018). Patlıcanın anavatanı Hindistan olarak ifade edilmekle birlikte, Ġndo-Burma 

orijinli bir bitki olarak tanımlanmakta ve ikinci derecedeki gen merkezinin de Çin 

olduğu yönünde kayıtlar bulunmaktadır. Patlıcan iyi bir vitamin ve mineral kaynağı 

olmasının yanı sıra toplam besin değeri bakımından da domates ile karĢılaĢtırılabilir 

(Kalloo 1993).  

Dünyada patlıcan üretim miktarı yıldan yıla artıĢ göstermiĢtir. Çizelge 1.1‘de 

görüldüğü gibi son on yılda dünyada patlıcan üretim miktarı önemli ölçüde artmıĢ olup; 

2016 yılına ait FAO verileri incelendiğinde dünyadaki toplam üretim miktarı 51 milyon 

tonu aĢmıĢtır. 2007 yılında 1,653,708 ha alanda 37,632,732 ton üretim yapılırken, bu 

alan ve üretim miktarı 2016 yılında 1,793,978 ha alan ve 51,288,169 ton üretim 

miktarına ulaĢmıĢtır. Bu durum ürünün gıda ve ekonomik değer açısından önemini 

göstermektedir. Dünyadaki en önemli patlıcan yetiĢtirici ülke 780,675 ha alandan 

32,001,667 ton üretim miktarı ile Çin‘dir. Hindistan, 664,000 ha alandan 12,552,000 ton 

üretim miktarı ile ikinci sırada yer almaktadır. Bunu 48,556 ha alanda 1,194,315 ton 

üretim miktarı ile Mısır takip etmektedir. Ülkemiz 44,829 ha alanda 854,049 ton üretim 

miktarı ile dördüncü sırada yer almaktadır (Çizelge 1.2). Dünyadaki en önemli patlıcan 

yetiĢtirici ülke olan Çin‘in son on yıllık ekim alanı ve üretim miktarı 

değerlendirildiğinde ekim alanı 980,000 ha alandan 780,675 ha alana düĢerken, üretim 

miktarı yaklaĢık olarak iki kat artıĢla 17,500,000 tondan 32,001,667 tona yükselmiĢtir. 

Hindistan ve Mısır‘da ekim alanlarının yanı sıra üretim miktarlarında da artıĢ meydana 

gelmiĢtir. Ülkemiz ise patlıcan ekim alanını yaklaĢık olarak iki kat artırmıĢ olmasına 

rağmen üretim miktarını düĢüren tek ülke olmuĢtur (Çizelge 1.2) (Anonim 1). Tarım 

ürünlerinde meydana gelen üretim artıĢı, ekim alanlarının ve/veya birim alandan elde 

edilen verimin artırılması ile mümkün olmaktadır. Bu durumda dünyadaki önemli 

patlıcan üretici ülkelerde ekim alanlarında bir azalma meydana gelmesine karĢın artan 
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üretim miktarlarının, birim alandan elde edilen verimin artırılması ile mümkün olduğu 

düĢünülmektedir. 

Çizelge 1.1. Son on yılda dünya patlıcan ekim alanı ve üretim miktarları*  

Yıllar Ekim Alanı (ha) Üretim miktarı (ton) 

2007 1,653,708 37,632,732 

2008 1,606,351 39,811,457 

2009 1,691,286 43,477,117 

2010 1,717,642 44,073,890 

2011 1,752,393 45,005,712 

2012 1,803,765 46,951,760 

2013 1,854,094 48,880,838 

2014 1,853,340 49,976,051 

2015 1,800,655 50,577,940 

2016 1,793,978 51,288,169 

*: Anonim 1 

Çizelge 1.2. Dünya üreticisi ilk 5 ülkenin yıllara göre patlıcan ekim alanı ve üretim 

miktarları* 

 2016 2011 2006 

Ülkeler Ekim 

alanı 

(ha) 

Üretim 

miktarı 

(ton) 

Ekim 

alanı 

(ha) 

Üretim 

miktarı 

(ton) 

Ekim 

alanı 

(ha) 

Üretim 

miktarı 

(ton) 

Çin 780,675 32,001,667 736,130 26,507,000 980,000 

 

17,500,000 

Hindistan 664,000 12,552,000 680,000 11,896,000 559,700 

 

9,364,300 

Mısır 48,556 1,194,315 45,020 

 

1,166,430 46,440 

 

1,180,280 

Türkiye 44,829 854,049 25,330 

 

821,770 29,315 

 

924,165 

 

Ġran 24,783 677,730 19,078 

 

563,715 17,965 

 

464,189 

 

*: Anonim 1 
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Ülkemizin hemen hemen bütün bölgelerinde patlıcan yetiĢtiriciliği 

yapılmaktadır. Açıkta yazlık sebze olarak yetiĢtirilmekte, kıĢ ve bahar aylarında ise 

örtüaltı tarımında yetiĢtiriciliği yapılmaktadır. TÜĠK verilerine göre 2015 yılında 

ülkemizde yapılan 805,259 tonluk patlıcan üretimi içinde 365,637 ton üretim miktarı ile 

ilk sırayı Akdeniz Bölgesi almaktadır. Batı Karadeniz 116,629 ton üretim ile ikinci 

sırada yer alırken, bunu 96,359 ton üretim ile Ege ve 95,650 ton üretim ile Güneydoğu 

Anadolu Bölgesi izlemektedir (Çizelge 1.3). Ülkemizde patlıcan üretiminde Antalya ili 

ilk sırada bulunurken, bunu sırasıyla Mersin, Samsun, Hatay, Muğla ve Bursa illeri 

izlemektedir (Çizelge 1.4). Türkiye‘de toplam patlıcan üretiminin % 31‘i örtüaltında 

yetiĢtirilmektedir ve örtüaltı patlıcan yetiĢtiriciliğinin en yoğun olarak yapıldığı bölge 

Akdeniz Bölgesi‘dir. Örtüaltı tarımı söz konusu olduğunda ise patlıcan, seralarda 

yetiĢtirilen ürünler sıralamasında domates, hıyar ve biberden sonra dördüncü sırada yer 

almaktadır (Anonim 2). 

Çizelge 1.3. Türkiye bölgeler itibariyle patlıcan ekim alanı ve üretim miktarları*  

Bölgeler       Ekim Alanı (da) Üretim miktarı (ton) 

Akdeniz       73,496 365,637 

Batı Karadeniz     38,586 116,629 

Ege   32,624 96,359 

Güneydoğu Anadolu   34,984 95,650 

Doğu Marmara 16,257 45,086 

Batı Marmara 14,660 34,817 

Batı Anadolu 6,673 19,035 

Ortadoğu Anadolu 6,980 13,921 

Kuzeydoğu Anadolu 2,807 3,960 

Orta Anadolu     4,534 10,466 

Doğu Karadeniz 2,086 2,890 

* Anonim 2 
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Çizelge 1.4. Türkiye iller itibariyle patlıcan üretim miktarları* 

Ġller Üretim miktarı (ton) 

Antalya 160,999 

Mersin 112,842 

Samsun 87,274 

Hatay 47,456 

Muğla 33,205 

Bursa 32,144 

Adana 29,920 

Gaziantep 29,555 

Balıkesir 25,909 

ġanlıurfa 24,769 

Ġzmir 23,035 

Diyarbakır 20,256 

* Anonim 2 

Patlıcan üretiminin yoğun olarak yapıldığı ülkelerde, patlıcan çeĢitlerinin 

ıslahına yönelik çalıĢmalar önemli bir yer tutmaktadır. Nitekim patlıcanda geliĢtirilmiĢ 

olan hibrit çeĢitler çok uzun yıllardan beri sürdürülen ıslah çalıĢmalarının bir sonucudur 

(Sekara vd. 2007). Dünyada ve ülkemizde sebze üretiminde üstün nitelikli çeĢitler; 

yüksek verimleri, homojenlik ve meyve kaliteleri, erkencilikleri, bitki hastalık ve 

zararlarına dayanıklılıkları, depolama ve taĢımaya uygunlukları gibi kalite özellikleri 

nedeniyle önemli bir endüstri haline gelmiĢ ve üreticiler tarafından vazgeçilmez 

olmuĢtur. Klasik ıslah yöntemlerinden yararlanılarak patlıcan çeĢitlerinin ıslahına 

yönelik çalıĢmaların ana hedefi; hastalık ve zararlılara, abiyotik stres koĢullarına ve 

herbisitlere dayanım, partenokarpi, verimi, kalitesi ve besin değeri yüksek, pazar 

ihtiyaçları ve tüketici tercihlerine uygun çeĢitler geliĢtirmektir. Sebze üretiminde 

verimin ve kalitenin daha yüksek düzeylere eriĢtirilebilmesi için yoğun araĢtırmalar 

sürdürülmektedir. Ancak dünyada ekonomik öneme sahip patlıcan çeĢitlerinin 

genellikle biyotik ve abiyotik streslere karĢı yeterli direnç düzeyine sahip olmaması 

üreticilere verim kaybı olarak yansımaktadır. 

Dünyada ve ülkemizde sebze üretiminde halen yaygın olarak uygulanmakta olan 

klasik ıslah metotları ile geliĢtirilen hibrit çeĢitler  % 100 saf hatların melezlenmesiyle 

elde edilmektedir. Bitki ıslahında kullanılan klasik yöntemlerle, bu Ģekildeki ebeveyn 

kombinasyonunun elde edilmesinde amaçlara uygun olarak seçilmiĢ ebeveyn bitkiler 

arasında yapılan melezlemelerle iĢe baĢlanmakta ve istenilen karakter kuruluncaya 

kadar birçok generasyon kendileme ve melezleme iĢlemleri yapılmaktadır. Klasik bitki 
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ıslahı, üzerinde çalıĢılan popülasyondaki genetik çeĢitlilik ile doğru orantılıdır ve bu 

çeĢitliliğin daha da artırılması gerekmektedir. Ancak genetik tabanda meydana gelen 

daralma nedeniyle tür içi genetik çeĢitliliğin sınırlı kalmasından dolayı klasik ıslah 

yöntemlerinden elde edilen baĢarı sınırlanmaktadır (Tanur Erkoyuncu 2013). Bunun 

yanında klasik ıslah çalıĢmalarıyla uzun yıllara ihtiyaç duyularak geliĢtirilen hibrit 

çeĢitlerin elde edilmesinin zor ve maliyetli olması ve sürekli değiĢen pazar istekleri 

nedeniyle her ne kadar pek çok üründe uygulanıyor olsa da zaman ve kaynak kullanımı 

açısından dezavantajlara sahiptir. Patlıcanda klasik ıslah yöntemleri kullanılarak söz 

konusu stres faktörlerine karĢı dayanıklılığın sağlanamaması yanında doku kültürü, 

genetik mühendisliği ve moleküler biyoloji gibi biyoteknolojik yöntemlerin doğrudan 

ve dolaylı olarak bitki ıslahında kullanılması, yeni çeĢitlerin geliĢtirilmesinde yaĢanan 

kısıtlamaların aĢılmasında bu yöntemlerden yararlanma olanağı sağlamıĢtır (Kashyap 

vd. 2003). Bu nedenle günümüzde bitki ıslahı çalıĢmalarını hızlandıran ve tamamlayan 

biyoteknolojik yöntemlerden yararlanılması gerekmektedir. Bitki ıslahında kullanılan 

bu yeni tekniklerden birisi, kısa sürede homozigot hatların elde edilmesine olanak 

sağlayan haploid (H) ve double haploid (DH) tekniğidir. 

Haploid bitkiler, somatik hücrelerindeki kromozom sayısı ait oldukları bitki 

türünün gamet hücrelerinde bulunan kromozom sayısı kadar olan bitkilerdir. Haploid bir 

bitkinin kromozom sayısının (n) bazı kimyasal maddelerle iki katına çıkarılarak türün 

normal kromozom sayısına (2n) yeniden kavuĢturulmasıyla normal gamet ve tohum 

üretimi sağlanmaktadır. Bu bitkiler ise ‗double haploid bitkiler‘ olarak 

adlandırılmaktadır (Ellialtıoğlu vd. 2001). 

Haploid bitkiler dıĢ görünüĢ açısından kök, gövde, dal, yaprak, çiçek ve bazı 

durumlarda meyveler de vererek diploid bir bitkideki tüm organlara sahiptir ve normal 

geliĢim göstermektedirler. Bununla birlikte haploid bitkiler morfolojik olarak 

diploidlerin küçültülmüĢ örnekleridir ve zayıf, güçsüz, bodur ve daha küçük yapılı 

bitkiler olup geliĢimleri daha yavaĢtır. Yaprakları dar ve küçük, gövde ve dallarda 

boğum araları kısa ve çiçeklenme süresi daha uzun olmasına rağmen küçük çiçek açan, 

polen oluĢturamayan bu bireyler kısırdırlar ve tohum bağlayamazlar. Plastid sayıları az, 

stomaları daha küçüktür ve birim alanda daha fazla stoma taĢırlar (Emiroğlu 1982; Er 

1992; Çağlar ve Abak 1999; Ellialtıoğlu vd. 2001). Haploid bitkiler bu özelliklerinden 

dolayı tarımsal açıdan önemli olmamalarına rağmen; bitki ıslahı, genetik, sitolojik, 

fizyolojik, biyolojik ve biyokimyasal çalıĢmalar için son derece önemli materyallerdir 

(Arı 2006). 

Günümüzde çeĢit geliĢtirme çalıĢmalarında kullanılan haploid bitki üretim 

teknikleri, bitki ıslahında önemli avantajlara sahiptir. Haploid bitkilerin en baĢta gelen 

avantajı, tam bir homozigotiyi çok kısa sürede elde etme olanağı sağlamasıdır. 

Homozigot hatları elde etmek için yabancı döllenen türlerde 10-12 generasyon, kendine 

döllenen türlerde 5-7 generasyona ihtiyaç duyulan kendileme süresini bir generasyona 

indirerek mutlak homozigotluğu sağlar. Dioik türlerde veya kendileme depresyonu 

nedeniyle klasik yöntemlerle homozigotluğa ulaĢmanın zor olduğu türlerde, çok yıllık 

meyve ağaçları ve orman bitkileri gibi uzun bir gençlik kısırlığı olan türlerde haploidi 

önem kazanmaktadır. Haploidi ile elde edilen saf hatlar F1 hibrit çeĢit ıslahında ebeveyn 

olarak kullanılabilir (Ellialtıoğlu vd. 2001). DH bitkilerin genotipleri homozigot 

olduğundan heterozigot bitkilerde resesif olan karakterler homozigot olarak ifade 

edilebilir. Heterozigot genotiplerde resesif durumda birçok önemli gen bulunmakta ve 
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bu genler DH bitkilerde dominant genlerin etkisinden kurtulmuĢ olarak fenotipte ifade 

edilebilirler (Ellialtıoğlu vd. 2001; CoĢkun 2011). 

Haploidler doğada spontan olarak oluĢabilmekle birlikte, oluĢumları çeĢitli 

yöntemlerle de uyartılabilir. Haploidlerin genetik ve bitki ıslahı açısından önemi uzun 

bir süredir bilinmekle beraber kullanımları, doğada kendiliğinden ortaya çıkıĢ sıklığı 

çok düĢük olduğundan, uzun bir süre kısıtlı kalmıĢtır. Doğada spontan sporofitik 

haploidler ilk kez Datura stramonium L. bitkisinde belirlenmiĢtir (Blakeslee vd. 1922) 

ve daha sonra birçok bitki türünde spontan haploidlere rastlanmıĢtır (Maluszynski vd. 

2003; Dunwell 2010). Spontan haploidler doğada androgenesis, ginogenesis, semigami, 

polyembriyoni veya kromozom eliminasyonu yollarından birisi ile oluĢmakta ve ortaya 

çıkma sıklığı % 0.001–0.01 gibi düĢük seviyelerde kalmaktadır. Spontan haploidlerin 

oluĢumu türlere ve hatta genotiplere göre değiĢmekle birlikte birçok türde ise doğal 

haploid oluĢumuna hiç rastlanılmamaktadır. Pratik bir ıslah çalıĢması planlandığında bu 

spontan haploid bitkilerin oluĢum oranı çok düĢük düzeylerde kalmakta ve gereksinim 

duyulan haploid bitkilerin elde edilmesi için yetersiz olmaktadır. Haploid bitkiler 

ayrıca, uzak akrabalar arası melezlemeler, tozlamanın geciktirilmesi, abortif veya 

ıĢınlanmıĢ polenlerle tozlama, sıcaklık Ģokları, değiĢik kimyasallar, hormon 

uygulamaları, ―X‖ veya ―UV‖ ıĢınları ile in situ uyartımla da elde edilebilir (Bal 2002; 

Arı 2006).  

Diğer bir yöntem ise in vitro uyartımla laboratuvar koĢullarında haploid bitki 

elde edilmesidir. Haploid bitkilerin in vitro uyartımla elde edilmesinde kullanılan 

baĢlangıç materyalleri gametlerdir. Esas olarak, haploidlerin elde edilebilmesi için iki 

yöntem bulunmaktadır: ya embriyo kesesindeki haploid yapıdaki hücrelerin, çoğunlukla 

yumurta hücresinin, uyarılması sayesinde diĢi gametten (ginogenesis); ya da mikrospor 

rejenerasyonu yoluyla erkek gametten (mikrospor embriyogensis) in vitro koĢullarda 

bitki oluĢumunu sağlamaktır (Ellialtıoğlu 2000). In vitro uyartım metotlarından 

mikrospor embriyogenesisde bitkinin erkek üreme organları (anter veya mikrospor), 

ginogenesiste ise bitkinin diĢi üreme organları (ovül veya ovaryum) yapay besin 

ortamlarında kültüre alınmaktadır. Her iki yöntemde de temel prensip; normal 

koĢullarda mikrospor veya megaspor hücresinin gametofitik geliĢimini durdurarak, 

çeĢitli uyartılar yardımıyla embriyonik geliĢmeye zorlamaktır (Arı 2006). 

Bu çalıĢmada, in vitro haploid bitki elde etme yöntemlerinden olgunlaĢmamıĢ 

erkek gametofitlerden haploid embriyogenesis üzerine odaklanılmıĢtır. Gametik 

embriyogenesisin bu formunu tanımlamak için androgenesis, mikrospor embriyogenesis 

ve polen embriyogenesis dahil birçok farklı terim kullanılmıĢtır. Mikrospor veya polen 

embriyogenesis terimlerinin kullanımı bu sürecin baĢlamıĢ olduğu yapıya bağlıdır 

(Raghavan 1986; Reynolds 1997; Touraev vd. 1997). Androgenesis terimi sıkça 

kullanılmasına rağmen bazı yazarlar bu terimden haploid bitkilerin in vivo koĢullarda 

kendiliğinden oluĢum Ģeklini ifade etmek amacıyla klasik olarak da kullanıldığı için 

kaçınmaktadırlar (Olmedilla 2010; Soriano vd. 2013).  Bu çalıĢmada, birçok yazar gibi 

embriyoyu oluĢturan hücrelerin geliĢim aĢaması ne olursa olsun olgunlaĢmamıĢ erkek 

gametofitin in vitro kültürünü iĢaret eden ve daha yaygın olarak kullanılan ―mikrospor 

embriyogenesis‖ terimi kullanılmıĢtır. 

Mikrospor embriyogenesis, henüz olgunlaĢmasını tamamlamamıĢ ve içerisinde 

birinci polen mitozu aĢamasına gelmiĢ mikrosporları bulunduran anterlerin in vitro 
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koĢullarda kültüre alınmasıyla anter kültürü veya bu mikrosporların anterlerden izole 

edilerek somatik dokular olmaksızın doğrudan sıvı bir ortamda in vitro koĢullarda 

kültüre alınmasıyla mikrospor kültürü ile yapılmaktadır.  Anter kültürü haploid üretimi 

için en yaygın kullanılan yöntemdir. Mikrospor kültürü ise anter kültürüne göre daha 

karmaĢık bir yöntem olmasına karĢılık genellikle tercih edilen bir yöntemdir. Mikrospor 

kültürü anter kültürünün bazı olumsuz özelliklerini ortadan kaldırmak amacıyla 

geliĢtirilmiĢ bir yöntemdir ve çeĢitli avantajlar sunmaktadır  (Ferrie ve Caswell 2011).  

Anter kültürü yoluyla mikrospor embriyogenesisin uyartılmasında yaĢanan problemler 

değiĢik Ģekillerde olabilmektedir. Bunlardan en belirgini, anter duvarı ya da kültüre 

alma esnasında anterden uzaklaĢtırılmamıĢ filament parçaları gibi somatik dokuların tek 

baĢına ya da mikrospor kaynaklı kallusla birlikte rejenere olmasıdır. Böyle bir durumda 

kallus ya somatik dokudan meydana gelir ya da haploid ve somatik kallus birlikte 

rejenere olur ve miksaploid rejenerantlar ortaya çıkabilir (Bal 2002). Mikrospor 

kültüründe ise anter duvarına ait içerik uzaklaĢtırıldığı için somatik hücrelerden 

rejenerasyon meydana gelme olasılığı tamamen ortadan kaldırılmaktadır. Anter 

kültüründe mikrosporlar ortamdaki besin maddelerini anter duvarından geçtikten sonra 

alabilmektedir. Mikrospor kültüründe ise mikrosporlar ortamdaki besin maddeleri ile 

doğrudan temas halinde olduklarından besin maddelerini daha iyi bir Ģekilde 

alabilmektedir. Ayrıca mikrosporların doğrudan gözlenmesi ile mikrospor kültüründe 

haploid verimi ve embriyogenesiste rol oynayan faktörler daha iyi kontrol edilmektedir.  

Mikrospor/polen tanecikleri arasındaki rekabet kültür ortamında mikrospor 

yoğunluğunun optimize edilmesiyle azaltılabilmektedir. Bunların yanında mikrosporlar, 

gen transferi, mutasyon araĢtırmaları ve genetik manipülasyonlar, biyotik veya abiyotik 

kökenli stres koĢullarına dayanıklılık amaçlandığında in vitro seleksiyon için anterlere 

göre daha uygun bir baĢlangıç materyalidir (Ellialtıoğlu vd. 2001; Omedilla 2010; 

Tuncer 2010; CoĢkun 2011; Ferrie ve Caswell 2011). Mikrospor kültürünün 

avantajlarına rağmen, günümüzde birçok türde bu yöntemle haploid bitki rejenerasyonu 

sağlamak zordur. 

Mikrospor embriyogenesis ile ilk in vitro haploid bitki oluĢumu Guha ve 

Maheshwari (1964) tarafından Solanaceae familyasına ait Datura innoxia anterlerinde 

yapılan çalıĢma ile elde edilmiĢtir. Bu çalıĢmanın ardından kısa bir süre sonra Nicotiana 

bitkisinde anter kültürü ile haploid bitki elde edilmiĢtir (Nitsch ve Nitsch 1969).  

Mikrospor kültürü yoluyla haploid bitkilerin elde edilmesi ilk kez Nicotiana bitkisinde 

anter dokusundan salınan mikrosporlardan (shed-mikrospor kültürü) Nitsch (1974) 

tarafından bildirilmiĢtir. 1982 yılında Lichter (1982), Brassica çiçek tomurcuklarından 

izole edilmiĢ mikrospor kültür sistemini geliĢtirmiĢtir. Bu öncü çalıĢmalardan sonra, bu 

olgu angiospermlerde 250‘den fazla tür için bildirilmiĢtir (Maluszynski vd. 2003). 

Bunlardan yalnızca dört tanesi, kolza (Brassica napus L.), tütün (Nicotiana tabacum 

L.), arpa (Hordeum vulgare L.) ve buğday (Triticum aestivum L.)  model sistem olarak 

kabul edilebilecek yeterlilikte cevap vermiĢtir (Maraschin vd. 2005a). Ancak, 

Solanaceae familyasına ait bazı türlerde olduğu gibi agronomik olarak önemli birçok 

bitki hala mikrospor embriyogenesise karĢı inatçıdır ve bunun nedeni hakkında çok az 

bilgi bulunmaktadır (Segui-Simarro ve Nuez 2008).  

Haploidinin uyartımı birçok türde uzun zamandan bu yana baĢarıyla uygulanıyor 

olmasına rağmen, benzer baĢarıyı Solanaceae familyasındaki patlıcan ve diğer bazı 

sebzelerde görmek bugüne kadar mümkün olmamıĢtır. Solanaceae familyasına ait beĢ 

ana tür arasında ( biber, tütün, patates, patlıcan ve domates) yalnızca tütünde yeterli 
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ilerleme sağlanmıĢ ve mikrospor embriyogenesis çalıĢmaları için model bir sistem 

olarak bu türün değerlendirilmesi sağlanmıĢtır. ġu anda rutin olarak ve kabul edilebilen 

bir verimlilikte DH bitkiler elde etmek için tütünde anter ve mikrospor kültürü 

protokolleri geliĢtirilmiĢtir. Patates ise model bir sistem olarak kabul edilmese de anter 

ve mikrospor kültüründen haploid indüksiyonu mevcuttur. Bu beĢ türden geriye kalan 

domates, biber ve patlıcan gibi agronomik olarak önemli olan türler ise mikrospor 

embriyogenesise karĢı inatçı türler olarak kabul edilmekte ve tanımlanmaktadır. Bazı 

durumlarda bu türlerde DH bitkiler elde edilmesine rağmen, sonuçlar tütünde elde 

edilen verimlilikten hala çok uzaktır (Segui-Simarro vd. 2011).  

Patlıcanda haploid bitki üretimiyle sonuçlanan partenogenetik spontan haploid 

bitki oluĢumu hiç bildirilmemiĢtir (Rotino 1996). Patlıcanın ekonomik önemine rağmen 

mikrospor embriyogenesis üzerine geliĢmeler hala yetersiz görülmektedir. Patlıcan 

mikrospor embriyogenesis indüksiyonu için inatçı bir tür olarak değerlendirilmesine 

rağmen DH bitkiler elde etmek mümkündür. Ancak yöntemin etkinliği sınırlıdır ve 

indüklenebilir genotip sayısı hala yetersizdir (Segui-Simarro vd. 2011). Mikrospor 

embriyogenesisle ilgili olarak, bazı patlıcan genotiplerinde anter kültürü yoluyla olumlu 

sonuçlar elde edilmiĢtir ve anter kültüründen bitki rejenerasyonu üzerine ilk rapor 1973 

yıllında yayınlanmıĢtır (Raina ve Iyer 1973). Ġlk raporun yayınlanmasından sonra 

patlıcanda anter kültürü yoluyla haploid veya DH bireylerin elde edildiği çalıĢmalar 

farklı araĢtırma grupları tarafından bildirilmiĢtir (Isouard vd.1979; Dumas de Vaulx ve 

Chambonnet 1982; Misra vd.1983; Borgel ve Arnaud 1986; Rotino vd.1987; Tuberosa 

vd. 1987; Rotino 1996; Rotino vd. 2005; Alpsoy ve Seniz 2007; Salas vd. 2011,2012; 

BaĢay vd. 2010; BaĢay ve Ellialtıoğlu 2013). Günümüze kadar anter kültürü üzerine 

yapılan çalıĢmaların büyük çoğunluğunda Dumas de Vaulx ve Chambonnet (1982) 

tarafından yayınlanan protokolün modifiye edilerek hazırlanmıĢ versiyonlarına 

dayanarak DH hatlar elde edilmiĢtir.  Patlıcanda anter kültürü ile yapılan bazı baĢarılı 

çalıĢmalara rağmen bu yöntemin pratik kullanımını kısıtlayan bir takım dezavantajlar 

bulunmaktadır (Segui-Simarro vd. 2011; Salas vd. 2012). Anter kültüründeki bu 

sınırlamaların mikrosporların doğrudan izolasyonu ve kültüre alınmasıyla aĢılabileceği 

düĢünülmektedir. Ancak mikrospor kültürünün sağladığı avantajlara rağmen patlıcanda 

mikrospor kültürü ile ilgili çok az çalıĢma bulunmaktadır (Gu 1979; Miyoshi 1996; Bal 

vd. 2009; Corral-Martinez ve Segui-Simarro 2012,2014). 

Mikrosporları embriyogenesise doğru saptırmada, indüklenebilir mikrospor 

sayısı ve mikrospor baĢına elde edilen embriyo sayısı her tür için farklı birçok faktörün 

etkisi altında bulunmaktadır. Genel olarak mikrosporların normal gamet üreten 

yollarından sporofitik geliĢime doğru saptırma üzerine elde edilecek baĢarı genetik 

kontrol altında olduğu için mikrosporların alındığı donör bitkilerin genotipine bağlıdır. 

Diğer bir bölümü ise, mikrospor kültürü tekniğinin uygulanması sırasındaki koĢullarla 

ilgilidir. Mikrospor kültüründe baĢarılı bir protokol elde edebilmek için bu faktörler 

optimize edilmelidir. Ekonomik açıdan önemli bitkilerde, bu faktörler hakkında bilgi 

eksikliği mikrospor embriyogenesis indüksiyonu ve DH bitki üretimi için güvenilir ve 

etkili bir yöntem elde etmede üstesinden gelinmesi gereken ciddi bir eksiklik olarak 

karĢımıza çıkmaktadır ve bu durum patlıcan için de geçerli bir durumdur. 

Bu çalıĢma ile iki farklı patlıcan çeĢidinde mikrospor kültürü yoluyla haploid 

embriyo ve bitki rejenerasyonu elde etmek için yöntemin optimizasyonunu sağlamak ve 

etkinliğini artırmak üzerine gereken araĢtırmaları yapmak hedeflenmiĢtir. Mikrospor 
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kültür sistemlerindeki ilk hücre bölünmesi,  embriyo oluĢumu için gerekli olan diğer 

hücre bölünmelerinin baĢlangıcını oluĢturmaktadır. Bu tür bölünmeler farklı hormon 

kombinasyonları, ortamlar, katılaĢtırıcılar, iyileĢtirme faktörleri, aminoasitler ve ortama 

eklenen diğer maddelerden etkilenmektedir. Bu çalıĢmayla patlıcanda mikrospor kültürü 

tekniğinin tüm basamaklarında; tomurcuk ve anter uzunluğu ile mikrospor/polen 

geliĢimi arasındaki iliĢki, mikrospor kültürü ve bitki rejenerasyonu üzerine ayrıntılı 

çalıĢmalar yapmak ve özellikle farklı hormon konsantrasyonlarının, arabinogalaktan 

proteinlerinin (AGP) ve absisik asit uygulamalarının patlıcanda mikrospor kültürü 

üzerine etkileri tespit edilmeye çalıĢılmıĢtır. Ancak her türde mikrospor kültürü yoluyla 

haploid embriyo oluĢumu sağlanamamakla birlikte bazı türlerde mikrospor kültürü bazı 

türlerde ise anter kültüründen daha yüksek baĢarı elde edilmektedir. Bu amaçla 

kullanılan çeĢitlerin mikrospor embriyogenesise tepkisinin belirlenmesi için anter 

kültürü çalıĢması da yapılarak bu iki yöntem patlıcanda mikrospor embriyogenesis 

indüksiyonu açısından değerlendirilmiĢtir. 
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2. KAYNAK TARAMASI 

2.1. Mikrospor Embriyogenesis 

 Bitkilerde embriyogenesis üreme için baĢarılı bir strateji olarak zaman içinde 

geliĢmiĢ benzersiz bir süreçtir (Maraschin vd. 2005a). Bitkilerin çoğunluğu tarafından 

embriyogenesis erkek ve diĢi gametlerin birleĢmesinden (döllenmeden) sonra ovülde 

meydana gelir ve tek hücreli zigot oluĢumu ile baĢlar. Bitki embriyogenesisi zigottan 

baĢka çok çeĢitli hücre tiplerinden in vivo veya in vitro geliĢebilme yeteneğine sahiptir. 

Bitkiler zigot dıĢındaki hücrelerden embriyo oluĢturma yeteneği de dahil olmak üzere 

yüksek düzeyde geliĢimsel plastisite ile karakterize edilir. Bu olgu totipotensi olarak 

adlandırılır ve bitkiler hücresel totipotensi için olağanüstü bir potansiyele sahiptir 

(Reynolds 1997). Bitkilerde in vitro totipotensinin iki ana tipi bulunmaktadır ve 

eksplant kaynağına göre ayırt edilmektedir. Somatik embriyogenesis vejetatif 

dokulardan uyarılır ve donör bitki ile aynı ploidi seviyesinde ve genetik kompozisyonda 

bitkiler üretilir (Zimmerman 1993; Kashyap vd. 2003). Totipotensinin baĢka bir formu 

gametofitik embriyogensistir. Bunun için erkek ya da diĢi gametler veya onlarla iliĢkili 

yardımcı hücreler embriyo oluĢturmak için uyarılır (Reynolds 1997; Bohanec 2009; 

Segui-Simarro 2010; Germana 2011a,2011b). Bu hücrelerin mayoz sonrası elde 

edilmesi nedeniyle kültürden elde edilen embriyolar bitkinin haploid segregant açılım 

generasyonunu oluĢturmaktadır.  

Bitkilerin yaĢam döngüsü, haploid gametofit ve diploid sporofit generasyonların 

birbirini izlemesi yoluyla devam etmektedir. Sporofitler, erkek ve diĢi gametlerin 

döllenme ürünüdür ve her bir ebeveynden gelen bir set kromozom içerir ve genomik 

yapısı 2n‘dir. Gametofitik safhada ise anter lokuslarındaki mikrospor ana hücreleri, 

erkek gametofitlerin veya polen taneciklerinin oluĢumuyla sonuçlanan mayoz ve mitoz 

bölünmeler geçirmektedir (Forster vd. 2007; Zheng 2003). Erkek gametofit geliĢimi 

diploid mikrospor ana hücresinin mayoz bölünmesi sonucunda haploid mikrosporların 

oluĢumuyla baĢlar ve mikrosporogenesis olarak adlandırılır. Bu mikrosporlar, 

mikrogametogenesis adı verilen diğer aĢamada ise; her biri üç hücreli erkek gametofiti 

oluĢturmak için iki mitotik bölünmeye maruz kalmaktadır. Ġlk mitotik bölünme, büyük 

bir vejetatif hücre ve küçük bir generatif hücreyi oluĢturmak için tek hücreli 

mikrosporun asimetrik olarak bölündüğü birinci polen mitozudur (IPM). Daha sonra 

generatif hücre erkek gameti oluĢturmak üzere ikinci polen mitozuna (IIPM) uğrar ve 

iki sperm hücresi ve bir vejetatif hücre ile üç hücreli polen taneciği meydana gelir 

(Bohajwani ve Razdan 1996; Reynolds 1997; Touraev vd. 1997; Borg vd. 2009). 

Türlere bağlı olarak, IIPM anter içinde IPM‘dan hemen sonra gerçekleĢirken; bazı 

türlerde ise polen çimlenmesi sırasında gerçekleĢmektedir (Reynolds 1997). Bazı stres 

faktörlerinin uygulanmasının sonucunda, mikrosporlar gametofitik safhadan sporofitik 

safhaya doğru bir geliĢime saptırılabilir ve bunun sonucu olarak ―embriyoid‖ adı verilen 

embriyo benzeri yapılar meydana gelebilmektedir  (Reynolds 1997; Touraev vd. 2001).  

Bu haploid embriyolar, ya kendiliğinden ya da kromozom katlama maddeleri ile 

muamele edildikten sonra homozigot DH bitkilere dönüĢtürülebilir (ġekil 2.1). 

Stres uygulamalarına maruz kalan mikrosporlar, normal gamet üreten 

yollarından saparak aĢağıdaki yollardan birini takip etmektedirler. Birçok mikrospor 

hemen geliĢimini durdurur ve/veya ölürken bazı mikrosporlar genellikle 14. ve 15. 

günde geliĢimini durdurmadan ve ölmeden önce olgun poleni meydana getiren polen 
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benzeri geliĢim tipini takip eder. Diğer bazılarının ise stres uygulamaları ile etkili bir 

biçimde bölünmeleri uyarılır, bazı durumlarda ve genotipe bağlı olarak, çok hücreli, 

haploid kallus benzeri yapılar meydana gelir. Uygun koĢullar altında bunlardan 

organogenesis yoluyla haploid veya DH bitkiler üretmek mümkündür. Diğer 

mikrosporlar ise doğrudan embriyogenesise kararlıdır ve mikrosporlardan elde edilen 

embriyo haline gelmek için farklı seviyelerde birçok değiĢikliğe maruz kalırlar (ġekil 

2.1) (Segui-Simarro ve Nuez 2008). 

 

 

 

ġekil 2.1. In vivo mikrospor/polen geliĢimi ve mikrospor embriyogenesis indüksiyonu 

(Segui-Simarro ve Nuez 2008) 

Mikrospor embriyogenesis üzerine temel çalıĢmalar yalnızca kültüre alınan 

mikrosporlardan haploid bitkiler üretmek için model sistemler olarak kabul edilen 

kolza, arpa, tütün ve buğday olmak üzere birkaç bitki türünde detaylı olarak ele 

alınmıĢtır ve indüksiyon koĢullarında mikrosporlarda meydana gelen değiĢikliklere 

iliĢkin açıklamalar büyük oranda bu türler üzerinde yürütülen çalıĢmalara 

dayanmaktadır. Embriyonik geliĢime yönelmiĢ bir mikrospor, erkek gametofite 

geliĢmekte olan normal bir mikrospor ile ayırt edilecek karakteristik özellikler 

göstermektedir. Bu ayırt edici özellikler ayrıntılı çalıĢmalar yapılan bitki türlerinin 

çoğunda yaygın olarak gözlemlenmiĢtir (Silva 2012). 

Stres uygulamalarının ardından embriyonik hale gelmesi için indüklenen 

mikrosporların hücre boyutlarında bir artıĢ meydana gelmektedir. Normal mikrosorların 

oldukça küçük boyutu ile karĢılaĢtırıldığında stresle indüklenen mikrosporlardaki bu 

artıĢ, geniĢleyen tüm hücrelerin embriyonik geliĢim yoluna devam etmemesine rağmen 

genellikle embriyojenik yeterlilik elde etme ile iliĢkili kabul edilmektedir ve birçok bitki 
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türünde embriyonik potensiyel kazanma ile iliĢkili olmuĢtur (Hoekstra vd. 1992; 

Touraev vd. 1996a,b; Maraschin vd. 2005a). Hücre boyutunun yanı sıra, embriyonik 

potansiyelle iliĢkili diğer bazı morfolojik iĢaretler de bulunmaktadır. Embriyonik 

geliĢime doğru yönelen mikrosporlarda, çekirdek hücrenin merkezine doğru yeniden 

konumlanır ve vakuollerin etrafı sitoplazmik uzantılarla çevrelenir. Bu birçok türde 

indüklenen mikrosporlarda embriyonik geliĢimin erken geçici morfolojik iĢareti olarak 

kabul edilen ―yıldız benzeri‖ bir morfoloji sağlar (Zaki ve Dickinson 1991; Touraev vd. 

1996a,b; Touraev vd. 2001; Indrianto vd. 2001; Maraschin vd. 2005a,b). Bu yapıların 

daha sonra simetrik olarak bölünerek iki eĢit çekirdek oluĢturması genel olarak 

embriyonik geliĢimle özdeĢleĢmiĢtir (Zaki ve Dickinson 1991). Ancak mikrosporların 

embriyonik geliĢimde takip ettiği geliĢim modu sadece tek çekirdekli aĢamadaki 

mikrosporların simetrik bölünmesi Ģeklinde olmamakta, farklı geliĢim modları da 

gözlenebilmektedir (Bal 2002).  

Raghavan (1997) embriyo geliĢimini desteklediği düĢünülen mikrosporların 

takip edebileceği beĢ ana yolu tanımlamıĢtır (ġekil 2.2). Çok çekirdekli yapılar, tek 

çekirdekli mikrosporun simetrik bölünmesiyle (B yolu) veya genç polen taneciklerinde 

vejetatif hücre ve/veya generatif hücrenin bölünmesiyle meydana gelebilmektedir (A ve 

E yolları). Bunların dıĢında bazı bitkilerde, bölünmeden önce vejetatif hücre ile 

generatif hücre arasında nükleer füzyon meydana gelmesi (C yolu) ve bir sinsityum (D 

yolu) oluĢumu da tanımlamıĢtır. Mikrosporun bölünmesi ile oluĢan sporofitik yapılar 

genellikle B. napus (Zaki ve Dickinson 1991), buğday (Indrianto vd. 2001), arpa 

(Pulido vd. 2005) ve tütünde (Sunderland ve Wicks 1971) tespit edilmiĢtir. Tek 

çekirdekli mikrosporların gametofitik geliĢimde, asimetrik olarak bölünmesiyle vejetatif 

ve generatif hücre meydana geldikten sonra sporofitlerin vejetatif hücrelerden oluĢumu 

da yaygın olarak bildirilmiĢtir (Fan vd. 1988; Reynolds 1993; Sunderland 1974). 

Generatif ve vejetatif çekirdeklerden oluĢan çok çekirdekli yapılar B. napus (Fan vd. 

1988), soya fasulyesi (Kaltchuk-Santos vd. 1997), buğday (Reynolds 1993, Szakacs ve 

Barnabas 1988), tritikale (Gonzalez ve Jouve 2005) ve biber (Kim vd. 2004) dahil 

olmak üzere çeĢitli türlerde bildirilmiĢtir. Bu farklı geliĢim modları genellikle eksplant 

kaynağı olarak kullanılan erkek gametofitin geliĢim evresi ve stres uygulamalarına bağlı 

olarak türlere göre değiĢen frekanslarda aynı kültürde bir arada bulunabilir. Bu geliĢim 

yollarının tümünün canlı embriyoların oluĢumuna yol açıp açmadığı hakkında hala çok 

fazla bilgi mevcut değildir. Örnek olarak, buğdayda olgunlaĢmamıĢ tek çekirdekli 

mikrosporun simetrik bölünmesinin embriyo oluĢumuna yol açacağı ancak hem 

generatif hem de vegetatif çekirdeği içeren sporofitik yapıların kallus oluĢumuyla 

sonuçlanacağı ileri sürülmektedir (Szakacs ve Barnabas 1988). Bununla birlikte, bu ve 

diğer türlerdeki bu sonucu destekleyecek çalıĢmalar halen eksiktir ve farklı bölünme 

yollarının embriyoların oluĢumuna veya diğer geliĢim yollarına katkısı bilinmemektedir. 
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ġekil 2.2. Mikrospor embriyogenesisin farklı geliĢim yollarının Ģematik gösterimi. A, C 

ve E'de içi dolu daireler generatif hücreyi, içi boĢ daireler vejetatif hücreyi temsil 

etmektedir. C'de içi boĢ daire içine alınmıĢ içi dolu daireler iki çekirdek arasındaki 

çekirdek füzyonunu göstermektedir. B ve D'de daireler ilk haploid mitoz 

gerçekleĢmeden simetrik bölünen çekirdekleri temsil etmektedir (Raghavan 1997) 

 

 

 

A                        B                        C                      D                       E 
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2.2. Mikrospor Embriyogenesisi Etkileyen Faktörler: 

Diğer doku kültürü tekniklerinde olduğu gibi mikrosporlarda embriyonik yanıtı 

etkileyen birçok iç ve dıĢ faktör vardır (Smykal 2000; Wang vd. 2000; Datta 2005; 

Dunwell 2010). Mikrosporları embriyogenesise doğru saptırmada, her tür için farklı bir 

dizi faktör bir arada olmalıdır çünkü embriyogenesis sadece optimum koĢullar geçerli 

olduğunda meydana gelmektedir. Mikrospor embriyogenesisde embriyo indüksiyonu, 

olgunlaĢması ve bitki rejenerasyonunun baĢarısı genotip, donör bitki fizyolojisi, 

mikrospor/polenin geliĢim evresi, ön uygulamalar ve kültür koĢulları gibi iç ve dıĢ 

faktörlere bağlıdır. 

2.2.1. Genotip 

Donör bitkinin genotipi hem in vitro (Datta 2005) hem de in vivo (Prigge vd. 

2012) haploid bitki üretiminin etkinliğini belirleyen en önemli faktörlerdendir. 

Günümüze kadar çalıĢılmıĢ bitki türlerinde; aynı familyadaki türler arasında, aynı 

zamanda bir tür içindeki çeĢitler ve aynı çeĢide ait bireyler arasında kallus ve embriyo 

rejenerasyonu açısından farklılıklar gözlenmiĢtir (Segui-Simarro ve Nuez 2008). 

Örneğin aynı familyada,  B. napus gibi bir tür mikrospor embriyogenesis için model 

olarak kabul edilirken, A. thaliana gibi bir tür bu süreç için inatçı olabilmektedir 

(Olmedilla 2010). Aynı tür içinde de yüksek, düĢük veya hiç yanıt vermeyen genotipler 

bulunmaktadır (Miah vd. 1985; Ferrie vd. 1995; Rudolf vd. 1999; Salas vd. 2011).   

Tuberosa vd. (1987), 8 farklı patlıcan hattı ve bunların arasında yaptıkları 

melezlemelerden elde ettikleri 16 melez genotipte anter kültürü çalıĢması yapmıĢlardır. 

Anter kültürü çalıĢmasında Dumas de Valux ve çalıĢma arkadaĢları (1981,1982) ve 

Chambonnet (1985) tarafından önerilen protokol ve besi ortamı kullanılmıĢtır. 8839 

adet anter kültüre alırken, bunların 4662 tanesi sera koĢullarında ve 3977 tanesi tarla 

koĢullarında yetiĢen bitkilerden elde etmiĢlerdir. Kullanılan 8 farklı patlıcan hattından 

kültüre alınan 100 anterden elde edilen en yüksek yeĢil bitki oranı 13.7 olarak 

belirtirken, bu oranı melez genotiplerde 32.1 yeĢil bitki olarak bildirmektedirler. Anter 

kültürü yoluyla elde edilen 328 bitkiden 77 adet DH, 250 adet haploid ve bir tane de 

triploid bitki elde edildiğini bildirmiĢlerdir. 

Karakullukçu ve Abak (1992a), dört değiĢik patlıcan genotipini kullanarak, bu 

genotiplerin anter kültürüne verdikleri yanıtları incelemiĢtir. Denemede ―Halep Karası‖, 

―Adana Topağı‖, ―Birecik Yerlisi‖, ―Black Beauty‖ çeĢitleri kullanılmıĢtır. Anter 

kültürü için en uygun mikrospor geliĢme dönemi olarak, daha önceki çalıĢmalarında 

belirledikleri I. polen mitozundan hemen sonraki mikrosporları içeren anterleri kültüre 

almıĢlardır. Besin ortamı olarak Chambonet (1985) tarafından önerilen ortamı 

kullanılmıĢlar ve ortama 5‘er mg/l kinetin ve 2,4-D ile % 12 oranında sakkaroz ilave 

etmiĢlerdir. Kültüre aldıkları anterleri ilk 8 gün karanlıkta 35
o
C‘de ve daha sonra 12. 

güne kadar 25°C‘de beklettikten sonra transfer ortamına aktararak 25°C‘deki iklim 

odasında inkübe etmiĢlerdir. Aynı besin ortamlarında kültüre aldıkları farklı çeĢitlere ait 

anterler; kallus oluĢumu, geliĢme oranı ve embriyo oluĢturma ile embriyoların bitkiye 

dönüĢümü bakımından incelenmiĢtir. Yerli genotiplerden ―Halep Karası‖, anter 

kültüründe oldukça iyi performans göstermiĢtir. Bu çeĢitten % 7.8 oranında embriyo ve 

% 4.4 oranında haploid bitki elde etmiĢlerdir. Denemede yer alan diğer çeĢitlerin 

anterlerinden % 12.8 ile % 22.9 arasındaki oranlarda geliĢme saptandığını, ancak bu 



KAYNAK TARAMASI                 B. ÖZDEMĠR ÇELĠK 

15 

  

anterlerden embriyo veya embriyo benzeri bir farklılaĢma olmadığı yalnızca kallus 

dokusunun geliĢtiğini bildirmiĢlerdir. Böylece patlıcanda anter kültüründe genotipler 

arasında androgenesis verilen yanıt bakımından farklılık bulunduğunu 

gözlemlemiĢlerdir. 

BaĢay vd. (2010), yerli patlıcan çeĢitleri ―Topan-374‖, ―Aydın Siyahı‖, ―Halep 

Karası‖ ile ―Teorem F1‖, ―Bonica F1‖, ―Munica F1‖ hibritleri ve ayrıca S. torvum ile S. 

sodomeum yabani türlerini yaz döneminde Yalova koĢullarında serada yetiĢmiĢlerdir. 

Anter kültürü çalıĢmalarında Dumas de Valux ve Chambonnet (1982)‘in önerdiği C ve 

R ortamlarını kullanmıĢlardır. Anterlere sıcaklık uygulaması için Karakullukçu (1991) 

tarafından bildirilen yönteme göre önce 35ºC‘deki etüvde ilk 8 gün boyunca karanlıkta 

bekletmiĢler, daha sonra ise 25ºC sıcaklık ve 16 saat gün uzunluğuna ayarlanmıĢ iklim 

dolabına almıĢlardır. Bu ortamda 4 gün daha bekletilen anterler, 12. günden sonra R 

ortamına aktarılmıĢtır. Anterler bundan sonra iklim dolabında 25ºC sıcaklık ve 16 saat 

gün uzunluğunda geliĢmeye bırakılmıĢlardır. Anterler, kültür ortamında geliĢmeye 

bırakıldıklarında, geliĢme olarak kabul edilen olgu; anterlerin kültür ortamına alındıktan 

sonra ĢiĢerek farklılaĢmaları veya bozulma, kuruma olmaksızın canlılıklarını 

sürdürmeleridir. Kuruyan, büzüĢen ve kararan anterler ise geliĢmeyen anterler olarak 

nitelendirilmiĢtir. Bu bağlamda en düĢük anter geliĢimi % 38.4 oranı ile S. sodomeum 

yabani türünde tespit edilirken, en yüksek anter geliĢim oranı % 91.4 ile ―Bonica F1‖ 

çeĢidinde belirlenmiĢtir. Dikim yapılan çeĢitler ve türlerde belli miktarlarda kallus 

oluĢumu görülmüĢtür, en düĢük kallus oluĢumu % 10.6 oranı ile S. torvum yabani 

türünde, en yüksek kallus oluĢum oranı ise % 30.8 ile Teorem F1 çeĢidinde izlenmiĢtir. 

Anter kültüründe doğrudan embriyo oluĢumu gerçekleĢebildiği gibi bazen kallus 

oluĢumunun ardından embriyo oluĢumu da meydana gelebilmektedir. Teorem F1 çeĢidi 

ile S. torvum ve S. sodemeum yabani türlerinde kallus oluĢumunun ardından embriyo 

oluĢumu sağlanamamıĢtır. Denemede en düĢük embriyo oluĢumu % 1.25 oranı ile 

―Aydın Siyahı‖ çeĢidinden, en yüksek embriyo oluĢumu % 14.2 oranı ile ―Bonica F1‖ 

çeĢidinden elde edilmiĢtir. ―Bonica F1‖ çeĢidi % 14.29 oranında bitki oluĢumuyla da en 

yüksek performansı göstermiĢtir.  

Salas vd. (2011), 12 farklı patlıcan genotipinin anter kültürüne karĢı tepkilerini 

saptamak amacıyla yaptıkları çalıĢmada, Dumas de Vaulx ve Chambonnet (1982)‘in 

önerdiği protokolü kullanmıĢlardır. Deneme sonunda genotipleri elde edilen kallus, 

embriyo oluĢumu ve bitki rejenerasyonu açısından değerlendirmiĢlerdir. Kullanılan 

genotiplerden bir tanesi hariç tümünde 100 anterden 12.5-45.8 arasında değiĢen 

oranlarda kallus meydana geldiğini, ancak bu kalluslardan organogenesis veya 

embriyogenesis yoluyla bitki elde edilemediğini bildirmiĢlerdir. Kallus oluĢumunun 

aksine; kullanılan genotipler arasında yalnızca 5 tanesinden (―ANS3‖, ―ANS26‖, 

―Bandera‖, ―Ecavi‖ ve ―IVIA371‖) 100 anterden 0.7-60.9 arasında değiĢen oranlarda 

embriyo elde etmiĢlerdir. Bu genotiplerden elde edilen embriyolardan ise sadece 

―ANS26‖, ―Bandera‖ ve ―Ecavi‖ ‗den sırasıyla 100 anterden 1.0, 2.7 ve 5.8 bitki elde 

edilebilmiĢtir.  Ayrıca 3 ay boyunca ―Bandera‖ çeĢidinden elde edilen embriyoları flow 

sitometri ile analiz etmiĢlerdir. Elde edilen embriyoların % 17.9 'u haploid ve yaklaĢık 

yarısı (% 46.4) diploid olarak belirlenmiĢtir.  

BaĢay ve Ellialtıoğlu (2013) yılında yaptıkları çalıĢmada bazı patlıcan 

çeĢitlerinin ve ıslah hatlarının anter kültürüne karĢı tepkilerini ve androjenik 

performansı düĢük ve yüksek genotipleri belirleyerek bu genotipleri birbiri ile 
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melezledikten sonra melez genotiplerin androjenik performansını değerlendirmiĢlerdir. 

Verticillium dahliae Kleb'e tolerans gösteren ―Topan‖, ―Halep Karası‖ ve ―Teorem F1‖ 

çeĢitleri ile 2 ıslah hattı [―Vd-1‖ ve ―Vd-2 (LS 2346)‖] çalıĢmanın ilk bölümünde 

bitkisel materyal olarak kullanılmıĢtır. Deneme sonucunda ―Topan‖ ve ―Halep Karası‖ 

çeĢitlerinden sırasıyla % 4.16 ve % 2.63 oranında embriyo elde etmiĢler ve diğer 

kullanılan genotiplere göre androjenik kapasitelerinin daha iyi olduğunu bildirmiĢlerdir. 

Bu nedenle ―Topan‖ ve ―Halep Karası‖ çeĢitlerini donör ebeveyn olarak kullanmıĢlar ve 

diğer 3 genotiple (―Teorem F1‖, ―Vd-1‖ ve ―Vd-2‖) melezlemiĢlerdir. Denemelerde 

sadece ―Topan × Teorem F1‖ ve ―Teorem F1 × Topan‖ melezlerinden sırasıyla % 0.87 

ve % 2.57 embriyo oluĢumu elde etmiĢlerdir. Haploid embriyo geliĢimi ve bitki 

oluĢumunun ise sırasıyla % 0.69 ve % 2.57 oranlarında olduğunu bildirmiĢlerdir. Bu 

çalıĢma ile genotip farklılığının anter kültürü baĢarısında son derece etkili olduğunu 

belirtmiĢlerdir. 

Corral-Martinez ve Segui-Simarro (2012), 4 farklı patlıcan genotipinin 

(―Bandera‖, ―Ecavi‖, ―ANS-3‖ ve ―Cristal‖) mikrospor kültürüne karĢı tepkilerini 

saptamak amacıyla yaptıkları çalıĢmada, mikrosporları anterlerden izole edilerek 

Miyoshi (1996) tarafından bildirilen ortam ve protokole göre kültüre almıĢlardır.  

Mikrospor kültürü sürecini ıĢık mikroskobu ile izlemiĢler ve bu sürecin kullanılan dört 

genotip için benzer olduğunu bildirmiĢlerdir.  Stres uygulanmasından 5 gün sonra, bazı 

mikrosporlarda mikrospor embriyogenesisin ilk morfolojik belirteçlerinden yıldız 

benzeri morfoloji ve simetrik bölünmeler tespit etmiĢlerdir. Diğer bazı mikrosporların 

ise gametofitik geliĢime devam ederek, olgun polen benzeri yapılar haline geldiğini 

gözlemlemiĢlerdir. Bununla birlikte, mikrosporların çoğunun herhangi bir morfolojik 

değiĢim göstermediğini belirtmiĢlerdir.  Kültürün ilk 5 günü içinde çok çekirdekli 

yapıları tanımlamıĢlardır. 15 ve 20. günler arasında bu çok hücreli yapılar, yuvarlak ve 

yoğun görünümleri ve farklılaĢmıĢ protoderm benzeri bir tabakanın varlığıyla açıkça 

ayırt edilebilen küresel embriyo benzeri yapılara dönüĢmüĢtür. 20. günden sonra, 

küresel embriyo benzeri yapıların varlığının azaldığı ve embriyonik geliĢimde daha 

fazla ilerleme kaydedilmediğini bildirmiĢlerdir. Bunun yerine mikroskobik kallus 

benzeri düzensiz yapıların varlığı artmıĢtır. Bir ay sonra tüm genotiplerden yalnızca 

kallus elde edildiğini bildirmiĢler ve her genotip için petri baĢına elde edilen kallus 

sayısına göre her çeĢidin etkinliğini belirlemiĢlerdir. Mikrospor kültürüne yanıt 

açısından genotipler arasında farklılıklar gözlemlemiĢler ve en iyi yanıt veren çeĢidin 

―Bandera‖ olduğunu belirlemiĢlerdir. Böylece, ―Bandera‖ çeĢidini bu ve daha sonraki 

çalıĢmalardaki farklı analizler için referans bitki olarak seçmiĢlerdir.  

Mikrospor embriyogenesis çalıĢmalarında her tür için androjenik kabiliyet 

açısından yüksek genotiplerin tanımlanması bu sürecin geliĢtirilmesi ve DH bitki 

üretiminin yararlı bir teknoloji haline getirilmesi için önemli bir adımdır. Bu, farklı 

türlerdeki birçok araĢtırmanın amacı olmuĢtur (Ferrie ve Caswell 2011). Örneğin, 

Brassica napus cv. Topas hattı DH4079 (Ferrie ve Keller 1995), Brassica rapa cv. CV-

2 (Ferrie vd. 1995), arpada Igri çeĢidi (Hoekstra vd. 1992) ve buğdayda Chris, Pavon 70 

ve Bob White genotipleri (Kasha vd. 2003), temel ve uygulamalı araĢtırmalarda ve yeni 

çeĢitlerin geliĢtirilmesinde yaygın olarak kullanılan yüksek embriyonik genotiplerden 

bazılarıdır. Ancak ekonomik açıdan önemli diğer türlerde de yüksek oranda cevap veren 

genotiplerin tanımlanması bu sürecin daha iyi anlaĢılmasına ve daha evrensel bir 

uygulamaya yol açacağı için arzu edilen bir olaydır. Patlıcanın dünya tarımındaki 

önemine rağmen yüksek embriyonik cevap veren türlerin sayısı hala çok sınırlıdır. 
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Rivas-Sendra vd. (2017) yaptıkları çalıĢmada ―Bandera‖ çeĢidinde mikrospor 

kültürü tekniğini kullanarak 80 DH bireyden oluĢan bir popülasyon elde etmiĢlerdir. Bu 

DH popülasyonunda morfolojik karakterizasyon için yaprak, çiçek, meyve, tohum ve 

tohum çimlenme oranı özelliklerini değerlendirmiĢler ve aynı zamanda androjenik 

potansiyellerini belirlemek amacıyla anter ve mikrospor kültürü çalıĢmaları 

gerçekleĢtirmiĢlerdir. Donör bitki olarak kullanılan ―Bandera‖ çeĢidinden 100 anterden 

146.5 embriyo elde etmiĢlerdir. DH bitkilerden ise 100 anter için 0 ile 237.5 arasında 

değiĢen oranlarda embriyo elde etmiĢlerdir. 237.5 embriyo/100 anter oranıyla en yüksek 

cevabı DH36 hattından elde etmiĢlerdir. Mikrospor kültüründe de aynı Ģekilde 

―Bandera‖ çeĢidinden 65.1 kallus/ml elde ederken; DH36 hem ―Bandera‖ çeĢidinden 

hem de kullanılan diğer DH hatlardan 267.36 kallus/ml oranıyla en yüksek cevap veren 

genotip olmuĢtur. Böylece DH36 hattının temel ve uygulamalı araĢtırmalarda mikrospor 

embriyogenesis sürecinin çalıĢılmasını kolaylaĢtırmada model bir hat olarak 

kullanılabileceğini belirtmiĢlerdir. 

2.2.2. Donör bitkinin yetiĢme koĢulları ve fizyolojik durumu  

Donör bitkinin genotipi mikrospor embriyogenesis için uygun olsa da, 

mikrosporlardan haploid embriyo oluĢumunu elde edebilmek için; donör bitkinin 

fizyolojik evresi, büyüme koĢulları, bitki yaĢı ve anterlerin toplandığı bitkinin kısmı, 

mikrospor embriyogenesis indüksiyonunun etkinliğini etkileyen faktörler olarak 

bulunmuĢtur. 

Donör bitkilerin fizyolojik evresi, haploid indüksiyonunun etkinliğini doğrudan 

etkilemektedir. Çiçeklenme periyodunun baĢlangıcında genç bitkilerden alınan 

anterlerin büyüme periyodunun daha geç dönemlerinde alınan anterlerden daha olumlu 

sonuçlar verdiği genel olarak kabul edilmektedir (Bhojwani ve Razdan 1996). Ancak 

Brassica napus L. ve Brassica rapa L.‘da yaĢlı bitkilerden alınan tomurcukların, 

embriyogenesis ve bitki rejenerasyonu yeteneği bakımından genç ve sağlıklı bitkilerden 

elde edilenden daha yüksek olduğu bildirilmiĢtir (Takahata vd. 1991; Burnett vd. 1992). 

 Donör bitkilerin yetiĢtirildiği dönemdeki sıcaklık, ıĢık yoğunluğu ve kalitesi, 

günlük ıĢıklanma süresi, havadaki CO2 konsantrasyonu ve bitkinin beslenme koĢulları 

baĢta olmak üzere tüm çevresel faktörler donör bitkilerin fizyolojik süreçleri ve böylece 

mikrosporlardan elde edilecek baĢarı üzerine etkili olmaktadır (Ellialtıoğlu vd. 2001). 

Datta (2005) donör bitkilerin kontrollü çevre koĢullarında yetiĢtirildiğinde, tarlada 

yetiĢtirilen bitkilere oranla daha yüksek rejenerasyon elde edilebileceğini bildirmiĢtir. 

Büyükalaca vd. (2004) biberde yaptıkları anter kültürü çalıĢmalarında; serada 

yetiĢtirilen bitkilerin açıkta yetiĢtirilen bitkilere göre daha yüksek performans 

gösterdiğini kaydetmiĢlerdir. Karakullukçu ve Abak (1992b) yaptıkları çalıĢmada, 

donör bitkilerin yetiĢtirilme koĢullarının anter kültürü üzerinde etkili olduğunu 

bildirmiĢlerdir. AraĢtırıcılar, patlıcanda kısa gün ve düĢük sıcaklık koĢullarında 

yetiĢtirilen bitkilerden alınan anterlerin hem geliĢme oranlarını yaz periyodunda 

yetiĢtirilenlerden daha düĢük bulduklarını hem de embriyo elde edemediklerini 

belirtmiĢlerdir.  Ellialtıoğlu vd.  (2001) göre ise genel olarak normal yetiĢme sezonunda 

ve açıkta yetiĢtirilen bitkilerin yetiĢme dönemi dıĢında, serada ve iklim odasında yetiĢen 

bitkilere oranla pek çok bitki türünde anter kültüründe baĢarı Ģanslarının yüksek 

olduğunu belirtmiĢlerdir.  
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Ellialtıoğlu vd. (2012), bitkisel materyal olarak ―Kemer‖ ve ―Aydın Siyahı‖ 

patlıcan çeĢitlerini kullanarak yaptıkları çalıĢmada, farklı dönemlerde yetiĢtirilen 

bitkilerden alınan anterleri kültüre almıĢlar ve aynı zamanda mikrosporları da yapısal 

olarak incelemiĢlerdir. Bu çeĢitlerde S-polen varlığı ile haploid embriyo oluĢumu 

arasındaki iliĢkiyi incelemiĢlerdir. Anter dikimi tamamlanan petri kutuları karanlıkta 

35°C‘de yüksek sıcaklık Ģokuna tabi tutulmuĢ, 8 gün bu koĢullarda bekletildikten sonra 

12. günün sonunda kadar 25°C‘de sıcaklık ve 16 saatlik fotoperiyodik düzene 

ayarlanmıĢ iklim odasına alınmıĢtır. ―DDV-C‖ ortamı üzerinde 12 günlük süresini 

tamamlayan anterler ĢaĢırtma ortamı olan ―DDV-R‖ ortamına transfer edilmiĢ, bu 

kültürler 3 ay boyunca 25°C sıcaklık ve 16/8 saatlik fotoperiyodik düzende inkübe 

edilmiĢtir. Ayrıca anter kültürü için tomurcukların toplandığı günlerde eĢzamanlı olarak 

anthesis dönemindeki çiçeklerden olgun polenler toplanmıĢ ve bunlar S polen sayımı 

için % 2‘lik asetokarmin ile boyanmıĢtır. Boyanan polenler açık ve koyu renkte olma 

durumuna göre S poleni (sporofitik polen) veya G poleni (gametofitik polen) olarak 

nitelendirilmiĢtir. Ġlk olarak yaz periyodunda Ankara koĢullarında açık arazide, sonrada 

sonbahar döneminde ısıtılmayan cam serada yetiĢtirilen patlıcan bitkilerinden alınan 

anterler kullanılarak yapılan anter kültürü denemelerinde sadece ―Kemer‖ çeĢidinde in 

vitro haploid embriyo oluĢumu elde edilebilmiĢtir. ―Aydın Siyahı‖ patlıcan çeĢidinde 

embriyo oluĢumu sağlanamamıĢtır. ―Kemer‖ çeĢidinde ise sadece yaz periyodunda 

yetiĢtirilen bitkiler kullanıldığında farklı iki yıl % 6.6 ve % 4.5 oranlarında embriyo 

oluĢumu elde edilmiĢtir. ―Aydın Siyahı‖ patlıcan çeĢidinin ―Kemer‖ çeĢidine göre daha 

fazla S poleni bulundurduğu görülmüĢtür. Ancak S polen varlığı daha az bulunan 

―Kemer‖ çeĢidinde haploid embriyo oluĢturma oranı daha yüksek bulunmuĢtur. 

Böylece, S poleni frekansının yüksek olmasının embriyo veriminin artırılması için 

yeterli olmayabileceği belirtilmiĢtir. 

Aynı türe ait çeĢitler ile yapılan çalıĢmalarda değiĢik sonuçlar alınması donör 

bitkinin yetiĢme koĢullarının mikrosporların verimi üzerine etkisini gözler önüne 

sermektedir. Dumas de Vaulx ve Chambennet (1982) ―Dourga‖ adlı bir patlıcan 

çeĢidinin anter kültüründe yüksek oranda haploid embriyo oluĢturduğunu bildirirken; 

aynı çeĢitle yapılan anter kültürü çalıĢmasında Tuberosa vd. (1987) ile Rotino vd. 

(1987) embriyo oluĢturma yeteneği açısından düĢük bir baĢarıya sahip olduğunu ileri 

sürmüĢlerdir. Karakullukçu (1991) ise aynı çeĢidin hiç embriyo oluĢturmadığını 

bildirmiĢtir. Aynı Ģekilde BaĢay vd. (2010)  yaptıkları çalıĢmada Ankara koĢullarında 

önceki yıllarda çok sayıda denemede yer alan ve embriyo oluĢumu hiç sağlanamamıĢ 

olan ―Aydın Siyahı‖ çeĢidinden Yalova ekolojisinde % 1.25 oranında da olsa ilk kez 

haploid bitki elde edildiğini ve genotip etkisinin yanı sıra donör bitkinin yetiĢme 

koĢullarının anter kültüründen alınan sonucu etkileyen önemli bir faktör olduğunu 

belirtmiĢlerdir. Yukarıda verilen diğer örneklerde de görüldüğü gibi ne yazık ki, genotip 

ve büyüme koĢulları arasındaki etkileĢimler de rol oynadığı için, tüm türlere veya 

genotiplere uygulanacak genel bir kural bulunmamaktadır. 

2.2.3. Mikrospor/Polen geliĢim aĢaması 

Mikrospor embriyogenesisin etkileyen en önemli faktörlerden birisi, kültürün 

baĢlangıcında mikrosporların/polenlerin içinde bulundukları geliĢim aĢamasıdır. Çoğu 

bitki türü için, mikrosporların androjenik indüksiyona duyarlı oldukları zamanın, geç 

tek çekirdekli (vakuol) mikrosporları ve erken çift çekirdekli poleni içeren, ilk polen 

mitozundan hemen önceki ve hemen sonraki dönem içinde olduğu bildirilmiĢtir  
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(Reynolds 1997). Ancak bazı bitki türlerinde mayoz bölünmeyle birlikte tetratların 

oluĢumundan baĢlayan ve I. polen mitozundan sonra niĢasta depolanmasından hemen 

önceki döneme kadar süren bir zaman dilimi içinde olduğu belirtilmiĢtir (Summers vd. 

1992; Binarova vd. 1997; Silva Lauxen vd. 2003; Segui-Simarro ve Nuez 2005; Bakos 

vd. 2007; Soriano vd. 2007). Ayrıca kültür koĢullarıyla mikrospor embriyogenesisin 

uyartılmasında etkili olan uygun mikrospor/polen geliĢim aĢaması arasında bir iliĢki 

bulunduğu da bildirilmiĢtir. Anter kültürü için indüklenebilir aĢamanın mikrospor 

kültürüne göre daha erken aĢamalarda olması gerektiği gösterilmiĢtir. Anter dokularının 

mikrosporlar için besin kaynağı olması ve strese karĢı koruyucu etkisinden dolayı, erken 

aĢamadaki mikrosporlar için daha iyi bir ortam sağlayabileceği belirtilmiĢtir. Anter 

duvarının mikrosporların kültür ortamıyla doğrudan iliĢkisini engellemesi nedeniyle 

daha erken aĢamaların kullanılmasıyla indüksiyon zamanının geciktirilmesi önerilmiĢtir 

(Duijs vd. 1992; Hoekstra vd. 1992; Salas vd. 2012). 

Anterlerin içerdiği mikrosporların/polenlerin hangi geliĢim aĢamasında 

bulunduğunu belirlemek için en uygun morfolojik kriterlerden birinin tomurcuk veya 

anter uzunluğunun olduğu belirtilmektedir. Genel olarak birçok bitki türünde 

mikrospor/polen geliĢim aĢaması ile tomurcuk ve anter uzunluğu arasında yakın bir 

iliĢki olduğu bildirilmiĢtir (Kasperbauer ve Wilson 1979; Summers vd. 1992; Silva 

Lauxen vd. 2003; Segui-Simarro ve Nuez 2005; Salas vd. 2012). 

Anterler içerisindeki mikrosporların/polenlerin geliĢme dönemini tespit etmek 

amacıyla sitolojik gözlemler yapılması gerekmektedir. Ancak bazı türlerde 

mikrosporlar/polenler aynı anter içerisinde kültüre alma esnasında farklı geliĢim 

safhasında bulunabilmektedir. ―Asenkronize‖ geliĢim olarak adlandırılan bu yapıdan 

dolayı doğru aĢamadaki mikrosporları bulunduran anterlerin ve tomurcukların 

morfolojik olarak tanımlanması, tomurcuk ve anterlerin seçimini daha hızlı ve güvenilir 

hale getirmektedir (Bal 2002; Segui-Simarro ve Nuez 2005; Bhowmik vd. 2011; Salas 

vd. 2012; Parra-Vega vd. 2013). 

Karakullukçu ve Abak (1993a)‘ın patlıcanda uygun tomurcuk aĢamasını 

belirlemek amacıyla yaptıkları çalıĢmada 4 farklı çeĢitte, 8 farklı büyüklük ve geliĢme 

devresindeki anterler ile sitolojik incelemeler yapmıĢlardır. En elveriĢli geliĢme dönemi 

olan birinci polen mitozundan hemen önceki devrede, tomurcuklarda taç yaprakların 

seviyesinin çanak yaprakların birleĢme noktasında bulunduğu, anter renginin ise 

yeĢilden yeĢilimsi sarı renge dönüĢtüğü saptanmıĢtır. Bu devrede tomurcuk 

uzunluklarının çeĢitlere bağlı olarak 22.4-24.7 mm, tomurcuk çaplarının ise 10.8-12.5 

mm olduğu belirlenmiĢtir. Bu denemede belirlenen tomurcuk büyüklüğü esas alınarak 

yapılan çalıĢmada kullanılan 4 çeĢitten sadece ―Baluori F1‖ çeĢidinden embriyo ve 

bitkicikler elde edildiği rapor edilmiĢtir. AraĢtırıcılar bu çalıĢmada tomurcuk büyüklüğü 

ve morfolojik görünüm yanında anter renginin de elveriĢli dönemin belirlenmesinde 

önemli bir kriter olduğunu ifade etmiĢlerdir. In vitro kültüre alındığında hacimce 

geniĢleyip geliĢme gösteren anterlerin, yeĢilimsi sarı renkte oldukları; yeĢil renkli 

anterlerin erken, sarı ve koyu sarı renkteki anterlerin ise geç dönemde bulundukları 

belirlenmiĢtir. 

Salas vd. (2012), patlıcanda tomurcuk ve anter uzunluğu ile mikrospor/polen 

geliĢim dönemi arasındaki iliĢkinin belirlenmesi amacıyla yaptıkları çalıĢmada,  

mikrospor/polen geliĢim aĢamalarını 7 farklı aĢamada (tetrat, genç, orta ve geç (vakuol) 
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mikrospor ve genç çift çekirdekli, orta-geç ve olgun polen) incelemiĢlerdir. Yapılan 

sitolojik gözlemler sonucunda, patlıcanda mikrospor ve polenlerin geliĢim aĢaması ile 

tomurcuk ve anter uzunluğu arasında bir iliĢki olduğunu belirlemiĢlerdir. Kullanılan 

genotiplerde vakuol mikrospor ve genç çift çekirdekli polen aĢamasını en fazla yüzdeyle 

içeren tomurcuk ve anter uzunlukları, S. aethiopicum hariç tüm genotiplerde sırasıyla 8 

ile 16 mm arasında ve 4 ile 7 mm arasında değiĢtiği, S. aethiopicum için ise 6 mm 

tomurcuk uzunluğunun ve 3 mm anter uzunluğunun uygun olduğu belirlenmiĢtir. Ayrıca 

en uygun mikrospor/polen geliĢim aĢamasını maksimum yüzdeyle içeren anterler, anter 

uzunluğunun kullanılmasıyla 1 mm kadar dar bir uzunluk aralığında belirlenebileceği 

için tomurcuk uzunluğuna göre daha hassas bir kriter olduğu bildirilmiĢtir. Denemede 

ayrıca patlıcanda mikrospor/polen geliĢme aĢamalarının anter ve mikrospor kültürü 

etkileri üzerine ayrıntılı bir çalıĢma yürütülmüĢtür. Mikrospor kültürü için en uygun 

aĢamanın vakuol mikrospor ve genç çift çekirdekli polen olduğunu, anter kültürü için 

ise genç ve orta-genç mikrosporların daha iyi yanıt verdiklerini belirtmiĢlerdir. 

Summers vd. (1992) domateste anter kültürü üzerine yaptıkları çalıĢmada farklı 

mikrospor geliĢim safhalarını (leptotene, zygotene, metaphase-I, tek çekirdekli ve çift 

çekirdekli) içeren 1.6-4 mm arasındaki uzunluklardaki anterlerin farklı genotiplerde 

anter kültürü üzerine etkilerini incelemiĢlerdir. ÇalıĢmada, anterler içerisinde bulunan 

mikrosporlar ne kadar erken safhada bulunurlarsa, o kadar fazla oranda kallus elde 

edildiğini bildirmiĢlerdir. Ayrıca, sabah ve öğleden sonra olmak üzere gerçekleĢtirilen 

tomurcuk alım zamanının androjenik kallusların çap veya sayısına önemli bir etkisi 

bulunmazken; anter veya tomurcuk uzunluğunun androgenesis üzerine önemli etkisi 

olduğu ve uygun mikrospor safhasını belirlemede anter uzunluğunun tomurcuk 

uzunluğuna göre daha uygun bir kriter olduğu bildirilmiĢtir.  

2.2.4. Kültür öncesi uygulanan stres uygulamaları 

Mikrospor embriyogenesis çalıĢmalarında mikrospor geliĢimini gametofitik 

geliĢimden sporofitik geliĢime doğru yönlendirmek için, hemen hemen tüm türlerde 

tetikleyici bir stres uygulaması gerekli bir faktör olarak görülmektedir. Stres 

uygulamaları bitki, çiçek ve çiçek tomurcukları, kültüre alınan anterlere ve 

mikrosporlara uygulanabilir (Touraev vd. 1997). Mikrospor embriyogenesisi 

indüklemek için en yaygın kullanılan stres uygulamaları, sıcaklık Ģokları, Ģeker açlığı, 

kolhisin uygulamalarıdır. Ancak bazı durumlarda bu stres uygulamalarının bir 

kombinasyonu gerekebilmektedir (Shariatpanahi vd. 2006).  

Sıcaklık Ģokları genellkle düĢük ve yüksek sıcaklık uygulamaları Ģeklinde 

uygulanmaktadır. Genel olarak sıcaklık derecesi ve süresi türlere göre farklılık 

göstermektedir. Yüksek sıcaklık uygulamaları genellikle, birkaç saatten birkaç güne 

değiĢen bir süre boyunca 31 ila 37 ºC arasındaki sıcaklıklarda anterlere veya izole 

edilmiĢ mikrosporlara uygulanmaktadır. Dumas de Vaulx ve Chambonnet (1982) 

patlıcanda anter kültüründen embriyo uyartımı için yüksek sıcaklık uygulamalarını 

denemiĢler ve embriyo oluĢumu için gerekli bir uygulama olduğunu belirlemiĢlerdir. 

Soğuk Ģokları ise birkaç günden birkaç haftaya kadar 4 ila 10 ºC'de gerçekleĢtirilir ve 

izole edilmiĢ mikrosporlara veya anterlere aynı zamanda tomurcuklara, çiçek 

salkımlarına ve hatta donör bitkiye uygulanabilmektedir (Islam ve Tuteja 2012; 

Shariatpanahi vd. 2006). Uygulanan soğuk Ģoku mikrospor embriyogenesisi tetikleme 

yanında yaĢlanma sürecini yavaĢlatarak mikrosporların hayatta kalma oranını 
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artırmaktadır (Shariatpanahi vd. 2006). ġeker açlığı, mikrosporları veya anterleri, 

mannitol gibi metabolize edilemeyen karbon kaynaklarını içeren ortamlarda kültüre 

alarak (Touraev vd. 1996b; Lantos vd. 2009)  veya patlıcanda belirtildiği gibi distile su 

içerisinde mikrosporları doğrudan kültüre alınmasıyla uygulanabilir (Miyoshi 1996). 

Açlık stresinin mikrospor kültüründe ana etkenlerinden biri, normal olarak ilk polen 

mitozundan sonra gametofitik geliĢimde vejatatif hücre, hücre döngüsünün G1 fazında 

duraklarken (Binarova vd. 1993); bu uygulamayla genç polen tanelerinde vejetatif 

çekirdek hücre döngüsüne yeniden girer ve hücre bölünmeleri meydana gelir (Zarsky 

vd. 1992). Bu stres uygulamaları dıĢında; atmosferik basınç, kolhisin, yüksek pH, gama 

ıĢınlaması, hipertonik Ģok, absisik asit uygulamaları, oksinler ve diğer bazı indükleyici 

kimyasallar gibi uygulamalar farklı türlerde bildirilmiĢtir (Maraschin vd. 2005a; 

Shariatpanahi vd. 2006). 

Karakullukçu ve Abak (1992b), patlıcanda anter kültürü üzerine yaptıkları 

çalıĢmada, farklı sıcaklık Ģoklarının etkilerini araĢtırmıĢlar ve bu uygulamanın anter 

kültüründe baĢarıyı etkileyen faktörler arasında yer aldığını belirtmiĢlerdir. AraĢtırmada, 

kültüre alınan anterlerin bir kısmını 25°C, diğerlerini ise 30°C veya 35°C‘ye ayarlanan 

karanlık etüvlere koymuĢlar ve bu sıcaklıklarda 4 ya da 8 gün süreyle bekletmiĢlerdir. 

Tüm çeĢitlerde sıcaklık derecesi ve süresi arttıkça anter geliĢme oranlarının da artığı, 

35°C‘de karanlıkta 8 gün süre ile tutulan anterlerdeki geliĢme oranının diğer 

uygulamalara göre en yüksek değerleri verdiği bildirilmiĢtir.  

Ellialtıoğlu ve Tıpırdamaz (1999) tarafından yapılan çalıĢmada, Kemer patlıcan 

çeĢidinde tomurcuklara soğuk Ģoku uygulaması ve besin ortamına ilave edilen aktif 

kömürün, anterlerdeki içsel ABA miktarı üzerine etkilerini incelemiĢlerdir. Soğuk 

uygulamasının (+ 4°C de 80 saat ve + 9°C de 9 gün) ve aktif kömürün (% 0.1, % 1 ve % 

2) anterlerdeki ABA miktarını azalttığını ancak embriyogenesis üzerine olumlu bir 

etkisin olmadığını belirlemiĢlerdir. Ayrıca, anterlerdeki ABA miktarının az veya çok 

olmasının anter kültüründen elde edilen baĢarı üzerinde tek baĢına etkili bir faktör 

olmadığını bildirmiĢlerdir.  

Miyoshi (1996), 3 farklı F1 patlıcan çeĢidi kullanarak yaptığı çalıĢmada, 

patlıcanda izole edilen mikrosporların kültürlere alınmasıyla morfojenik kalluslar elde 

edildiğini rapor etmiĢtir. Taç yaprakları yeĢilimsi beyaz ve çanak yapraklardan daha 

kısa olan ve sarımsı beyaz anterleri içeren tomurcuklar toplanmıĢ ve bunların erken çift 

çekirdekli ve geç tek çekirdekli mikrosporların karıĢık bir populasyona sahip olduğu 

belirlenmiĢtir. Bu anterlerden izole edilen mikrosporlar 25-35
o
C‘de karanlıkta 0-6 gün 

inkübe edilmiĢtir. Kallus indüksiyonunda baĢlangıç kültür periyodunda yüksek 

sıcaklıkta sakkaroz açlığının etkisini araĢtırmak için izole edilen mikrosporların yarısı 

25°C ve 35°C‘de distile suda kültüre alınırken, diğer yarısı 25°C ve 35°C‘de % 2 

sakkaroz içeren NLN ortamında kültüre alınmıĢtır. Stres uygulamasının ardından 

mikrosporlar % 2 sakkaroz ve 0.5 mg/l NAA ve 0.5 mg/l BA içeren NLN ortamında 

karanlıkta yeniden kültüre alınmıĢtır. Yüksek sıcaklık ve sakkaroz açlığı 

uygulamalarının birlikte uygulanmasının (35°‘de 3 gün) izole edilen mikrosporlarda 

kallus oluĢumunu teĢvik ettiğini bildirmiĢtir. Mikrosporların kültüre alınmasından 4 

hafta sonra mikrosporlardan elde edilen küçük kalluslar 4 mg/l zeatin ve 0.2 mg/l IAA 

içeren MS ortamına sürgün rejenerasyonu için transfer edilmiĢtir. Elde edilen bitkilerde 

ploidi seviyesini belirlemek amacıyla 12 tane rastgele seçilmiĢ rejenerantların kök 

uçlarında kromozom sayımı gerçekleĢtirilmiĢtir. Rejenerantlardan sadece birinin 
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haploid, 7 tanesi diploid, 3 tanesi triploid ve bir tanesinin tetraploid olduğunu 

belirlemiĢtir.  

Matsubara vd. (1992), anter kültürü yöntemi ile patlıcan ve biberde embriyo ve 

kallus oluĢumunu araĢtırdıkları çalıĢmalarında patlıcan çeĢidi olarak ―Wase Shinkura‖, 

biber çeĢidi olarak ―C. Wonder‖ çeĢidini kullanmıĢlardır. Her iki türde de tek çekirdekli 

aĢamada mikrosporları içeren anterleri kültüre alan araĢtırıcılar, farklı 

konsantrasyonlarda 2,4-D ve KIN içeren MS temel besin ortamlarını kullanmıĢlardır. 

Patlıcanda yaptıkları anter kültürü çalıĢmalarında, 5°C, 35°C ve ilk olarak 5°C daha 

sonra 35°C sıcaklıkları 24 ve 48 saatlik sürelerde uygulamıĢlar ve ardından da 25°C‘de 

bekletmiĢlerdir. Patlıcanda genel olarak 35°C‘de 24 saat bekletilen uygulamada % 4.9 

ile en yüksek oranı saptamıĢlardır. En yüksek embriyo oranını 0.1 mg/l 2,4-D ve 0.1 

mg/l KIN içeren ortamdan elde etmiĢlerdir. Patlıcandan elde edilen embriyoların 

kalluslardan geliĢen embriyolar olduğunu, kök ucu kromozom sayımı ile bunların 35 

tanesini haploid diğerlerinin diploid ve anöploid olduklarını belirlemiĢlerdir.  

Bal vd. (2009) patlıcanda mikrospor kültürü üzerine yapmıĢ oldukları çalıĢmada 

tütünde mikrospor embriyogenesisi baĢlatmak için kullanılan bir protokolü modifiye 

ederek denemiĢlerdir. AraĢtırıcılar bu çalıĢmada, ―Bambino‖ patlıcan çeĢidinde geç tek 

çekirdekli ve çift çekirdekli mikrosporları B ortamında ön kültüre almıĢ ve ardından 

4°C, 25°C ve 33°C olmak üzere farklı sıcaklıklarda 2 gün boyunca inkübe etmiĢlerdir. 

Ön uygulamadan sonra, mikrosporlar 0.25 M maltoz içeren AT3 ortamında kültüre 

alınmıĢ ve 25°C karanlıkta bekletilmiĢtir. Simetrik bölünme ve çok çekirdekli yapıların 

varlığı bir ve iki hafta sonra DAPI ile boyanarak kontrol edilmiĢtir. Mikrosporlarda 

meydana gelen simetrik bölünme ve çok çekirdekli yapılar yalnızca 32
o
C‘de 2 gün ön 

uygulama yapılan mikrosporlarda gözlemlenmiĢtir. Bu koĢullar altında çok çekirdekli 

yapıların sıklığı % 19.4 olarak tespit edilmiĢtir. Patlıcanda simetrik bölünme ve çok 

çekirdekli yapıların oluĢumunda modifiye edilmiĢ tütün protokolünün etkili olduğunu 

belirlenmiĢtir. Böylece patlıcanda mikrospor kültüründe tütün için geliĢtirilen 

protokolün temel olarak kullanılabileceği sonucuna varılmıĢtır.  

Tuncer (2010) beyaz baĢ lahana (B. oleracea var. capitata subvar. alba), yaprak 

lahana (B. oleracea var. acephala) ve süs lahanasında (B. oleracea var. acephala cv. 

Chidori Red F1) mikrospor kültürü yoluyla haploid embriyo elde etme olanakları 

üzerine çalıĢmıĢlardır. Bu amaçla NLN-13 ortamında izole edilip kültüre alınan 

mikrosporlarda haploid embriyo oluĢumunu uyartmak amacıyla 2 sıcaklık (32°C ve 

35°C‘de 2 gün), 2 kolhisin dozu (50 mg/l ve 100 mg/l), ortam yenileme (NLN-16 / 

NLN-13, NLN-16+50 mg/l kolhisin / NLN-16, NLN-16+50 mg/l kolhisin / NLN-13) ile 

yaprak lahana (100 Gy, 300 Gy) ve süs lahanasında (50 Gy, 75 Gy, 100 Gy, 300 Gy) 

gama ıĢını uygulamalarının etkisini araĢtırmıĢlardır. 12. ve 19. gün sayım ortalamalarına 

göre, embriyo oluĢumunu uyartmada yaprak lahanada 35°C (5.0 embriyo/petri), ErciĢ 

lahanasında 32°C (4.3 embriyo/petri) etkili bulunmuĢ, ―Yalova-1‖ baĢ lahana çeĢidi ve 

süs lahanasının ise sıcaklık yönünden seçici olmadığını saptamıĢlardır. Kolhisin ve 

sıcaklık uygulamalarının birlikte yapıldığı denemelerde doz ve sıcaklık 

interaksiyonunun bulunması nedeniyle faktörler bağımsız değerlendirilememiĢtir. 

Bununla birlikte ―Yalova-1‖ baĢ lahana çeĢidinde 32°C+50 mg/l kolhisin (5.3 

embriyo/petri), süs lahanasında 35°C+50 mg/l kolhisin (9.4 embriyo/petri) 

uygulamalarından daha yüksek embriyo sayısı elde edilmiĢtir. Yaprak ve süs 

lahanasında gama ıĢını uygulamalarının etkisi de sıcaklığa bağlı olarak değiĢim 
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göstermiĢtir. IĢınlanmıĢ tomurcukların 4°C‘de kuru ve sıvı (NLN-13) ortamda 

bekletildiği uygulamalardan yaprak lahanada kuru, süs lahanasında ise sıvı koĢullarda 

bekletmenin yine sıcaklığa bağlı olarak uyartımı sağlamada etkisi görülmüĢtür. Ortam 

yenileme uygulamalarının etkisi lahana türlerine göre farklılık göstermekle birlikte 

kolhisin katılmıĢ ortam yenileme uygulamasının (ErciĢ lahanasında 3.9 embriyo/petri) 

daha etkili olabileceği görülmüĢtür. Süs lahanasının ise ortam yenileme uygulamasına 

olumlu cevap vermediğini bildirmiĢlerdir. 

CoĢkun (2011) dört farklı durum buğdayı Triticum durum Desf. cvs. ―Kızıltan-

91‖, ―Ç-1252‖, ―Mirzabey 2000‖ ve ―Kunduru-1149‖ genotiplerini kullanılarak 

yaptıkları çalıĢmada, mikrospor kültürü yoluyla embriyoid ve bitki rejenerasyonu elde 

etmede etkili bir protokol geliĢtirmeyi amaçlamıĢlardır. Ayrıca, mikrospor kültür 

tekniğine cevabının yüksek olduğu bilinen ekmeklik buğday genotipi Triticum aestivum 

L. cv. ―Gün-91‖ çalıĢmada kontrol grubu olarak kullanılmıĢtır. Makarnalık ve ekmeklik 

buğday genotiplerinde beĢ farklı öniĢlem uygulaması [1. soğuk öniĢlem (+4ºC), 2. 0.4 

M mannitol (+4ºC) a. ovaryumsuz, b. ovaryum eklenmiĢ, 3. 0.4 M sorbitol (+4ºC), 4. 

0.4 M mannitol (oda sıcaklığı)] kullanılmıĢtır. Tüm genotiplerde bölünen mikrospor 

sayısına, embriyoid benzeri yapılara, 2 mm‘den büyük ve küçük embriyoid sayısına, 

yeĢil ve albino bitki rejenerasyonuna ve toplam bitki rejenerasyonuna ait sonuçlar 

karĢılaĢtırılmıĢtır. Makarnalık ve ekmeklik buğday çeĢitlerinde embriyoid oluĢumu ve 

toplam bitki rejenerasyonunda en iyi sonuçlar 0.4 M mannitol ve +4ºC öniĢlem 

uygulaması ile ―Gün-91‖ çeĢidinden elde edilmiĢtir. Makarnalık buğday genotipleri 

arasından ise en fazla embriyoid oluĢumu ―Kızıltan-91‖ çeĢidinde görülmüĢtür. En fazla 

bitki regenerasyonu ―Kunduru-1149‖ çeĢidinden elde edilmiĢtir. Genotipler ile öniĢlem 

uygulamaları arasındaki etkileĢimin önemli olduğunu bildirmiĢlerdir. 

2.2.5. Besin ortamının içeriği ve yapısı 

Mikrospor embriyogenesis tekniğinde kullanılan besin ortamı embriyo 

oluĢumunda etkili faktörlerin baĢında gelmektedir. Mikrospor embriyogenesise cevabın 

aynı türdeki farklı genotipler arasında bile farklılık göstermesinden dolayı, ortak bir 

besin ortamı kullanmak çok zor olmakla birlikte etkili bir kültür ortamı geliĢtirmek de 

kolay değildir. Bununla birlikte, W-14, NLN, AT3 ve A2 besin ortamları genellikle 

farklı türler için kullanılmaktadır. Örneğin, baĢlangıçta Brassica napus L. için 

geliĢtirilen NLN ortamı, Apiaceae ve Solanaceae familyalarına ait türlerde, tütün için 

geliĢtirilen A2 ortamı da buğdayda yapılan çalıĢmalarda kullanılmıĢtır (Murovec ve 

Bohanec 2012).  

Mikrospor embriyogenesis üzerine besin ortamı bileĢenleri, ortamdaki karbon ve 

azot kaynakları, bitki büyüme düzenleyicileri, ozmolarite ve ortamın pH‘sı oldukça 

önemli rol oynamaktadır. Kültür ortamında karbon kaynağı olarak mikrospor 

kültüründe sıklıkla maltoz ve sakkaroz kullanılmakla birlikte, türü ve konsantrasyonu 

türlere göre farklılık göstermektedir. Bunun yanı sıra galaktoz, maltoz ve sakkaroz 

karıĢımı, glukoz, glukoz ve sakkaroz karıĢımı, mannitol gibi uygulamalarda 

bulunmaktadır (Dias 2001, Arı 2006).  Genel olarak bütün ortamlarda Ģekere yer 

verilmekte ve besin ortamlarında ozmotik basıncı ayarlayıcı bir etkisi olduğu 

bilinmektedir (CoĢkun 2011). Kültür ortamında kullanılan Ģeker oranı bazı bitki 

türlerinde % 2-4 (Miyoshi 1996) ve bazılarında ise % 10-13 (Kim vd. 2008; Custers 

2003) olarak kullanılmaktadır. Farklı türlerde kullanılan Ģeker orandaki bu ayrımın, 
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olgun polenin Solanaceae ve Liliaceae‗deki gibi iki hücreli veya Gramineae ve 

Cruciferae‘daki gibi üç hücreli olmasına bağlı olduğu düĢünülmekte ve ilk grubun 

düĢük ozmotik basınca, ikinci grubun ise yüksek ozmotik basınca ihtiyaç duyduğu 

belirtilmektedir (Arı 2006).  

Mikrospor embriyogenesisde baĢarılı sonuçlar elde etmek için, kültür 

ortamındaki bitki büyüme düzenleyicileri ve bunların konsantrasyonları da oldukça 

önemlidir. Kültür ortamındaki bitki büyüme düzenleyicilerinin kombinasyonunu 

oluĢturmak genotipe, donör bitkinin kalitesine, ön iĢlem uygulamalarına ve kültür 

ortamındaki mikrosporların fizyolojik durumuna göre değiĢmektedir. Kültür 

ortamındaki bitki büyüme düzenleyicilerinin türünü ve konsantrasyonunu ayarlamak 

mikrospor embriyogenesisden elde edilecek baĢarıyı artırmak için oldukça önemli 

olmuĢtur (CoĢkun vd. 2011). 

Mikrospor embriyogenesisin oluĢumunu sağlamak için ön uygulama ve kültür 

ortamlarında yukarıdaki maddeler dıĢında; Ficoll (Cistue vd. 2009), absisik asit (Van 

Bergen vd. 1999), fenil asetik asit  (PAA) (Hu ve Kasha 1997; Ingram vd. 2000) gümüĢ 

nitrat (Büyükalaca vd. 2004) ovaryum (Lantos vd. 2009; Özdemir 2012) polietilen 

glikol (PEG) (Ferrie ve Keller 2007; Corral-Martinez ve Segui-simarro 2012) 

brassinosteroidler (Ferrie vd. 2005; Corral-Martinez ve Segui-Simarro 2014), 

arabinogalaktan proteinleri (AGP) (Letarte vd. 2006; Tang vd. 2006) gibi birçok katkı 

maddesi kullanılmaktadır. 

Mikrospor embriyogenesis çalıĢmalarında indüksiyon ve/veya kültür ortamına 

ilave edilen ABA‘in embriyogenesis üzerine etkileri bildirilmiĢtir. Imamura ve Harada 

(1980) tütünde (Nicotiana tabacum cv. Samsun) ABA ve mannitolün kısa süreyle 

uygulanmasının etkilerini araĢtırmıĢlardır. Sterilizasyonu yapılan anterler, 1 ila 4 gün 

boyunca ABA (10
-5

 M) ve mannitol (0.5 M) içeren H sıvı ortamı içerisinde 

bekletilmiĢtir. Bu uygulamalarının ardından anterler 3 kez steril distile su ile 

yıkandıktan sonra, % 0.8 agar ve % 0.4 aktif karbon içeren H ortamı içerisinde kültüre 

alınmıĢtır.  4 günlük ABA uygulamasının bitkicik oluĢumunu inhibe ederken 1 günlük 

ABA uygulamasının anter baĢına üretilen bitkicik sayısında en yüksek ortalamaya sahip 

olduğunu belirlemiĢlerdir. Ortama mannitol (0.5 M) ilavesiyle uygulanan su stresi, 

kontrol ile karĢılaĢtırıldığında uyarıcı bir etki göstermiĢtir. Anterlere 1 ve 2 gün 

mannitol uygulanması ile polen baĢına ng cinsinden içsel ABA konsantrasyonları 

araĢtırılmıĢtır. Su stresinden 1 gün sonra içsel ABA seviyesi 0.059 ng/polen‘ dan 0.120 

ng/polen‘a yükseldiği ve 2 günlük uygulamadan sonra 0.053 ng/polen‘a düĢtüğünü 

belirlemiĢlerdir. Kontrolde ise aynı denemede ABA seviyelerinde hafif bir artıĢ 

gözlemiĢlerdir. Mannitol içeren ortam anterlerde su stresine neden olmuĢ ve ABA 

seviyesinin artırılmasında etkili olmuĢtur. Bu deneme sonuçlarına ve daha önceki 

gözlemlerine göre sürekli ABA uygulaması yerine kısa süreli uygulamanın bitkicik 

oluĢumunu artırdığını belirtmiĢlerdir. ABA düzeyindeki geçici artıĢın indüksiyon 

döneminde polen embriyogenesis de uyarıcı bir etki yarattığını ve kültür ortamında 

ABA‘in sürekli varlığının somatik ve polen embriyogenesis oluĢumu için inhibe edici 

olduğunu belirtmiĢlerdir. Bu nedenle, tütün polen embriyogenesisine iliĢkin olarak, 

polen taneciklerinde ABA kosantrasyonunun belirli bir seviyede tutulması gerektiği ve 

ABA‘in diğer büyüme düzenleyici maddeler ile iliĢkili olarak önemli bir rol 

oynayabileceğini bildirmiĢlerdir. ABA‘in etkilerinden birinin m-RNA sentezinin 

inhibisyonu olduğunu böylece ABA uygulamasının, gametofitik geliĢim için gerekli 
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olan belirli RNA‘ların sentezini engellemiĢ olabileceğini bunun da polenin normal 

gametofitik geliĢimini bloke ederek sporotifik geliĢimi uyarmıĢ olabileceğini 

düĢündüklerini bildirmiĢlerdir. 

Dumas de Vaulx ve Chambonnet (1982), androjenik bitkiler üretmek ve patlıcan 

ıslah programlarında DH hatların baĢarılı bir Ģekilde kullanılmasını sağlamak için 

güvenilir bir protokol oluĢturmuĢlardır. Bu metoda göre, uygun büyüme hormonları 

eklenen baĢlangıç C ortamına alınan anterler kültürün ilk sekiz gününde 35°C‘ de 

karanlıkta bekletilmiĢlerdir. Daha sonra petri kapları 25°C‘ de 16 h aydınlıkta 

bekletilmiĢtir. Bundan 12 gün sonra anterler R farklılaĢtırma ortamına transfer 

edilmiĢtir. Embriyolar kültür baĢlangıcından 1 ay sonra anterlerden görünür hale 

gelmiĢtir ve embriyo üretimi 3-4 ay sürmüĢtür. GeliĢimlerinin devamı için 4-6 mm 

uzunluğunda iyi geliĢen embriyolar hormon içermeyen V3 ortamında kültüre alınmıĢtır. 

Buradan elde edilen bitkicikler in vitro koĢullarda kolaylıkla çoğaltılmıĢ ve dıĢ koĢullara 

aktarılmıĢtır.  

Rotino vd. (1987) sekiz farklı indüksiyon ortamında farklı genotiplerin anter 

kültürüne tepkilerini inceledikleri çalıĢmada, tek çekirdekli çiçek tomurcuklarını 

ilkbahar ve yaz aylarında tarla koĢullarında yetiĢtirilen bitkilerden toplamıĢlardır. Anter 

kültürü çalıĢmasında kullanılan kültür ortamı Dumas de Vaulx ve Chambonnet (1982) 

tarafından bildirilen kültür ortamına farklı konsantrasyonlarda IAA, NAA, zeatin ve 

glukoz eklenmesi ile modifiye edilmiĢtir. Kültüre alınan 9.050 tane anterden 531 iyi 

geliĢmiĢ androjenik embriyo elde edilmiĢtir. Anter kültürüne verilen yanıt bakımından 

genotipin etkisinin açık olduğu bildirilmiĢtir. ―1L. V. Barbentel‖ en iyi performans 

gösterirken, diğer çeĢitler hibritlerden daha az ortalama vermiĢlerdir. Ayrıca F1 melezi 

―Ronde de Valence x Dourga” Chambonnet (1985) tarafından elde edilen sonuçların 

aksine hiç embriyo vermediği bildirilmiĢtir. Ayrıca ortamdaki hormon içeriğinin, farklı 

genotiplerin androjenik sürecinde güçlü bir etkisi olduğu görülmüĢtür. Örneğin NAA ve 

zeatin ―1L. V. Barbantanel‖ ve hibrit ―IWIR78 X Viserbal‖ çeĢidinde embriyo 

yüzdesinin artmasına neden olmuĢtur. Sakkaroz ve glukozun etkinliği söz konusu 

olduğunda yüksek konsantrasyonların etkili olduğu ancak daha fazla araĢtırma 

yapılması gerektiğini bildirmiĢlerdir. Kültür ortamında uygun bir oksin ve sitokinin 

dengesinin sağlanmasıyla patlıcan genotiplerinde in vitro anter yanıtının artırılmasının 

sağlanabileceğini belirtmiĢlerdir. Bu çalıĢmada elde edilen bitkilerin ploidi seviyelerine 

iliĢkin verilerin mevcut olmadığı ancak daha önceki çalıĢmalarda benzer bir deneyde 

haploid ve diploidlerin yüzdeleri sırasıyla % 65 ve % 35 olduğunu bildirmiĢlerdir. 

Karakullukçu ve Abak (1993b)‘ın uygun tomurcuk aĢamasını belirledikleri 

çalıĢmalarının devamı olan araĢtırmada, Ģeker ve büyüme düzenleyicilerinin etkileri 

araĢtırılmıĢtır. AraĢtırıcılar ilk 12 gün boyunca % 12 sakkaroz uygulamasının 

diğerlerinden daha iyi sonuç verdiğini bildirmiĢlerdir. Aktif karbonun embriyo 

oluĢumuna olumlu bir etkisinin gözlenmediği çalıĢmada, kinetin+2,4-D 

kombinasyonlarının, diğer hormon kombinasyonlarına göre daha iyi cevap verdiği 

belirtilmiĢtir. ÇalıĢmanın değiĢik aĢamalarında 5 mg/l kinetin+ 5 mg/l 2.4-D ve % 12 

sakkaroz kullanılan ortamlarda % 12.1 (―Baluroi F1‖), % 1.5 (―Kemer‖) ve % 3.8 

(―Halep Karası‖) oranlarında embriyo elde edildiği bildirilmiĢtir. Ayrıca araĢtırıcılar, 

direk embriyogenesis sonucu embriyoların meydana geldiği anterlerde kallus 

oluĢmadığını göz önüne alarak kallus oluĢumunun direk embriyogenesisi engellediği 

sonucuna varmıĢlardır. Ġlk dikim ortamında sitokinin veya oksin miktarının tek yönlü 
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olarak artmasının kallus oluĢum oranını arttırdığı, dengede olmaları halinde kallusların 

nispeten daha az oluĢtuğu gözlenmiĢtir. 

Hu vd. (1995), buğdayda Triticum aestivum L. cv. ―Chris‖ çeĢidini kullanarak 

mikrospor kültürü üzerine farklı ön iĢlem, izolasyon yöntemleri ve kültür ortamında 

farklı PAA konsantrasyonlarının etkilerini araĢtırmıĢlardır. ÇalıĢmada anterler farklı ön 

iĢlem solüsyonlarında [0.4 M mannitol, FHG ortamı makro elementleri ve 0.4 M 

mannitol + FHG ortamının makro elementleri] farklı sürelerde (4, 7, 10 ve 12 gün) 

tutulmuĢtur. Ayrıca ön iĢlem uygulamalarında farklı konsantrasyonlarda ABA‘in (0, 

1.5, 3.0, 4.5 ve 6 mg/l) etkileri araĢtırılmıĢtır. Mikrosporların izolasyonunda dört farklı 

yöntem ve kültür ortamında 6 farklı konsantrasyonda PAA (0, 1, 2, 4, 7 ve 10 mg/l) 

kullanılmıĢtır. ÇalıĢmada ön uygulama solüsyonu olarak 0.4 M mannitol + FHG 

ortamının makro elementlerinin birlikte kullanılması baĢarılı sonuç verirken, ön iĢlem 

süresi olarak en iyi sonuç 7 günlük uygulamadan elde edilmiĢtir. Ön iĢlem 

solüsyonlarına farklı konsantrasyonlarda ABA uygulaması sonucunda ölçülen çeĢitli 

parametrelerde en yüksek ortalama 3 ile 6 mg/l arasındaki konsantrasyonlardan elde 

edilmiĢtir. Ayrıca ABA‘in buğdayda mikrospor kültüründe yeĢil bitki rejenerasyonu 

üzerine olumlu etkisi olduğu bildirilmiĢtir. Ġzolasyon yöntemi olarak vorteks 

kullanılmasıyla en iyi sonuçlar elde edilirken, kültür ortamında 4 mg/l PAA 

kullanılması en iyi sonucu vermiĢtir.  

Hoekstra vd. (1997) arpada (Hordeum vulgare L. cv. Ġgri) yaptıkları çalıĢmada 

androgenesis üzerine ön uygulama ortamı, mannitol ve kalsiyumun 

konsantrasyonlarının etkilerini incelemiĢlerdir. Anterler öniĢleme tabi tutulmadan 

doğrudan kullanıldığında herhangi bir bitki geliĢimi gözlenmezken, su içerisinde 

tutulmasıyla düĢük oranlarda bitki üretiminin meyana geldiğini bildirmiĢlerdir. ÖniĢlem 

uygulamasında mannitol kullanılmasının ise bitki üretimini önemli ölçüde arttırdığını 

belirtmiĢledir. Optimum embriyo oluĢumu yaklaĢık 20 mM CaCl2 konsantrasyonunda 

elde edilirken, yaklaĢık 30 mM CaCl2 de optimal bitki üretimi gerçekleĢmiĢtir. Anterler 

içerisinde  0.37 M mannitol ve  10
-2

 M CaCl2, 10
-3

 M MgSO4.7H2O, 10
-3

 M KNO3, 2 

x10
-4

 M KH2PO4, 10
-6 

M KI ve 10
-7

 CuSO4.2 H2O (440 mOs.kg
-1

) içeren ön uygulama 

çözeltisinde 4 gün bekletildikten sonra anterler 350 mOs.kg
-1 

Ficoll bulunmayan ortam I 

'e transfer edilmiĢtir. Ön uygulama sırasında ABA'in etkisini belirlemek için, anterler 

10
-7

 M ABA varlığında ön uygulama çözeltisinde farklı sürelerde (1, 2, 3, 4 gün)  

inkübe edilmiĢtir.  ABA‘in çeĢitli geliĢimsel süreçlerde yer aldığı ve çeĢitli stresler 

tarafından indüklendiği bilindiği için, ABA ve ABA biyosentez inhibitörü fluridonun 

androgenesis indüksiyonu üzerine etkileri incelenmiĢtir. Fluridon, baĢlangıçtan itibaren 

40 mg/l'lik bir konsantrasyonda ilave edilerek ve 24 saatlik bir uygulamadan sonra 

ortamdan uzaklaĢtırılmıĢtır. Deneme sonunda ABA'in embriyo oluĢumu üzerinde çok az 

etkisi olduğunu gözlemlemiĢlerdir. Ancak fluridonun anter ön uygulama ortamına ilave 

edilmesinin androgenesis indüksiyonunda yeĢil bitki üretiminde düĢüĢ meydana 

getirdiğini bildirmiĢlerdir. Böylece ön uygulama sırasında optimum bitki üretimi için 

içsel ABA sentezinin gerekli olduğu ve ABA‘in etkisinin sadece polenin gametotifik 

geliĢimini engellemesiyle sınırlı olmadığı sonucuna varmıĢlardır. 

Van Bergen vd. (1999) arpada yaptıkları çalıĢmada aynı mannitol ön uygulaması 

ve kültür koĢulları altında, ―Igri‖ çeĢidinin rejenerasyon verimliliğinin ―Digger‖ 

çeĢidine göre yaklaĢık 10 kat daha yüksek olduğunu ve bunun anterlere uygulanan ön 

uygulama sonrasında canlı mikrosporlardaki farklılık ile iliĢkili olduğunu 
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düĢündüklerini bildirmiĢlerdir. Bu nedenle iki çeĢit üzerine farklı ön uygulama 

koĢullarının etkisini incelemiĢlerdir. Her iki çeĢitte, su, CPW çözeltisi ve mannitol ön 

uygulamalarında için, mikrospor canlılığının sırasıyla mannitol > CPW tamponu > su 

olduğu ve ayrıca rejenerasyon verimliliği arasında pozitif bir korelasyon olduğunu 

bildirmiĢlerdir. Mannitol ön uygulamasında ―Igri‖ çeĢidinde içsel ABA miktarındaki 

artıĢın ―Digger‖ çeĢidinden çok daha yüksek olduğunu belirlemiĢlerdir. Mannitol ön 

uygulaması sırasında ABA ilavesi, hem canlılık hem de rejenerasyon verimi yüzdelerini 

artırmıĢtır. CPW çözeltisi ön uygulama koĢulları altında, ABA'in eklenmesi 

rejenerasyon verimliliğini önemli ölçüde uyardığı ve ABA konsantrasyonuna bağlı 

olduğu bildirilmiĢtir. Bununla birlikte, ―Digger‖ çeĢidi ―Igri‖ çeĢidine göre ABA'e daha 

az duyarlıydı. Her iki çeĢitte de ABA uygulamasının, rejenerasyon etkinliği üzerine 

daha az etkisi olan su ve CPW çözeltisinde, canlılık yüzdesinin artmasına ve/veya çift 

çekirdekli mikrosporların sayısını azalması üzerine etkisi olduğu bildirilmiĢtir. Deneme 

sonucuna göre, ―Igri‖ ve ―Digger‖ çeĢitlerindeki rejenerasyon verimliliğindeki farkın, 

mannitol ön uygulaması ile içsel ABA üretim düzeylerindeki farklılıklardan ve ABA'e 

karĢı duyarlılıkları ile iliĢkili olduğunu düĢünmektedirler. ABA'in muhtemelen 

etkilerinden birinin de hücre ölümünün önlenmesine bağlı olduğunu belirtmiĢlerdir. 

Bal (2002), domateste (Lycopersicon esculentum Mill) tek çekirdekli 

mikrosporları içeren çiçek tomurcuklarını in vitro Ģartlarda 0.3 M mannitol içeren ön 

kültür ortamında 10°C‘ de 7 gün boyunca karanlıkta ön uygulamaya tabi tutulduktan 

sonra, mikrosporlar izole edilerek 0.5 mg/l BAP ve 0.5, 1.0, 1.5 mg/l NAA ve 2, 4 ml/l 

Lactalbumin hydrolysate içeren NLN ortamlarında kültüre alındığında simetrik çekirdek 

bölünmesi ve çok çekirdekli yapıların oluĢumunun uyartıldığını belirtmiĢlerdir. 

Lactalbumin hydrolysate yerine Casein hydrolysate‘ın denendiği ikinci bir denemede 

ise ―Falcon‖, ―Invictus‖ ve ―Gökçe‖ çeĢitlerinden 5 ve 10 g/l Casein hydrolysate‘ın 

bulunduğu NLN + 0.5 mg/l BAP + 0.5 mg/l NAA kültür ortamlarında da simetrik 

çekirdek bölünmesi ve çok çekirdekli yapıların oluĢumunun uyartıldığını, ancak hiçbir 

ortam ve koĢulda mikrosporlardan rejenerasyonun gerçekleĢmediğini bildirmiĢlerdir. 

Kasha vd. (2003), buğdayda mikrospor kültüründe önemli faktörlerden birinin 

ortamdaki AGP‘nin varlığı olduğunu bildirmiĢler ve mikrospor kültür ortamında AGP 

ve ovaryumların etkisini araĢtırmıĢlardır. ―Pava 79‖ çeĢidi ile yapılan bir çalıĢmada 

kültürden 10 gün sonra mikrospor canlılığını, 30 gün sonunda ise embriyo oluĢumunu 

incelemiĢlerdir. AGP ve ovaryum bulunmayan ortamda mikrospor canlılığının % 18.8‘e 

kadar düĢtüğünü ve çok çekirdekli yapılarının oluĢumunun uyartıldığını ancak embriyo 

oluĢumunun gözlemlenmediğini belirtmiĢlerdir. Ovaryum bulunan fakat AGP 

bulunmayan ortamda mikrospor canlılığının % 35.5 ve embriyo oluĢumunun 1650 

olduğunu bildirmiĢlerdir. 10 mg/l AGP ve ovaryum bulunan ortamda mikrospor 

canlılığının % 78.3, embriyo oluĢumunun 4250,  10 mg/l AGP bulunan ancak ovaryum 

bulunmayan ortamda ise mikrospor canlılığının % 77.8, embriyo oluĢumunun ise 50 

olduğunu tespit etmiĢlerdir. Böylece kültür ortamında AGP‘nin tek baĢına yeterli 

olmadığı, ovaryumların da mutlaka kültür ortamında kullanılması gerektiğini 

bildirmiĢlerdir.  

Letarte vd. (2006), buğdayda mikrospor kültürü üzerine yaptıkları çalıĢmada 

kültür ortamına eklenen Larcol ve AGP‘nin etkisini araĢtırmıĢlardır. ÇalıĢmada 

kullanılan genotiplere ait baĢaklar, 4ºC‘de 0.4 M mannitolde 7 gün süreyle karanlıkta 

öniĢleme alındıktan sonra, mikrosporlar izole edilerek MMS4 indüksiyon ortamında 
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kültüre alınmıĢtır. Kültür ortamına çeĢitli konsantrasyonlarda Larcol ve AGP (1, 5, 10, 

25, 50 ve 100 mg/l)  ilave edilmiĢtir. Ayrıca kültür ortamında Larcol ve AGP ile birlikte 

1 hafta 4ºC‘de saklanmıĢ 8 tane ovaryum da eklenmiĢtir. 10, 25 ve 50 mg/l Larcol ile 

birlikte kültür ortamında ovaryumların bulunmasıyla, her iki çeĢitte de yüksek oranda 

embriyo oluĢumu elde edilmiĢtir. Kültür ortamına ilave edilen 10 mg/l AGP‘nin ise, 

mikrosporlardan embriyo oluĢumu ve bitki rejenerasyonunu önemli derecede artırdığı 

belirtilmiĢtir. 10 mg/l‘den sonraki konsantrasyonlarda ise embriyo sayısında herhangi 

bir değiĢimin olmadığını bildirmiĢlerdir.  

Alpsoy ve ġeniz (2007)‘in yaptıkları çalıĢma 1994-1999 yılları arasında 

yürütülmüĢ olup, araĢtırmada 8 hibrit çeĢit (―Baluroi‖, ―Barbentane‖, ―Bellissima‖, 

―Ancha‖, ―Leila‖, ―Mileda‖, ―Munica‖ ve ―Purpurea‖), 6 standart çeĢit (―Pala‖, 

―Kemer‖, ―Adana‖, ―Topan‖, ―Manisa‖ ve ―Aydın Siyahı‖) ve yerli bir populasyon olan 

―‖Urfa Yerlisi‖ olmak üzere toplamda 15 patlıcan genotipi kullanılmıĢtır. Donör 

bitkilerin fideleri geliĢme periyoduna bağlı kalınarak ya tarlaya ya da seraya dikilmiĢ 

olup, tek çekirdekli mikrosporları içeren anterlere sahip çiçek tomurcukları dikim 

zamanına bağlı olarak farklı dönemlerde toplanmıĢtır. 1994 ve 1996 yıllarında % 3 

sakkaroz ve farklı konsantrasyonlardaki büyüme düzenleyicileri ilave edilmiĢ MS 

ortamı, 1996 ve 1998 yıllarında % 12 sakkaroz ile 4 mg/l NAA ve 1 mg/l kinetin içeren 

MS ortamı ve % 12 sakkaroz ile 5 mg/l 2,4-D ve 5 mg/l kinetin içeren C ortamı 

kullanılmıĢtır. Transfer ortamı olarak 0.1 mg/l kinetin ve % 12 sakkaroz içeren R ortamı 

kullanılmıĢtır. Tüm ortamlara % 0.7 agar ilave edilmiĢ olup pH 5.7 olarak ayarlanmıĢtır. 

Kültüre alınan anterler, 1994 ve 1995 yıllarında direkt olarak 25°C ve 16h gün 

uzunluğunda inkübe edilirken, 1996 ve 1998 yıllarında 35°C‘de 8 gün bekletildikten 

sonra 25°C ve 16h gün uzunluğuna transfer edilmiĢtir. Anterler 4 gün daha aynı 

ortamlarda bekletildikten sonra 12. günde aynı sıcaklık ve gün uzunluğunda R transfer 

ortamına aktarılmıĢtır. 1994, 1995, 1996 ve 1998 yıllarında yapılan denemelerde 15 

genotip içinde yalnızca 5 tanesinden (―Kemer‖, ―Urfa Yerlisi‖, ―Adana‖, ―Barbentane‖ 

ve ―Leila‖) haploid embriyo ve bitkicik elde edilmiĢtir. 1994 yılında ortalama kallus 

oluĢum oranı % 30 olmasına karĢın, haploid embriyo oluĢumuna rastlanılmamıĢtır. 1995 

yılındaki denemelerde ―Pala‖, ―Kemer‖, ―Topan‖ ve ―Aydın Siyahı‖ çeĢitleri 

kullanılmıĢ olup, 4 farklı büyüme hormonu kombinasyonu kullanılarak sırasıyla kallus 

oluĢum oranı % 15.15, 20.00, 24.00 ve 26.42 olarak belirlenmiĢtir. ÇalıĢmada haploid 

embriyolar ve bitkicikler anterlerin ilk sekiz gün karanlıkta 35°C de bekletildiği 1996 ve 

1998 yıllarında elde edilmiĢtir. 1996 ve 1998 yıllarında yapılan çalıĢmalarda hem 4 mg/l 

NAA ile 1mg/l kinetin ilave edilen MS ortamı hem de 5 mg/l 2,4-D ve 5 mg/l kinetin 

ilave edilen C ortamı kullanılmıĢtır. 1996 yılında ―Kemer‖, ―Baluroi‖ ve ―Urfa yerlisi‖ 

genotipleri kullanılmıĢ olup kallus oluĢum oranları % 5.56 ve % 49.98 arasında 

değiĢmiĢtir. Ayrıca ―Kemer‖ çeĢidi ve ―Urfa yerlisi‖ popülasyonundan haploid embriyo 

ve bitkicik elde edilmiĢtir. ―Kemer‖ çeĢidinde, embriyoların C ve MS ortamlarında 

oluĢum oranı sırasıyla % 3.67 ve % 2.05, Urfa yerlisinde ise % 4.91 ve % 1.84 olarak 

belirtilmiĢtir. 1998 kurulan denemelerde de embriyolar elde edilmiĢ olup, elde edilen 

embriyo oranları ―Adana‖ çeĢidinde MS ortamında % 1.58, ―Barbentane‖ çeĢidinde C 

ve MS ortamlarında sırasıyla %2.72 ve % 2.63, ―Leila‖ çeĢidinde ise C ortamında % 

2.43 olarak belirtilmiĢtir.  
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Corral-Martinez ve Segui-Simarro (2012) farklı ozmotiklerin patlıcanda 

mikrospor kültüründen elde edilen kallus sayısına etkilerini araĢtırmıĢlardır. Bu amaçla 

PEG, mannitol ve sakkaroz (normal karbon kaynağı) içeren ortamlar kullanılmıĢlardır. 

Deneme sonucunda kontrol olarak kullanılan  % 2 sakkaroz yerine  % 2 PEG 

kullanıldığında, kallus üretimi kontrol ortamına göre önemli ölçüde azalmıĢtır. % 2 

sakkaroz yerine % 2 mannitol kullanıldığında ise, kültür sonunda hiçbir geliĢim 

gözlenmemiĢtir. % 1 PEG ve % 1 sakkarozun birlikte kullanılması ile yalnızca sakkaroz 

kullanılan kontrol ortamına göre 2.5 kat daha fazla kallus elde etmiĢlerdir. Bu pozitif 

etkinin, toplam kallus ağırlığı ve kallus büyüklüğü üzerine de etkili olduğunu 

belirtmiĢlerdir. Bunun aksine % 1 sakkaroz ve % 1 mannitol ilavesi kallus sayısını, 

ağırlığını ve büyüklüğünü önemli ölçüde azaltmıĢtır. Böylece, kültür ortamında 

sakkarozun baĢlangıç ozmotik basıncını PEG ilavesiyle arttırmanın, kallus 

indüksiyonunu önemli ölçüde artırdığını, mannitol ile birlikte kullanıldığında ise 

olumsuz etkileri olduğu bildirilmiĢtir. Ayrıca sakarozun yerine sadece PEG veya 

mannitol kullanılması olumsuz etki gösterdiğini belirtmiĢlerdir.   

Lantos vd. (2012), 2 biber genotipinde mikrospor kültürü üzerine yaptıkları 

çalıĢmada, B5 ortamında 2,4-D (0, 0.1, 0.2 ve 0.5 mg/l) ve kinetinin (0, 0.2 ve 0.5 mg/l) 

12 farklı kombinasyonunun mikrosporlardan elde edilen embriyo ve kallus, kallus/ 

embriyo oranı ve bitki rejenerasyonu üzerindeki etkilerini araĢtırmıĢlardır. Deneme 

sonuçlarına göre büyüme düzenleyicilerinin, mikrospor embriyogenesis indüksiyonu 

için gerekli olmadığı ancak mikrospor kültürünün etkinliği ve mikrosporlardan elde 

edilen embriyo ve kallusların kalitesi ve miktarı üzerinde genel bir etkiye sahip 

olduğunu bildirmiĢlerdir. AraĢtırma sonuçlarına göre, genotip ―257‖‘de mikrospor 

kültüründe en yüksek embriyo üretimi büyüme düzenleyici içermeyen ortamdan elde 

edilirken, ―253‖ genotipinde ise 0.1 mg/l 2,4-D ve 0.2 mg/1 kinetin içeren ortamdan 

elde edilmiĢtir. Her iki genotipte de 0.1 mg/l 2,4-D ve 0,2 mg/l kinetin kombinasyonunu 

içeren ortamdan en yüksek bitki rejenerasyon oranının elde edildiğini belirtmiĢlerdir.   

Yuan vd. (2012) yaptıkları çalıĢmada beyaz lahanada (Brassica oleracea var. 

capitata) mikrospor embriyogenesisi geliĢtirmek amacıyla pH, MES ve arabinogalaktan 

proteinlerinin etkilerini araĢtırmıĢlardır. Beyaz lahanada yüksek pH (6.2 veya 6.4) 

genotiplerin çoğunda özellikle ―Zhonggan No. 8‖ genotipinde mikrospor kültüründen 

embriyo elde etmek için etkili olmuĢtur. MES ve arabinogalaktan proteinlerinin, 

mikrospor kültüründen elde edilecek embriyo verimi üzerine etkileri beĢ genotipten 

dördünde test edilmiĢtir. Bu dört genotip için MES veya AGP‘lerin tek baĢına ortama 

eklenmesi etkili olmadığı ve mikrosporlardan elde edilen embriyoların sıklığının hala 

düĢük olduğu bildirilmiĢtir. Bununla birlikte, 10 mg/l AGP ve 3 mM MES 

kombinasyonu,  pH 6.4, özellikle ―Zhonggan No.8‖ çeĢidinde yaklaĢık 35 kat olmak 

üzere mikrospor embriyogenesisi artırdığı bildirilmiĢtir. 

Ahmadi vd. (2014)  Brassica napus L.‘de mikrospor kültürü üzerine stres 

hormonları absisik asit (ABA), jasmonik asit (JA) ve salisilik asidin (SA) etkilerini 

araĢtırmıĢtır. ―Regent‖ çeĢidini kullandıkları çalıĢmada üç farklı süre (6, 12 ve 24 saat) 

ve farklı konsantrasyonlarda ABA, JA ve SA (0, 0.2, 0.5, 1.0, 2.0 ve 5.0 mg/l)‘in 

mikrospor kültürü üzerindeki etkilerini incelemiĢlerdir. 12 saat süreyle 0.5 mg/l ABA 

uygulamasının kontrole göre mikrospor embriyogenesisi yaklaĢık üç kat ve bitki 

rejenerasyonu % 68 oranında arttırdığını bildirmiĢlerdir. ABA uygulamasının ayrıca, 

test edilen tüm konsantrasyonlarda ikincil embriyo oluĢumunu azalttığı ancak yüksek 
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seviyelerde, örneğin 1 mg/l 24 saat uygulamasının, kallus oluĢumunu artırdığını 

bildirmiĢlerdir. En yüksek embriyo verimi (286.0 embriyo/petri), 24 saat boyunca 1.0 

mg/l JA kullanılmasıyla elde etmiĢler ve 12 saat boyunca 0.5 mg/l JA uygulanan 

kültürlerde en yüksek bitki rejenerasyonunu (% 54) gözlemlemiĢlerdir. Ayrıca 24 saat 

boyunca 5.0 mg/l JA uygulaması, rejenerasyon ortamında mikrosporlardan elde edilen 

embriyoların çimlenmesini % 21 oranında azaltmıĢtır. 6 saat boyunca 0.2 ve 0.5 mg/l 

SA uygulamasıyla sırasıyla 184.0 ve 193.4 embriyo/petri elde edilmiĢ ve kontrol (136.2 

embriyo/petri) ile karĢılaĢtırıldığında mikrospor embriyogenesisi artırdığını 

bildirmiĢlerdir. Bununla birlikte, SA‘in bitki rejenerasyonu, ikincil embriyo oluĢumu ve 

kallus oluĢumu üzerine bir etkisi olmadığı belirtmiĢlerdir. AraĢtırmacılar uygun 

konsantrasyon ve inkübasyon süresi seçildiğinde mikrospor embriyogenesis ve bitki 

rejenerasyonunun ABA, JA ve SA ile geliĢtirilebileceğini bildirmiĢlerdir. 

Corral-Matinez ve Segui simarro (2014) patlıcanda mikrospor kültürü etkinliğini 

artırmak için ―Bandera‖ çeĢidini kullanarak mikrospor kültürü üzerine absisik asit, 

epibrassinolid, polietilen glikol, arabinogalaktan proteinlerinin tek baĢına veya birlikte 

kombinasyonlarını standart mikrospor kültür protokolüne ilave ederek etkilerini 

incelemiĢlerdir. Ayrıca standart protokolde kültür ortamında bitki büyüme düzenleyicisi 

olarak kullanılan BAP ve NAA‘in farklı konsantrasyonlarının etkilerini incelemiĢlerdir. 

Kültür ortamında her bir kimyasalın tek baĢına kullanılmasıyla ABA, EBr ve AGP‘nin 

optimal konsantrasyonları belirlendikten sonra, AGP ile birlikte kullanıldığında 

etkilerini araĢtırmıĢlardır. PEG konsantrasyonu olarak daha önce yaptıkları çalıĢmada 

belirledikleri oranı kullanmıĢladır. Deneme sonuçlarına göre AGP'nin, mikrospor 

embriyogenesis etkinliğini arttırmak, embriyoların kallus benzeri yapılara dönüĢümünü 

azaltmak ve organojenik kallus etkinliğini arttırmak için rutin olarak kullanılması 

gerektiği belirledikleri için tüm kombinasyonlarda AGP‘ni kullanmıĢlardır. Kullanılan 

kimyasalların AGP ile kombinasyonunda AGP'nin tek baĢına veya EBr ve/veya PEG ile 

birlikte kallus üretimi üzerine olumlu etkileri olduğunu bildirmiĢlerdir ve özellikle PEG 

ve AGP'nin birlikte kullanımı tavsiye etmiĢlerdir. Ayrıca standart protokolde kullanılan 

iki büyüme düzenleyicisi olan BAP ve NAA'in (1X) konsantrasyonlarını ve 0.5X, 0.2X, 

2X ve 5X oranlarında değiĢtirmenin etkisini değerlendirmiĢlerdir.  Standart protokolde 

kullanılan 1X konsantrasyonun 0.2X oranında azaltılmasıyla elde edilen BAP ve NAA 

konsantrasyonlarının kallus sayısı ve büyüklüğü açısından daha iyi sonuçlar verdiğini 

belirlemiĢlerdir. AraĢtırma sonuçlarının tümünü değerlendirdiklerinde standart 

protokolde  % 1 sakkaroz , % 1 PEG ve 1600 mg/l AGP ilave edilmesi, BAP ve NAA 

konsantrasyonlarının beĢte birine düĢürülmesi ile optimize edilmesinin olumlu olacağını 

belirtmiĢlerdir. 

Makowska vd. (2017) arpada anter kültürü etkinliğini artırmak amacıyla 

AGP‘nin etkisini araĢtırmıĢlarıdır. Anter kültüründe indüksiyon ortamında 10 mg/l AGP 

kullanımı toplam bitki rejenerasyonunu 2.8 kat artırmıĢtır. AGP‘in kültürün ilk 

baĢlangıcından stres uygulamasından itibaren uygulanmasıyla ise rejenerasyon oranının 

kontrole göre 6.6 kat arttığını bildirmiĢlerdir. Bu çalıĢmada ile arpada androjenik 

bitkilerin üretiminde AGP‘nin olumlu etkisinin doğrulandığını bildirmiĢlerdir. 
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2.2.6. Kültür koĢulları  

Mikrospor embriyogenesisde kültürlerin inkübe edildiği ortamın ıĢık niceliği ve 

niteliği veya sıcaklık gibi çevresel koĢullar, haploid embriyo indüksiyonu ve geliĢimi 

üzerine etki eden diğer faktörlerdir. Kültür koĢulları, kullanılan yöntem (anter ve 

mikrospor) ve kullanılan genotipe göre farklılık göstermektedir. Ancak mikrospor 

kültüründe genellikle baĢlangıçta ve kültür süresince genellikle karanlık koĢullar ve 20-

30°C‘ler arasında sıcaklık önerilmektedir. Mikrosporlardan kallus ve/veya embriyo 

oluĢumu gerçekleĢtikten sonra ise daha yüksek ıĢık yoğunluğuna sahip koĢullar 

önerilmektedir (Miyoshi 1996; Lantos vd. 2009; Ellialtıoğlu 2000). 

2.2.7. Bitki rejenerasyonu 

Mikrospor embriyogenesis uyartıldıktan sonra, mikrosporlardan haploid bitki 

oluĢumu direk veya indirek olmak üzere baĢlıca iki yolla olmaktadır. Direk olarak, 

mikrosporlardan doğrudan embriyo geliĢir ve zigotik embriyolara benzer Ģekilde 

globüler, kalp Ģekilli, torpedo ve kotiledon embriyo aĢamaları meydana gelir. 

Mikrosporlardan embriyolar elde edildikten sonra, genellikle bitkilere dönüĢümlerini 

teĢvik etmek amacıyla katı bir çimlenme ortamına aktarılırlar. Ġndirek olarak ise, 

mikrosporlardan ilk olarak bir kallus geliĢimi meydana gelmekte ve daha sonra bu 

kalluslardan embriyogenesis veya organogenesis yoluyla haploid veya DH bitkilerin 

elde edilmesi mümkün olmaktadır. DH bitkilerin direk olarak embriyolardan elde 

edildiği türlere kolza, arpa, tütün ve mısır; indirek olarak kalluslardan elde edildiği 

türlere ise kahve, yenidünya, çavdar, yulaf, Anemone, domates ve patlıcan örnek 

verilebilir (Segui-Simarro 2010). 

Corral-Martinez ve Segui-Simarro (2012) mikrosporlardan elde edilen 

kalluslardan bitki rejenerasyonunu artırmak için daha önce farklı araĢtırıcılar tarafından 

bildirilen ve patlıcanda mikrospor, anter ve protoplastlardan elde edilen kallus veya 

embriyolardan bitki rejenerasyonu sağlamak için kullanılan sekiz farklı ortamın etkisini 

test etmiĢlerdir. Her bir ortamın etkisini belirlemek amacıyla toplam 60 kallus 

kullanılmıĢ ve kalluslar iki haftada bir alt kültüre alınmıĢtır.  Kültürden altı hafta sonra 

geliĢen kallus yüzdesi, sürgün elde edilen kallus yüzdesi ve köklenme gerçekleĢen 

kallus yüzdesi parametreleri değerlendirilerek kullanılan ortamların etkinlikleri 

belirlenmiĢtir. Kallus geliĢimi ve sürgün üretimi açısından en iyi sonuçlar M1 ve M4 

ortamlarından elde edilmiĢtir. Buna karĢılık, köklenme için en iyi ortamın M5 ortamı 

olduğu belirtilmiĢtir. Bitki rejenerasyonu en fazla % 6.9 ile M4 ortamından ardından % 

3.45 ile M5 ortamından elde edilmiĢtir. M4 ortamında 100 kallus için 6.9 bitki elde 

edilirken, 41.4 adet sürgün geliĢimi elde edilmiĢtir. Daha sonra kök oluĢturmayan bu 

sürgünler M5 ortamına transfer edilmiĢ ve bunlardan % 19 oranında köklenme 

sağlanarak 7.9 bitki daha elde etmiĢlerdir. Böylece 100 kallus için toplamda 14.8 bitki 

elde etmiĢlerdir. Deneme sonucunda araĢtırıcılar patlıcanda mikrosporlardan elde edilen 

kalluslardan bitki rejenerasyonunda, kallus geliĢimi ve sürgün üretimi için ilk olarak M4 

ortamın ve daha sonra köklenme için M5 ortamının kullanılmasını tavsiye 

etmektedirler. 

Rivas-Sendra vd. (2015) yaptıkları çalıĢmada, patlıcanda mikrosporlardan elde 

edilen kalluslardan bitki rejenerasyonunu artırmayı amaçlamıĢlardır. Farklı ortam 

kompozisyonlarının organogenesis indüksiyonu, sürgün oluĢumu ve uzamasının teĢvik 
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edilmesinde ve kök oluĢumunda etkisini değerlendirmiĢlerdir. Daha önce patlıcanda 

mikrosporlardan elde edilen kalluslardan bitki elde etmede etkili olduğu bildirilen % 2 

sakkaroz, % 0.8 agar, 0.2 mg/l IAA ve 4 mg/l zeatin içeren M1 ortamı (Miyoshi 1996) 

ve  % 3 sakkaroz, % 0.4 Phytagel, 0.1 mg/l IAA ve 2 mg/l zeatin içeren M4 (Corral-

Martinez ve Segui-Simarro 2012) organogenesis indüksiyonu için değerlendirilmiĢtir. 

M1 ortamı kalluslardan sürgün oluĢumu için M4 ortamından daha etkili bulunmuĢ 

ancak sürgün büyümesi ve uzaması için iki ortamda yeterli bulunmamıĢtır. Bu amaçla 

M1 ortamında 1855 kallus üretimi gerçekleĢtirilerek 555 sürgünü M11, M12, M13 ve 

M14 ortamlarına aktararak bu ortamların sürgün büyümesi üzerine etkilerini 

incelemiĢlerdir. ÇalıĢma sonucunda M11 ortamı (bazal MS ortamı) bitki rejenerasyonu 

için en iyi ortam olarak belirlenmiĢtir. Böylece mikrosporlardan elde edilen kalluslardan 

sürgün oluĢumu için ilk olarak M1 ortamında kültüre alınmasını ve daha sonra elde 

edilen sürgünlerden bitki oluĢumunu desteklemek için M11 ortamına transfer edilmesini 

önermiĢlerdir.  

2.2.8. Kromozom katlama ve ploidi belirleme 

Mikrospor embriyogenesis yoluyla elde edilen bitkiler haploid, diploid, triploid 

veya tetraploid gibi farklı ploidi seviyelerinde olabilir ve bu bitkilerin ıslah 

programlarında kullanılmadan önce ploidi seviyelerinin tanımlanması gerekmektedir. 

Bitkilerde ploidi belirlemenin birçok yöntemi bulunmakta ve bunların birbirlerine göre 

avantajları ve dezavantajları bulunmaktadır. Mikrospor embriyogensis sonucu elde 

edilen bitkilerin ploidi seviyelerini tespit etmek amacıyla flow sitometri (Ochatt 2008), 

kromozom sayımı (Maluszynska 2003) ve moleküler markörler (Malik vd. 2011) 

kullanılabilir. Bitki morfolojisi, stoma veya kloroplast sayımı gibi diğer bazı daha az 

güvenilir yöntemler de mevcuttur (Dwivedi vd. 2015). 

Corral-Martinez ve Segui-Simarro (2012), ―Bandera‖ çeĢidinden mikrospor 

kültürü yoluyla elde edilen kallus ve bitkilerin ploidi seviyelerini flow sitometri ile 

analiz etmiĢlerdir. Analiz edilen toplam 41 farklı kallus içinde haploid kallus 

bulunmazken, 2 adet kallusun diploid, 3 tanesinin de tetraploid olduğunu ve diğer 36 

adet kallusun miksaploid olduğunu belirlemiĢlerdir. Ancak farklı kalluslardan elde 

edilen 20 adet bitkiden, 4 tanesinin haploid, 1 tanesinin tetraploid, 3 tanesinin 

miksaploid ve bitkilerin çoğunluğunun (12 adet) diploid olduğunu bildirmiĢlerdir. 

Mikrospor kültürü, haploid mikrosporların izolasyonu ve kültürüne dayanan bir teknik 

olduğu için elde edilen tüm kallus ve bitkilerin orijininin mikrosporlar olduğu ancak 

diploid kallus ve bitkiler için teorik olarak somatik kökenli olma olasılığını 

değerlendirmek için SSR markörlerle elde edilen diploid bitkileri analiz etmiĢlerdir. 

Daha önce ―Bandera‖ bitkisinde heterozigot olarak nitelendirilen altı SSR markörü 

(CSM19, CSM33, CSM36, CSM40, CSM58 ve CSM63) kullanmıĢlardır. Ġlk olarak 

―Bandera‖ bitkilerinden rastgele seçilen 12 donör bitkiyi test etmiĢler ve altı SSR 

lokusunun tüm bitkiler için heterozigot olduğunu belirlemiĢlerdir. Ardından, 8 adet 

rastgele seçilmiĢ dört diploid ve dört miksaploid bitkiyi analiz etmiĢler ve bu bitkilerin 

altı SSR markörü için homozigot olduğunu belirlemiĢlerdir. Böylece elde edilen hem 

DH bitkilerde hem de miksaploid bitkilerin baĢlangıçta haploid kökenli mikrosporlardan 

elde edildiğini teyit etmiĢlerdir. 
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Rivas-Sendra vd. (2015) yaptıkları çalıĢmada mikrospor kültürü sonucunda elde 

ettikleri bitkileri dıĢ koĢullara aktarmıĢ ve ploidi seviyelerini flow sitometri ile analiz 

etmiĢlerdir. Mikrosporlardan elde edilen 88 bitkiden, 5 tanesinin (% 5.7) haploid 

olduğunu, 61 tanesinin  (% 69.3) diploid ve 18 tanesinin (% 20.5) daha yüksek ploidiler 

gösterdiğini ve 4 tanesisinin ise ploidi seviyelerinin kesin bir Ģekilde belirlenemediğini 

bildirmiĢlerdir. Diploid bitkiler, CorralMartinez ve Segui-Simarro (2012) 'de tarif edilen 

prosedür kullanılarak SSR markörleri ile analiz edilmiĢtir. Bu markörlerin daha önce 

―Bandera‖ donör bitkileri için heterozigot olduğunun kanıtlandığını ve analiz edilen 61 

diploid bitkinin tüm SSR markörleri için homozigot olarak bulunduğunu bildirmiĢlerdir.  

  Kromozom katlanması, genotipe (Barnabas vd. 1999; Henry 1998) ve in vitro 

kültür koĢullarına (Kasha vd. 2001; Shim vd. 2006) bağlı olarak mikrospor 

embriyogesisden sonra spontan olarak meydana gelebilmektedir. Spontan olarak 

meydana gelen katlama, endomitoz veya çekirdek füzyonu ile meydana gelebilmektedir 

(Segui-Simarro ve Nuez 2008). Spontan DH bitkilerin sıklığı yeterince yüksek 

olmadığında, kromozom katlaması amacıyla antimitotik etkili kimyasallar 

kullanılmaktadır. Bunlar arasında kolhisin, en çok kullanılan kimyasaldır. Bu 

antimitotik etkili kimyasalların uygulanma Ģekli, dozu ve süresi hücre süspansiyonu, 

besi ortamı veya eksplantların içinde bulunduğu ön besin ortamı gibi farklı koĢullara, 

kallus dokusuna, aksiler tomurcuğa, tepe tomurcuğuna ya da in vitro bitkicik veya 

çeliklere, bitki köküne olmak üzere bitkinin çeĢitli organlarına göre değiĢmektedir. 

Ellialtıoğlu vd. (2006), anter kültüründen elde ettikleri haploid patlıcanların 

katlanması amacıyla in vitro ve in vivo kolhisin uygulamalarını karĢılaĢtırmıĢlardır. In 

vitro uygulamalarında % 0.5‘lik ve % 1‘lik kolhisin çözeltisinde tüm sürgünler 1 ve 2 

saat bekletilip tekrar ortama aktarılmıĢ, in vivo uygulamalarında ise yine aynı dozdaki 

kolhisin çözeltileri pamuklara emdirilmiĢ ve boğumlarda 1 ve 2 saat süre ile 

uygulanmıĢtır. Her uygulamada 10‘ar adet haploid bitki ile çalıĢılmıĢ, in vitro 

uygulamalarda % 0.5‘lik kolhisinin her iki süresinde de % 70 oranında dihaploidizasyon 

sağlanırken, % 1‘lik dozda 1 saat bekletmede % 30 oranında, 2 saat bekletmede ise % 

20 oranında dihaploidizasyon sağlanmıĢtır. In vivo uygulamalarında % 0.5 kolhisin 

solüsyonu ve 2 saat boğumda bekletme ile % 1 kolhisin çözeltisi ve 1 saat boğumda 

bekletme % 100 dihaploidizasyon sağlamıĢtır. % 1‘lik çözeltide 2 saat boğumda 

bekletme % 70 oranında, % 0.5‘lik çözeltide 1 saat bekletme ise % 60 oranında diploid 

bitki oluĢturmuĢtur. AraĢtırıcılar, uygulama kolaylığı ve erken çiçeklenme yönünden in 

vitro kolhisin uygulamasını avantajlı bulurken, katlanma oranının yüksekliği ve 

uygulama yapılan bitkilerin tümünden uygun doz ve sürede yanıt alınabilmesi 

bakımından in vivo kolhisin uygulamalarını elveriĢli bulmuĢlardır. 
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3. MATERYAL VE METOT 

3.1. Materyal 

Bu araĢtırmada bitkisel materyal olarak iki adet F1 patlıcan çeĢidi ―A117 F1‖,  ve 

―Amadeo F1‖ kullanılmıĢtır. Patlıcan için gerekli bitkisel materyal Genetika 

Tohumculuk firması tarafından seralarda yetiĢtirilen patlıcan bitkilerinden sağlanmıĢtır.  

                                   

                         (a)                                                                                   (b)        

ġekil 3.1. Serada yetiĢtirilen patlıcan çeĢitlerinden bir görünüm a) Amadeo F1 çeĢidi    

b) A117 F1 çeĢidi   

3.2. Metot 

Akdeniz Üniversitesi Ziraat Fakültesi Bahçe Bitkileri Bölümü Doku Kültür 

Laboratuvarı ve Ġklim Odalarında ve Genetika tohumculuğa ait seralarda yürütülen bu 

tez çalıĢması süresince iki adet F1 patlıcan çeĢidinde mikrospor ve anter kültürü 

çalıĢmaları yürütülmüĢtür. 

3.2.1. Mikrospor/Polen geliĢim aĢamasının belirlenmesi  

Mikrospor kültürü yoluyla haploid bitki elde etmek için ilk olarak sitolojik 

gözlemlerle uygun aĢamadaki mikrosporları bulunduran tomurcuklar seçilmelidir. 

ÇalıĢmada mikrospor kültürü çalıĢmalarında genel kabul gören vakuol mikrospor ve 

genç çift çekirdekli polen aĢamalarını içeren tomurcuk ve anter uzunlukları 

belirlenmeye çalıĢılmıĢtır. Tomurcuk büyüklüğü ve morfolojik görünümleri çeĢitler, 

yetiĢme koĢulları ve bitki yaĢına göre değiĢiklik gösterebileceğinden dolayı, farklı 

genotiplerde tomurcuk ve anterlerde kesin bir sınıflandırma yapmak her zaman kolay 

olmamaktadır. Ancak mikrospor embriyogenesis çalıĢmalarında uygun 

mikrospor/polenler ile tomurcuk ve anter uzunluğu arasında bir iliĢki kurulmaktadır 

(Salas vd. 2012). Bundan dolayı çalıĢmamızda uygun geliĢim aĢamasındaki 
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mikrosporları bulunduran tomurcukları seçebilmek için her bir çeĢit için minimum ve 

maksimum tomurcuk uzunluğu dijital kumpasla belirlenmiĢtir. Farklı boyutlardaki 

tomurcukların ve anterlerin içerdiği mikrospor/polen geliĢim evresinin dağılımını 

belirlemek için çeĢit baĢına 50 tomurcuk analiz edilmiĢtir. Genel olarak, incelenen 

tomurcuktaki bütün anterlerin aynı geliĢim aĢamasında mikrosporlar/polenler içerdiği 

varsayılmaktadır. Bu nedenle, belirli bir tomurcuktan bir anter çıkarılarak, dijital 

kumpas ile ölçüm yapıldıktan sonra lam üzerine alınmıĢtır. Jilet yardımıyla parçalara 

ayrılan anter üzerine bir iki damla su damlatılmıĢ ve üzeri lamel ile kapatılmıĢtır. 

Hazırlanan preparatlar ıĢık mikroskobu altında gözlemlenmiĢtir. Sitolojik gözlemler 

sırasında, mikrospor/polen geliĢim aĢamaları Salas vd. (2012) tarafından bildirilen 7 

farklı aĢamada (tetrat, genç, orta ve geç (vakuol) mikrospor ve genç çift çekirdekli, orta-

geç ve olgun polen) incelenmiĢtir. Aynı uzunluk aralığında bulunan anterler için farklı 

mikrospor/polen geliĢim aĢamalarının yüzdeleri hesaplanmıĢtır.  

3.2.2. Sterilizasyon 

Besin ortamlarının ve bitki büyüme düzenleyicilerinin sterilizasyonu: 

Mikrospor kültüründe kullanılacak sıvı besi ortamlarının sterilizasyonu steril kabin 

içerisinde 0.22 μm poroziteli filtreler kullanılarak yapılmıĢtır (ġekil 3.2). Anter kültürü 

ve mikrospor kültür çalıĢmalarından elde edilen kallus ve embriyolardan bitki 

rejenerasyonu için kullanılan katı besi ortamlarının sterilizasyonu otoklavda 20 dakika 

boyunca 1.5 atm basınçta 121°C‘de tutularak gerçekleĢtirilmiĢtir. Sıcakta bozulan 

vitaminlerin, bitki büyüme düzenleyicilerinin ve diğer maddelerin sterilizasyonu ise 

steril kabin içinde 0.22 μm poroziteli Ģırınga filtreler kullanılarak yapılmıĢtır.  

Tomurcuk ve antelerin sterilizasyonu: Anter kültürü çalıĢmalarında uygun 

mikrospor aĢamasını içeren tomurcuklar kullanılırken mikrospor kültürü çalıĢmalarında 

tomurcuklardan çıkarılan anterler kullanılmıĢtır. Tomurcuk ve anterlerin sterilizasyonu 

steril kabin içerisinde ilk olarak % 70‘lik etil alkolde 30 saniye süreyle bekletildikten 

sonra 10‘luk sodyum hipoklorit içerisinde 5 dakika bekletilmiĢ ve ardından 3 kez steril 

distil su ile durulanarak sterilize edilmiĢtir (ġekil 3.3 a).  

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 3.2. Steril kabin içinde sıvı besi ortamı sterilizasyonu 



 

MATERYAL VE METOT                           B. ÖZDEMĠR ÇELĠK 

 

 

36 

  

3.2.3. Mikrospor kültürü 

3.2.3.1. Mikrosporların izolasyonu  

GeliĢimin uygun aĢamasındaki anterler (çoğunluğu vakuol mikrospor ve genç 

çift çekirdekli polenleri içeren anterler) belirlenen uzunluklarda dijital kumpas 

yardımıyla seçilmiĢtir. Sterilizasyondan sonra, anterler steril distil suda ezilmiĢ (ġekil 

3.3 b), anter dokularına ait içerik 40 µm filtre ile süzülmüĢtür (ġekil 3.3 c). Bu iĢlem 

sonrasında parçalanan anterlerden kaynaklanan somatik dokular filtre üzerinde kalmıĢ 

ve mikrosporların büyük bölümü süspansiyon oluĢturacak Ģekilde alttaki erlenmayer 

içinde toplanmıĢtır. Mikrosporların izolasyonu esnasında somatik dokuların 

parçalanmasıyla ortama salınan ve mikrosporlara zarar verebilecek olan fenolik 

maddelerin bu süspansiyondan uzaklaĢtırılması amacıyla mikrospor süspansiyonları 

santrifüj tüplerine alınarak mikrosporların çökelmesinin sağlanması için 850 rpm de 

soğutmalı santrifüjde (+4°C‘de) 5 dakika santrifüjleme iĢlemine tabi tutulmuĢ ve 

santrifüj iĢlemi iki kez daha tekrarlanmıĢtır. 

 

                                      

                      (a)                                                                    (b) 

                              

             (c)                                                                    (d) 

ġekil 3.3. Mikrosporların anterlerden izolasyonu a) Steril kabin içerisinde anterlerin 

sterilizasyonunun yapılıĢı b) Mikrospor izolasyonu amacıyla anterlerin ezilmesi c) 

Anter dokularının uzaklaĢtırılması amacıyla mikrospor süspansiyonunun süzülmesinde 

kullanılan 40 µm filtre sistemi d) Mikrospor peleti elde etmek amacıyla santrifüj 

tüplerine alınan mikrospor süspansiyonu 
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3.2.3.2. Mikrospor yoğunluğunun belirlenmesi 

Mikrospor kültüründe mikrosporların belirli bir yoğunlukta kültüre alınması 

gerekmektedir. Bu amaçla son santrifüjleme iĢleminin ardından elde edilen mikrospor 

peleti steril distil su içinde süspansiyon haline getirilmiĢtir. Mikrospor yoğunluğunun 

belirlenmesi için thoma lamında sayım yapılmıĢtır. Thoma lamının esası 0.1 mm
3
 

hacimde sayım yapılmasıdır. Thoma lamının Ģematik çizimi ġekil 3.4‘de verilmiĢtir. 

Thoma lamının üzerinde çukur bir kısım vardır. Santrifüj tüpünde bulunan mikrospor 

süspansiyonundan bir damla alınarak bu çukur kısma aktarılmıĢ ve üzerine lamel 

kapatılarak ıĢık mikroskobu altında cam yüzeyindeki çizgilerle belirlenmiĢ sayım 

yapılacak alanda mikrospor sayımı gerçekleĢtirilmiĢtir (ġekil 3.5). Thoma lamında 16 

büyük kare, her bir büyük karede ise 25 adet küçük kare olmak üzere toplam 400 adet 

küçük kare bulunmaktadır. Sayım bu karelerde yapılmaktadır. Bir küçük karenin 

kenarları 1/20 mm (0.05 mm) olup derinliği 1/10 mm (0.1 mm)‘dir. Buna göre; bir 

küçük kare olarak belirtilen kare prizmanın hacmi = 0.05 mm × 0.05 mm × 0.1 mm = 

0.00025 mm
3
 = 1/ 4000 mm

3
‘dür. Bir sayım alanında 16 × 25 = 400 küçük kare 

olduğuna göre toplam sayım alanının hacmi = 400 × 0.00025 mm
3
 = 0.1 mm

3
 

olmaktadır. Thoma lamı ile sayım sonucu A × 10,000 formülü ile hesaplanır. Burada A 

= 16 büyük karede sayılan mikrospor sayısı adedidir. 10,000 ise 0.1 mm
3
‘deki sayım 

sonucu 1 ml‘deki sayıya dönüĢtürmek ve standart sonuç elde etmek için kullanılan bir 

değiĢmezdir (Tuncer 2010). Thoma lamında iki adet sayım yapılacak kare alan 

bulunmaktadır. Her iki alanda da 8 büyük karede sayım yapılarak elde edilen değerlerin 

ortalaması alınarak 2 ile çarpılmıĢ ve 0.1 mm
3
‘deki değer bulunmuĢtur. Toplam 16 

büyük karede sayılan mikrospor sayısı 10,000 ile çarpılarak 1 ml‘de bulunan mikrospor 

sayısı belirlenmiĢtir.  Bu sayım sonucundan hareketle örneğin alındığı hacimdeki 

mikrospor sayısına ulaĢılmıĢtır. Bu amaçla denemelerimizde, son santrifüjleme 

iĢleminin ardından elde edilen mikrospor süspansiyonu, Miyoshi (1996) tarafından 

bildirilen 500,000 mikrospor/ml içerecek Ģekilde yeniden süspansiyon haline getirilerek 

mikrospor yoğunluğu ayarlanmıĢtır. 

ġekil 3.4. Thoma lamının Ģematik çizimi 
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ġekil 3.5. Thoma lamında sayım yapılan kareler 

 

3.2.3.3. Mikrosporlara uygulanan ön uygulama 

Mikrospor yoğunluğunun belirlenmesinin ardından 3 cm‘lik steril petri kaplarına 

1 ml mikrospor süspansiyonu koyularak mikrosporlar kültüre alınmıĢtır. ÇalıĢmamızda 

patlıcanda yapılan mikrospor kültürü çalıĢmalarında olumlu etkisi bildirilen ilk üç 

günlük sürede 35°C ‗de karanlıkta bekletilerek sıcaklık uygulaması ve su içinde kültüre 

alınmasıyla Ģeker açlığı uygulaması beraber uygulanmıĢtır (Miyoshi 1996; Corral-

Martinez ve Segui-Simarro 2012, 2014). 

3.2.3.4. Mikrosporların kültüre alınması 

35°C ‗de 3 gün boyunca karanlıkta bekletilen mikrosporlar bu sürenin sonunda 

ilk olarak Miyoshi (1996) tarafından belirtilen ve patlıcanda mikrospor kültüründen 

kallus elde edildiği bilinen tek ortam olan; % 2 sakkaroz, 0.5 mg/l NAA ve 0.5 mg/l 

BAP, pH 5.9, içeren NLN ortamında (Lichter 1982)  kültüre alınarak çalıĢmada 

kullanılan çeĢitlerin mikrospor kültürüne tepkileri incelenmiĢtir. Çizelge 3.1.‘de 

mikrosporların kültüre alınmasında kullanılan sıvı NLN ortamının bileĢimi verilmiĢtir. 

Kültüre alınan petri kapları 25°C‘de bir ay boyunca karanlıkta inkübe edilmiĢtir. 
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Çizelge 3.1. Mikrosporların kültüre alınmasında kullanılan sıvı NLN ortamının bileĢimi  

BileĢikler Miktar (mg/l) 

Makro Elementler  

KH2PO4 125 

KNO3 125 

MgSO4.7H2O 125 

Mikro Elementler  

CuSO4.5H2O 0.025 

CoCl2. 6H2O 0.025 

H3BO3 10.00 

MnSO4.H2O 18.95 

Na2MoO4. H2O 0.25 

ZnSO4.7H2O 10.00 

FeNaEDTA 36.70 

Vitaminler  

L-Serine 100.00 

Myo-inostol 100.00 

L-Glutamine 800.00 

Glutathione reduced 30.00 

Nitotinik asit 5.00 

Glycine 2.00 

Folik asit 0.50 

Pyrodoksin-HCl 0.50 

Thiamine-HCl 0.50 

D (+) - Biotin 0.05 

 

3.2.3.4.1. Arabinogalaktan proteinleri denemesi 

Arabinogalaktan proteinlerinin (AGP) etkisini belirlemek amacıyla 10 mg/l, 1 

mg/l ve 0.1 mg/l olarak belirlenen farklı dozlarda AGP uygulaması yapılmıĢtır. Bu 

amaçla 1 mg/ml ve 0.1 mg/ml Ģeklinde iki tane AGP stok çözeltileri hazırlanmıĢ ve stok 

solüsyonlar filtre sterilizasyonu ile sterilize edilmiĢtir. Stok solüsyon -20°C sıcaklıkta 

karanlık koĢullarda saklanmıĢtır. Mikrosporların kültüre alınmasıyla stok 

solüsyonlardan 10 mg/l, 1 mg/l ve 0.1 mg/l dozlarında olacak Ģekilde petri kaplarına 

eklenmiĢtir. 
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3.2.3.4.2. Absisik asit denemesi 

Absisik asitin etkisini belirlemek amacıyla farklı dozlarda ve sürelerde absisik 

asit uygulaması mikrosporlara uygulanan ön uygulama esnasında yapılmıĢtır.  0, 0.1, 

0.2, 0.5, 1, 2 ve 5 mg/l olmak üzere farklı dozlarda ve 24, 48 ve 72 saat olmak üzere 

farklı sürelerde uygulanmıĢtır. Denemenin ilk aĢamasında farklı doz ve sürelerde 

uygulanan ABA‘in stres uygulaması ardından kontrole göre mikrosporlarda canlılık 

üzerine etkileri araĢtırılmıĢtır. Daha sonra ise mikrosporlarda canlılık üzerine etkili olan 

konsantrasyon ve sürelerde mikrospor kültürü denemeleri kurulmuĢtur. ABA‘in stok 

solüsyonu oda sıcaklığında karanlıkta etanol (%99) içerisinde çözülerek, 1 mg/l ve 0.1 

mg/l olmak üzere iki farklı konsantrasyonda stok hazırlanmıĢtır.  Stok solüsyonların 

pH‘sı 6 olacak Ģekilde 1 N NaOH ve 1 N HCl ile ayarlanmıĢ ve filtre sterilizasyonu ile 

sterilize edilmiĢtir. Stok solüsyon -20°C sıcaklıkta karanlık koĢullarda saklanmıĢtır 

(Ahmadi vd. 2014).  

3.2.3.4.3. Farklı hormon kombinasyonları denemesi 

Patlıcanda mikrospor kültürü üzerine farklı hormon konsantrasyonlarının 

etkisinin belirlenmesi amacıyla yapılan denemede, NLN ortamına 2,4-D ve kinetinin 

farklı dozları ilave edilmiĢ ve bu ortamların etkisi incelenmiĢtir. Bu amaçla 2,4-D ve 

kinetinin farklı konsantrasyonlarını içeren 16 farklı ortam kombinasyonu hazırlanmıĢtır. 

Stres uygulamasının ardından mikrosporlar bu ortamlarda kültüre alınmıĢtır. Toplam 16 

uygulamadan oluĢan hormon konsantrasyonları Çizelge 3.2‘de verilmiĢtir. 

Çizelge 3.2. Farklı hormon kombinasyonları denemesi için kullanılan 2,4-D ve kinetin 

konsantrasyonları 

1=  0.1 mg/l 2,4-D + 0.1 mg/l KIN  9= 0.5 mg/l 2,4-D + 0.1 mg/l KIN 

2= 0.1 mg/l 2,4-D + 0.2 mg/l KIN 10= 0.5 mg/l 2,4-D + 0.2 mg/l KIN 

3= 0.1 mg/l 2,4-D + 0.5 mg/l KIN 11= 0.5 mg/l 2,4-D + 0.5 mg/l KIN 

4= 0.1 mg/l 2,4-D + 1 mg/l KIN 12= 0.5 mg/l 2,4-D + 1 mg/l KIN 

5= 0.2 mg/l 2,4-D + 0.1 mg/l KIN 13= 1 mg/l 2,4-D + 0.1 mg/l KIN 

6= 0.2 mg/l 2,4-D + 0.2 mg/l KIN 14= 1 mg/l 2,4-D + 0.2 mg/l KIN 

7= 0.2 mg/l 2,4-D + 0.5 mg/l KIN 15= 1 mg/l 2,4-D + 0.5 mg/l KIN 

8= 0.2 mg/l 2,4-D + 1 mg/l KIN 16= 1 mg/l 2,4-D + 1 mg/l KIN 
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3.2.3.5. Sitolojik gözlemler 

Kültüre alınan mikrosporların canlılığını test etmek amacıyla FDA ile boyama 

yöntemi kullanılmıĢtır. Mikrospor kültüründen alınan örneklerde mikrospor canlılığı 

flouresans mikroskop altında bakılmıĢtır. Bu amaçla mikrosporlar izole edildikten 

hemen sonra ve 3 günlük sıcaklık uygulamasının ardından FDA ile boyanarak 

mikrosporların canlılıkları incelenmiĢtir. Ayrıca ön uygulama esnasında farklı dozlarda 

ve sürelerde absisik asit uygulaması denemelerinde her doz ve her uygulama süresi için 

ilk gün ve 3 günlük stres uygulaması sonunda mikrospor canlılıkları hesaplanmıĢtır. 

Çekirdek bölünmeleri ve embriyonik geliĢim gösteren mikrosporları incelemek için 

DAPI boyama yöntemi kullanılmıĢtır. Bu amaçla mikrospor süspansiyonundan 200 µl 

alınarak 8000 rpm de 2 dakika santrifüjlendikten sonra elde edilen mikrospor peletine 

10 µl DAPI solüsyonu eklenmiĢ ve flouresans mikroskop altında inceleme yapılmıĢtır 

(Custers 2003). 

3.2.3.6. Bitki rejenerasyonu 

Mikrosporların kültüre alınmasından bir ay sonra mikrosporlardan kallus ve 

embriyo oluĢumu meydana gelmiĢtir. Bir ay sonunda mikrosporlardan elde edilen 1 

mm‘den büyük kalluslardan bitki rejenerasyonunu teĢvik etmek amacıyla; Miyoshi 

(1996) ve Rivas-Sendra vd. (2015) tarafından bildirilen % 2 sakkaroz, % 0.8 agar, 0.2 

mg/l IAA ve 4 mg/l zeatin içeren MS (Murashige ve Skoog 1962)  (M1) ortamında 

kültüre alınmıĢ ve 25°C sıcaklıkta bitki rejenerasyonu gözlenene kadar bekletilmiĢtir. 

Daha sonra Rivas-Sendra vd. (2015) tarafından bildirildiği üzere elde edilen sürgünler 

kök oluĢumunun sağlanması için bazal MS ortamına transfer edilmiĢtir. Amadeo 

çeĢidinden elde edilen embriyolar ise % 0.8 agar ve 30 g/l sakkaroz  içeren MS ortamına 

aktarılmıĢtır (BaĢay ve Ellialtıoğlu 2013). 

3.2.4.  Anter kültürü 

 Uygun aĢamadaki mikrosporları içeren ve sterilizasyonu tamamlanan 

tomurcuklardan anterler steril kabin içerisinde bistüri ve pens yardımıyla çıkartılarak 

Dumas de Vaulx ve Chambonnet (1982) tarafından bildirilen protokol göre ilk olarak 

içerisinde C besi ortamı bulunan petri kaplarına alınmıĢtır. Petri kapları 35°C‘de 8 gün 

karanlıkta ve ardından 4 gün süreyle 25°C‘de aydınlıkta bekletilmiĢtir. 12. günün 

sonunda anterler  R rejenerasyon ortamına aktarılmıĢtır. C ve R ortamlarının kimyasal 

bileĢimi Çizelge 3.3‘de verilmiĢtir. Daha sonra anterlerden elde edilen embriyolar 30 g/l 

sakkaroz ve % 0.8 agar  içeren MS ortamına aktarılarak embriyolardan bitki oluĢumu 

sağlanmıĢtır (BaĢay ve Ellialtıoğlu 2013). 
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Çizelge 3.3.  Dumas de Vaulx ve Chambonnet (1982) tarafından bildirilen C ve R 

ortamlarının kimyasal bileĢimi 

BileĢikler  C (mg/l) R (mg/l) 

KNO3 2150 2150 

NH4NO3 1238 1238 

MgSO4.7H2O 412 412 

CaCl2. 2H2O 313 313 

KH2PO4 142 142 

Ca(NO3)2. 4H2O 50 50 

NaH2PO4. H2O 38 38 

(NH4)2SO4 34 34 

KCl 7 7 

MnSO4.H2O 22130 20130 

ZnSO4.7H2O 3625 3225 

H3BO3 3150 1550 

KI 0.695 0.330 

Na2MoO4. 2H2O 0.188 0.138 

CuSO4. 5H2O 0.016 0.011 

CoCl2. 6H2O 0.016 0.011 

Fe-EDTA   

Na2EDTA 1865 1865 

FeSO4.7H2O 1390 1390 

Pyridoxin HCL 5500 5500 

Nicotinic acid 0.700 0.700 

Thiamine HCL 0.600 0.600 

Calcium panthotenate 0.500 0.500 

Glycine 0.100 0.100 

Biotine  0.005 0.005 

Myo-inositol 50300 50300 

Vitamin B12 0.030 - 

Sakkaroz 120 30 

Kinetin 5 0.1 

2,4-D 5 - 

AGAR 8 8 

pH 5.9 5.9 
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3.2.5. Flow sitometri analizleri 

Flow sitometri analizleri Namık Kemal Üniversitesi Ziraat Fakültesi Tarla 

Bitkileri Bölümü Bitki Genetiği ve Sitogenetik Laboratuvarı'nda gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Flow sitometri analizleri için örneklerin hazırlanmasında genç bitki yaprakları 

kullanılmıĢtır. Preparatlar Tuna (2013) 'nın metoduna göre hazırlanmıĢtır ve kısaca 

aĢağıdaki adımları içermektedir.  Bitkilerden elde edilmiĢ 0.5 cm
2
 büyüklüğündeki 

sağlıklı yaprak dokuları bir petri kabına yerleĢtirilmiĢ ve üzerlerine 500 µl izolasyon 

buffer ilave edilmiĢtir. Yaprak dokuları keskin bir jilet ile 30-60 saniye süresince küçük 

parçalara ayrılana kadar parçalanmıĢtır (ġekil 3.6). Bu Ģekilde hazırlanmıĢ örnek petri 

kabı içerisinde 10-15 saniye çalkalanmıĢtır. Çalkalama iĢleminden sonra 30-90 saniye 

kadar petri kabında bekletilen örnek Partec marka 50 µl CellTrics filtre ile süzülerek tüp 

içerisine aktarılmıĢtır. Daha sonra tüp içerisine daha önceden hazırlanmıĢ 2 ml DAPI 

boyama solüsyonu ilave edilerek ıĢıksız bir ortamda 30-60 dakika analiz edilene kadar 

bekletilmiĢtir. Bu sürenin sonunda örnekler flow sitometri cihazı kullanılarak analiz 

edilmiĢtir. Sonuçların yorumlanmasında referans bitki olarak arpa ve çavdar bitkileri 

kullanılmıĢtır. 

 

ġekil 3.6.  Flow sitometri için preparatların hazırlanıĢı 
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3.2.6. Kromozom katlaması ve bitkilerin dıĢ ortama alıĢtırılması 

Flow sitometri analizi sonucunda haploid olduğu belirlenen bitkilerde 

kromozom katlaması yapılmıĢtır. Kromozom katlaması in vitro koĢullarda Ellialtıoğlu 

(2006) tarafından bildirilen % 0.5‘lik kolhisin solüsyonu içerisinde 2 saat bekletilerek 

gerçekleĢtirilmiĢtir (ġekil 3.7). Kök kısımları kesilen bitkicikler (ġekil 3.8), kromozom 

katlaması amacıyla kolhisin uygulandıktan sonra köklenmelerini sağlamak için 30 g/l 

sakkaroz ve % 0.8 agar içeren MS ortamında kültüre alınmıĢtır. Köklenmesi 

gerçekleĢen bitkiler (ġekil 3.9), Genetika tohumculuğa ait alıĢtırma seralarında ilk 

olarak saksılara aktarılmıĢ ve daha sonra arazi koĢullarına dikilerek meyveleri 

olgunlaĢtığında meyveler hasat edilmiĢ bunlardan tohum üretimi gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Elde edilen tohumlar tekrar ekilerek bunlardan double haploid homozigot hatlar elde 

edilmiĢtir. 

ġekil 3.7. Bitkilere in vitro kolhisin uygulaması ve köklendirme ortamına alınması 
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 ġekil 3.8. Kolhisin uygulanması için kök kısımları alınmıĢ bitkicikler 

                           

ġekil 3.9. DıĢ koĢullara aktarılmadan önce köklenme gerçekleĢen bitkiler 

3.2.7. Deneme sonuçlarının değerlendirilmesi 

Deneme tesadüf parselleri deneme desenine göre 3 yinelemeli olarak ve her 

yinelemede 3 tekerrür olacak Ģekilde kurulmuĢtur. Mikrospor kültüründe canlı 

mikrosporların yüzde oranı, mikrosporların izole edildiği gün ve stres uygulaması 

sonunda hesaplanmıĢtır. Mikrospor kültürü denemelerdeki kallus ve embriyo sayısı 

mikrosporların izole edilmesinden 30 gün sonra elde edilmiĢtir. Kalluslar iki özelliğe 

göre sayılmıĢtır; petri baĢına toplam kallus sayısı ve 1 mm‘den büyük (> 1mm) kallus 

sayısı. Sadece 1 mm‘den büyük kalluslar bitki rejenerasyon ortamına alınmıĢtır ve elde 

edilen bitki sayısı hesaplanmıĢtır. ÇeĢitlere ait canlı mikrospor yüzde oranı, petri baĢına 

toplam kallus ve 1 mm‘den büyük kallus sayısı, embriyo sayısı ve elde edilen toplam 

bitki sayımları her bir uygulama için ayrı ayrı yapılmıĢtır. Anter kültürü çalıĢmalarında 

ise her çeĢit için anterlerden elde edilen embriyo ve embriyolardan elde edilen bitki 

yüzde oranları hesaplanmıĢtır. Elde edilen sonuçların istatistiksel analizleri varyans 

analizi (ANOVA) ve Duncan çoklu karĢılaĢtırma testine göre değerlendirilmiĢtir.  
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4. BULGULAR VE TARTIġMA 

4.1. Mikrospor/Polen GeliĢim AĢamasının Belirlenmesi 

Bu çalıĢmada iki adet patlıcan çeĢidinde mikrospor embriyogenesise en duyarlı 

mikrospor/polen geliĢim aĢamalarını içeren anterleri belirlemek için; farklı uzunluktaki 

tomurcuk ve anterler içerisinde bulunan mikrospor/polenlerin in vivo geliĢim aĢamaları 

incelenmiĢtir. Bu amaçla belirli uzunluktaki tomurcuk ve anterlerin içerdiği 

mikrospor/polen geliĢim aĢamasının belirlenmesinde her çeĢit için 50 tomurcuk 

kullanılmıĢtır. Sitolojik gözlemler sırasında, anterler içerisindeki mikrospor/polen 

geliĢim aĢamaları Salas vd. (2012) tarafından bildirilen 7 farklı aĢamada (tetrat, genç, 

orta ve orta-geç (vakuol) mikrospor ve genç, orta-geç ve olgun polen) ıĢık mikroskobu 

altında incelenmiĢtir. Patlıcanda incelenen in vivo mikrospor/polen geliĢim aĢamaları 

ġekil 4.1‘de gösterilmiĢtir.  

Elde ettiğimiz bulgular, tomurcuk ve anter uzunluğunun kullanılan çeĢide göre 

değiĢim gösterdiğini; mikrospor kültürü için en uygun olduğu belirlenen vakuol 

mikrospor ve genç çift çekirdekli polen (ġekil 4.1 d,e)  aĢamasını maksimum yüzdeyle 

içeren tomurcuk uzunlukları A117 çeĢidinde 9-12.5 mm arasında değiĢirken; anter 

uzunluklarının 5-6 mm arasındaki uzunluklarda olduğu belirlenmiĢtir (ġekil 4.2). 

Amadeo çeĢidinde ise tomurcuk ve anter uzunluğu sırasıyla 8.5-12.5 mm ve 5-6.5 mm 

arasında uzunluklarda değiĢtiği görülmüĢtür (ġekil 4.3). Tomurcuk ve anter uzunlukları 

değerlendirildiğinde; anter uzunluğu kullanılarak 1 mm gibi bir uzunluk aralığında 

mikrospor/polen aĢamasının daha hassas belirlenmesinden dolayı mikrospor kültürü 

çalıĢmalarında belirlenen uzunluktaki anterler kullanılmıĢtır.  

Bazı türlerde mikrosporlar/polenler aynı anter içerisinde kültüre alma esnasında 

farklı geliĢim safhasında bulunabilmektedir (Segui-Simarro ve Nuez 2005; Salas vd. 

2012). Mikrospor/polen geliĢim aĢaması yönünden bir anter içerisindeki asenkronize 

mikrospor geliĢimleri bu çalıĢmada da belirlenmiĢtir. Anterler içerisindeki mikrospor 

popülasyonu çok genç evreler dıĢında, farklı mikrospor/polen aĢamalarını içeren karıĢık 

popülasyonları içermekteydi. ġekil 4.2 ve ġekil 4.3‘de sırasıyla A117 ve Amadeo 

çeĢitleri için sitolojik incelemeye alınan farklı uzunluktaki anterlerde görülen farklı 

mikrospor/polen geliĢim aĢamaları yüzdelerini gösterilmektedir. Yapılan çalıĢma 

sonucunda belli uzunluktaki anterlerin içerisindeki mikrospor/polen geliĢim aĢamaları 

yüzdelerinin de her çeĢit için farklı olduğu belirlenmiĢtir.   

Mikrospor kültürü çalıĢmalarında ilk aĢama, en uygun dönemdeki mikrosporları 

içeren anterlerin belirlenmesidir. Bu bağlamda, ilk polen mitozundan hemen önceki ve 

hemen sonraki dönemdeki mikrosporların embriyogenesise doğru saptırmak için en 

uygun aĢamada olduğu hakkında geniĢ bir görüĢ birliği vardır (Reynolds 1997; Touraev 

vd. 2001; Segui-Simarro ve Nuez 2008). Diğer bir deyiĢle, bu aĢamaların vakuol 

mikrospor ve genç çift çekirdekli polen aĢamaları olduğuna inanılmaktadır. Ancak 

belirtilen bu mikrospor/polen aĢamalarının türler arasında farklılık gösterebileceği de 

belirtilmiĢtir (Raghavan 1986). Patlıcanda anter kültürüyle ilgili olarak yapılan 

çalıĢmalarda, genellikle tek çekirdekli, geç tek çekirdekli (vakuol mikrosporlar) ve genç 

çift çekirdekli polen aĢamalarının kullanıldığını bildirmiĢtir (Tuberosa ve ark., 1987, 

Salas ve ark., 2011, Basay ve Ellialtıoğlu, 2012). Bununla birlikte, Salas vd. (2012), 

patlıcanda mikrospor/polenin geliĢim aĢamaları üzerinde yaptıkları ayrıntılı çalıĢmada 
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mikrospor kültürü için vakuol mikrosporlar ve genç çift çekirdekli polen aĢamalarının 

kullanılmasını, anter kültüründe ise daha erken aĢamalar olan genç ve orta-genç 

mikrosporları içeren anterlerin kullanılmasını önermiĢlerdir.   Bizim çalıĢmamızda da 

mikrospor kültürü için vakuol mikrospor ve genç çift çekirdekli polen geliĢim 

aĢamalarına sahip anterler dikkate alınmıĢtır.   

Hemen hemen tüm türler için mikrospor/polen geliĢim evresi ile tomurcuk ve 

anter uzunluğu arasında bir korelasyon kurmanın mümkün olduğu bildirilmiĢtir 

(Kasperbauer ve Wilson 1979; Summers vd. 1992; Silva- Lauxen vd. 2003; Segui-

Simarro ve Nuez 2005; Salas vd. 2012; Parra-Vega vd. 2012). Tomurcuk ve anter 

uzunlukları, uygun aĢamadaki tomurcuk ve anterlerin seçimi ve toplanmasında büyük 

kolaylık sağlamakta, bu nedenle tomurcuk ve anter uzunluklarıyla mikrospor geliĢim 

aĢamasının arasındaki iliĢkinin ortaya çıkarılması büyük önem taĢımaktadır.  Patlıcanda, 

uygun geliĢim aĢamasındaki anterleri içeren tomurcuklar, genellikle farklı araĢtırıcılar 

tarafından görsel tanımlayıcılar ile tanımlanmıĢtır ve bunların aynı bitkinin genotipleri 

ve hatta tomurcukları arasında varyasyonlar gösterebileceği de belirtilmiĢtir (Dumas de 

Vaulx ve Chambonnet, 1982; Tuberosa ve ark., 1987; Rotino, 1996). Karakullukçu ve 

Abak (1993a), 4 farklı çeĢitte yaptıkları çalıĢmada tomurcuk uzunluklarının çeĢitlere 

bağlı olarak 22.4-24.7 mm olduğunu belirlemiĢlerdir. Ellialtıoğlu vd. (2012) yaptıkları 

çalıĢmada kullandıkları genotiplerde uygun dönemdeki mikrosporları içeren tomurcuk 

uzunluğunun 15-17 mm olduğunu, petallerin sepal ayrım seviyesine ulaĢtığı ve anter 

renginin yeĢilimsi sarı olduğunu belirlemiĢlerdir. Salas vd. (2012), patlıcanda tomurcuk 

ve anter uzunluğu ile mikrospor/polen geliĢim evreleri arasında bir korelasyon 

olduğunu, tomurcuk ve anter uzunluğunun kullanmasını önermiĢlerdir. Nitekim 

çalıĢmamızda da tomurcuk ve anter uzunluklarıyla mikrospor/polen geliĢim aĢaması 

arasında iliĢki olduğu belirlenmiĢ ve Salas vd. (2012) sonuçlarıyla benzerlik 

göstermiĢtir. Mikrospor kültüründe, anter uzunluğunun kullanılmasıyla direk olarak 

anterlerde ölçüm yapılması ve mikrosporların bu anterleden izole edilebilmesinden 

dolayı bu yöntem hızlı, pratik ve güvenilir bulunmuĢtur. Bununla birlikte bu ve diğer 

çalıĢmalarda dikkat çeken önemli bir nokta ise kullanılan çeĢitlere göre farklı tomurcuk 

ve anter uzunluklarının önerilmesinden dolayı, her çeĢit için çalıĢmanın baĢında uygun 

mikrospor/polen geliĢim aĢamasını içeren tomurcuk ve anter uzunluklarının tespit 

edilmesinin gerekli olduğunu söylemek mümkündür. 
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                       (e)                                                           (f) 

ġekil 4.1.  In vivo mikrospor/polen geliĢim aĢamaları. a) tetrat b) genç mikrosporlar c) 

orta-genç mikrosporlar d) *vakuol mikrosporlar e) *genç çift çekirdekli polen f) orta-

geç ve olgun polen (*mikrospor kültürü için uygun geliĢim aĢamaları) 

 

  
                        (a) 

 

                        (b) 

 
                       (c) 

 

                        (d) 
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ġekil 4.2. A117 çeĢidine ait farklı anter uzunluklarında bulunan farklı mikrospor/polen 

geliĢim evrelerinin dağılımı 

 

ġekil 4.3. Amadeo çeĢidine ait farklı anter uzunluklarında bulunan farklı 

mikrospor/polen geliĢim evrelerinin dağılımı 

4.2. Mikrospor kültürü  

Denemenin birinci basamağında, A117 ve Amadeo çeĢitlerinde Miyoshi (1996) 

tarafından bildirilen protokole göre mikrospor kültürü denemeleri gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Mikrospor kültürü yoluyla mikrosporların tüm geliĢim süreci ıĢık ve flouresans 

mikroskobu altında incelenmiĢtir. GeliĢim sürecinin kullanılan çeĢitlerin her ikisinde de 

aynı olduğu tespit edilmiĢtir. Mikrospor kültürünün yapıldığı aĢamada kültüre alınan 

mikrosporların çoğunluğu vakuol mikrospor veya genç çift çekirdekli polen 

aĢamasındaydı (ġekil 4.4). Stres uygulamalarına maruz kalan mikrosporlardan birçoğu 

hemen geliĢimini durdurur ve/veya ölürken; herhangi bir morfolojik değiĢim 
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göstermemiĢ ve baĢlangıçta kültüre alındığı halde kalmıĢtır (ġekil 4.5). Bazıları ise 

olgun poleni meydana getirmek üzere gametofitik geliĢimi takip etmiĢlerdir (ġekil 4.5). 

Diğer bazı mikrosporların ise stres uygulamaları ile etkili bir biçimde bölünmeleri 

uyarılmıĢtır. Bu mikrosporlarda stres uygulamasından sonra ilk olarak bazı türlerde 

mikrosporların sporofitik geliĢiminin baĢlangıç göstergelerinden biri olduğu kabul 

edilen ―yıldız benzeri‖ yapılar tespit edilmiĢ (ġekil 4.6) ve mikrosporlarda simetrik 

bölünmeler gözlenmiĢtir (ġekil 4.7).  Stres uygulamasının ardından 25°C de bekletildiği 

kültürün ilk haftasında dört ve daha fazla hücreli mikrosporlar belirlenmiĢtir (ġekil 4.8, 

4.9) ve yaklaĢık 10 gün sonra çok hücreli yapılar meydana gelmiĢtir (ġekil 4.10). 

Amadeo çeĢidinde ilk dört hafta boyunca bu çok hücreli yapıların bazılarının globular 

embriyolara dönüĢtüğü belirlenmiĢtir (ġekil 4.10).  Buna paralel olarak, düzensiz kallus 

benzeri yapılar da gözlenmeye baĢlanmıĢtır (ġekil 4.11). Daha sonraki süreçte globular 

embriyolardan bazı durumlarda embriyo elde edilmesine karĢılık büyük çoğunluğunun 

kallus meydana getirdiği gözlenmiĢtir. A117 çeĢidin de ise herhangi bir embriyo 

oluĢumu gözlenmezken bir ay sonunda mikrosporlardan yalnızca kallus oluĢumu 

meydana gelmiĢtir. 

 ġekil 4.4. Kültüre alınan vakuol mikrospor ve genç çift çekirdekli polen 
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ġekil 4.5. Normal gametofitik geliĢim gösteren polen (    ) ve geliĢimlerini durduran 

mikrosporlar (     ) 

 

ġekil 4.6. Mikrosporlarda görülen ―yıldız benzeri‖ yapı 
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ġekil 4.7. Sporofitik geliĢim gösteren mikrosporlarda simetrik bölünme 

 

ġekil 4.8. Sporofitik geliĢim gösteren ve bölünen mikrosporların ıĢık mikroskobu 

altındaki görüntüsü 
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ġekil 4.9. Sporofitik geliĢim gösteren ve bölünen mikrosporlarda dört ve daha fazla 

hücreli mikrosporların flouresans mikroskop altındaki görüntüsü 

 

             

ġekil 4.10. Sporofitik geliĢim gösteren mikrosporlarda meydana çok çekirdekli yapılar 

ve globular embriyoların flouresans mikroskop altındaki görüntüsü 

 

             

ġekil 4.11. Mikrosporlardan elde edilen kallus görüntüleri 
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ġekil 4.12. Amadeo çeĢidinde mikrosporlardan elde edilen embriyolar  

 Doğrudan embriyogenesise gitmek üzere genetiksel olarak programlanmıĢ olan 

mikrosporlar, embriyo haline gelmek için farklı seviyelerde birçok değiĢikliğe maruz 

kalmaktadırlar. Bu değiĢiklikler çerçevesinde, mikrosporlar önemli ölçüde büyür, hücre 

merkezine doğru çekirdek yeniden konumlanır, sitoplazma belirginleĢir ve büyük 

vakuol küçük parçalara ayrılır (Touraev vd. 2001). Bu düzenlemeler birçok türde 

indüklenen mikrosporlarda embriyojenik geliĢimin geçici ve erken morfolojik iĢareti 

olarak kabul edilen yıldız benzeri bir morfoloji sağlar. Diğer bir morfolojik gösterge ise 

androgenesis indüksiyonunda çekirdeğin yeniden konumlanmasının ardından gözlenen 

simetrik bölünmelerdir ( Indrianto vd. 2001; Maraschin vd. 2005b; Segui-Simarro ve 

Nuez 2008; Corral-Martinez ve Segui-Simarro 2012). Bu çalıĢmada da kullanılan 

çeĢitlerde stres uygulamasıyla birlikte yıldız benzeri morfoloji, simetrik bölünme ve çok 

çekirdekli yapıların oluĢumunun gözlenmesiyle her iki çeĢitte de bazı mikrosporların 

sporofitik geliĢime doğru yönlendiği belirlenmiĢtir.  

 Denemenin birinci basamağında mikrospor kültürü tekniğine A117 ve Amadeo 

çeĢitlerinin tepkisinin belirlenmesi amaçlanmıĢtır. Bu iki patlıcan çeĢidinde mikrospor 

kültürü sonucunda; kültüre alma sırasında (1.gün) canlı mikrospor yüzde oranı, ön 

uygulama sonrasında (3. gün) canlı mikrospor yüzde oranı, toplam kallus sayısı/petri, 1 

mm‘den büyük kallus sayısı/petri ve elde edilen embriyo sayısı Çizelge 4.1‘de ayrıntılı 

olarak gösterilmiĢtir. Kültüre alınan mikrosporlarda canlılık önemli bir konu olup; bu 

çalıĢmada da kullanılan iki farklı çeĢide ait mikrospor canlılıkları FDA ile boyanarak 

tespit edilmiĢtir. Canlı olan mikrosporlar flouresans ıĢık altında parlak görünmektedir. 

Bizim çalıĢmamızda mikrosporların izolasyonundan hemen sonra (1.gün) ve stres 

uygulamasının sonunda (3. gün) mikrospor canlılıkları incelenmiĢtir. Mikrosporların 

kültüre alındığı andaki sonuçlara göre A177 çeĢidinde mikrosporların % 8.75 oranında, 

stres uygulaması sonunda ise % 1.55 oranında canlı olduğu tespit edilmiĢtir (ġekil 

4.13,4.14). Amadeo çeĢidinde ise kültüre alındığı anda mikrosporların % 19.77oranında, 

stres uygulaması sonunda ise % 14.23 oranında canlı olduğu saptanmıĢtır (ġekil 

4.15,4.16). Mikrospor kültürü çalıĢmalarında kültüre alınan mikrosporların stres 

uygulamaları ve kültür boyunca canlılıklarını kaybettiği farklı türlerde bildirilmiĢtir 

(Obert vd. 2000; Maraschin vd. 2003; Makowska vd. 2017). Bizim çalıĢmamızda da 

FDA ile kültüre alınan mikrosporlarda canlılıklar tespit edilmiĢ ve özellikle stres 

uygulamasının ardından mikrosporların canlılıklarını kaybettiği belirlenmiĢtir. 
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 AraĢtırmada bir ay sonunda mikrosporlardan toplam kallus ve 1 mm‘den büyük 

kallus sayımları ayrı ayrı yapılmıĢtır. Amadeo çeĢidinde toplam kallus sayısı 19.44 

kallus/petri olarak belirlenirken, A117 çeĢidinde 1.11 kallus/petri olarak belirlenmiĢtir. 

1 mm‘den büyük kallus değerleri ise A177 çeĢidinde 0.89 kallus/petri ve Amadeo 

çeĢidinde 15.89 kallus/petri olduğu gözlemlenmiĢtir. A117 çeĢidinde embriyo oluĢumu 

meydana gelmezken, Amadeo çeĢidinde ortalama 0.56 embriyo/petri elde edilmiĢtir. 

 Mikrospor embriyogenesisde baĢarıyı etkileyen en önemli faktörlerden birinin 

genotip olduğu birçok araĢtırıcı tarafından bildirilmiĢtir (Datta 2005; Segui-Simarro ve 

Nuez 2008).  Patlıcanda hem anter kültürü hem de mikrospor kültüründe kallus, 

embriyo oluĢumu ve bitki rejenerasyonunun büyük ölçüde donör bitkinin genotipine 

bağlı olarak değiĢtiği bildirilmiĢtir (Tuberosa vd. 1987; Karakullukçu ve Abak 1992a; 

Salas vd. 2011,2012; Corral-Martinez ve Segui-Simarro 2012; Rivas-Sendra vd. 2015). 

Farklı bitki türlerinde de aynı kültür koĢulları altında, mikrosporların kültür tekniğine 

olan cevapları bakımından genotipler arasında farklılıklar olduğu tespit edilmiĢtir (Miah 

vd. 1985; Ferrie vd. 1995b; Hoekstra vd. 1992; Ferrie ve Keller 1995). Bizim 

çalıĢmamızda da mikrospor kültürü yoluyla elde edilen kallus ve embriyo oranları 

arasında önemli farklılıklar elde edilmiĢtir. ÇalıĢmada kullanılan genotiplerden kallus 

elde edilmesine karĢın Corral-Martinez ve Segui-Simarro (2012,2014) ve Rivas- Sendra 

(2015) tarafından mikrospor kültürüne iyi yanıt veren ―Bandera‖ çeĢidinde saptanan 

değerin altındadır. Ancak Amadeo çeĢidinden ilk defa Miyoshi (1996) tarafından 

bildirilen kültür ortamında düĢük bir oranda da olsa embriyo elde edilmiĢtir. 

AraĢtırmamızda literatürde bildirilen değerlerden farklı olmasına neden olarak, 

kullanılan genotiplerin farklılığı, donör bitkilerin yetiĢme koĢulları ve laboratuvar 

koĢullarının farklı olması gösterilebilir.  

Çizelge 4.1. Patlıcan çeĢitlerine ait mikrosporlarda canlılık oranları ve çeĢitlerin 

mikrospor kültürüne tepkileri 

Genotip 1. gün Canlı 

mikrospor 

(%) 

3. gün Canlı 

mikrospor 

(%) 

 

Toplam 

Kallus/petri 
> 1 mm 

büyük 

kallus/petri 

Embriyo 

sayısı/petri 

A117 8.75b 1.55b 1.11b 0.89b 0.00b 

Amadeo 19.77a 14.23a 19.44a 15.89a 0.56a 

 

*Her bir karakter sütununda ayrı harflerle gösterilen değerler arasındaki fark p<0.05 

düzeyinde önemlidir. 
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ġekil 4.13. A117 çeĢidinde mikrosporların kültüre alındığı andaki canlılık oranlarını 

belirlemek amacıyla flouresans ve ıĢık mikroskobunda alınan görüntü 

 

ġekil 4.14. A117 çeĢidinde mikrosporlara stres uygulamasının ardından kültüre alınan 

mikrosporlarda canlılık oranlarını belirlemek amacıyla flouresans ve ıĢık 

mikroskobunda alınan görüntü 
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ġekil 4.15. Amadeo çeĢidinde mikrosporların kültüre alındığı andaki canlılık oranlarını 

belirlemek amacıyla flouresans ve ıĢık mikroskobunda alınan görüntü 

  

ġekil 4.16. Amadeo çeĢidinde mikrosporlara stres uygulamasının ardından kültüre 

alınan mikrosporlarda canlılık oranlarını belirlemek amacıyla flouresans ve ıĢık 

mikroskobunda alınan görüntü 
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4.2.1. Arabinogalaktan proteinlerinin etkisi 

Arabinogalaktan proteinlerinin (AGP) etkisini belirlemek amacıyla 10 mg/l 

(AGP1), 1 mg/l (AGP2) ve 0.1 mg/l AGP(3) olarak belirlenen dozlarda AGP‘nin 

patlıcanda kullanılan çeĢitlerde mikrospor kültürü üzerine etkileri araĢtırılmıĢtır. 

Mikrosporların kültüre alınmasından bir ay sonra kültüre alınan mikrosporlardan her iki 

çeĢitte de yalnızca kallus oluĢumu meydana gelmiĢ herhangi bir embriyo oluĢumuna 

rastlanmamıĢtır. Bir ay sonunda petri baĢına toplam kallus ve 1 mm‘den büyük kallus 

sayıları değerlendirildiğinde; A117 çeĢidinde kontrol grubuyla uygulanan dozlar 

açısından istastiki olarak farklılık önemli bulunmamıĢtır (Çizelge 4.2). Amadeo 

çeĢidinde ise toplam kallus bakımından en yüksek sonucu 26.00 kallus/petri ortalama 

değer ile kontrol grubu vermiĢtir. 1 mm‘den büyük kallus sayısı açısından ise herhangi 

bir farklılık belirlenmemiĢtir (Çizelge 4.3). Bu sonuçlar değerlendirildiğinde AGP 

uygulamasının kullanılan çeĢitlerde mikrospor kültürü üzerine teĢvik edici herhangi bir 

etkisinin bulunmadığı görülmektedir. 

Çizelge 4.2. A117 çeĢidinde mikrospor kültürüne AGP‘nin etkisi 

ÇeĢit AGP Konsantrasyon Toplam 

Kallus/petri 

> 1mm kallus /petri 

A117 Kontrol 2.67 2.33 

AGP1 2.11 1.44 

AGP2 1.89 1.78 

AGP3 2.33 2.00 

 

Çizelge 4.3. Amadeo çeĢidinde mikrospor kültürüne AGP‘nin etkisi 

ÇeĢit AGP Konsantrasyon Toplam 

Kallus/petri* 

> 1mm kallus /petri 

AMADEO Kontrol 26.00a 18.33 

AGP1 21.67b 18.67 

AGP2 22.33b 17.67 

AGP3 25.00ab 16.67 

 

*Her bir karakter sütununda ayrı harflerle gösterilen değerler arasındaki fark p<0.05 

düzeyinde önemlidir 

AGP; kök, yaprak, çiçek ve tohumlar dahil olmak üzere hemen hemen tüm bitki 

organlarında bulunmaktadır. AGP embriyogenesis, hücre çoğalması gibi bitki büyümesi 

ve geliĢmesinde rol almaktadır (Makowska vd. 2017; Yuan vd. 2012). AGP‘nin 

mikrospor embriyogenesis üzerine olumlu etkileri birçok araĢtırıcı tarafından 

bildirilmiĢtir (Kasha vd. 2003; Letarte vd. 2006; Yuan vd. 2012; Corral-Martinez ve 

Segui-Simarro 2014; Makowska vd. 2017). Yapılan bu çalıĢmalarda hem patlıcanda 
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hemde diğer türlerde AGP‘nin mikrospor embriyogenesisi teĢvik ettiği bildirilmesine 

rağmen bu çalıĢmada kullanılan 10 mg/l, 1 mg/l ve 0.1 mg/l AGP uygulamalarının 

mikrospor kültürü çalıĢması yapılan bu çeĢitlerde herhangi bir teĢvik edici etkisi 

olmamıĢtır. Kasha vd. (2003) mikrospor kültür ortamında AGP‘nin tek baĢına yeterli 

olmadığını bildirmiĢlerdir. Dolayısıyla patlıcanda farklı çeĢitlerde, farklı ortam 

kompozisyonlarında AGP‘nin farklı konsantrasyonlarının ortama eklenmesinin 

denenmesi tavsiye edilebilir. 

4.2.2. Absisik asitin etkisi 

Absisik asitin etkisini belirlemek amacıyla farklı dozlarda ve sürelerde absisik 

asit uygulaması mikrosporlara uygulanan ön uygulama esnasında yapılmıĢtır.  0, 0.1, 

0.2, 0.5, 1, 2 ve 5 mg/l olmak üzere farklı dozlarda ve 24, 48 ve 72 saat olmak üzere 

farklı sürelerde uygulanmıĢtır. Denemenin ilk aĢamasında farklı doz ve sürelerde 

uygulanan ABA‘in mikrosporlarda stres uygulaması ardından kontrole göre 

mikrosporlarda canlılık üzerine etkileri araĢtırılmıĢtır. Kontrol ve her ABA uygulaması 

için FDA boyaması ile mikrosporlarda canlılık yüzde oranı  hesaplanmıĢtır 

ABA konsantrasyonları ve uygulama sürelerine ait bulgular Çizelge 4.4 ve 

Çizelge 4.5‘de verilmiĢtir. Çizelgelerden görüleceği gibi, her iki çeĢitte de kontrole göre 

tüm ABA konsantrasyonları ve uygulama sürelerinin mikrosporlarda canlılık yüzdesini 

artırıcı etkisi olduğu belirlenmiĢtir. A117 çeĢidinde en yüksek mikrospor canlılığı 

yüzdesi 0.1 mg/l ABA‘in 24 saat süreyle uygulanmasından elde edilmiĢtir (Çizelge 4.4). 

Amadeo çeĢidinde ise 1 mg/l ABA‘in 24 saat süreyle uygulanmasıyla canlılık 

yüzdesinde artıĢ meydana gelmiĢtir (Çizelge 4.5). Bu sonuçlardan hareketle A117 

çeĢidinde 35°C‘de 3 günlük ön uygulamanın ilk 24 saatinde kültüre alınan 

mikrosporlara 0.1 mg/l ABA uygulanmıĢ ve 24 saat sonunda mikrosporlardan ABA‘in 

uzaklaĢtırılması amacıyla santrifüjleme iĢlemi yapılmıĢ ve ardından tekrar su içinde 

bekletilmiĢtir. Ön uygulamanın ardından standart protokole göre kültüre alınmıĢtır. Bir 

ay sonunda A117 çeĢidinde hem kontrol ortamından hem de ABA uygulaması yapılan 

ortamlarda herhangi bir kallus geliĢimi meydana gelmemiĢtir.  Amadeo çeĢidinde ise 1 

mg/l ABA‘in 24 saat süreyle uygulanmasıyla, toplam kallus ve 1 mm‘den büyük kallus 

sayıları değerlendirildiğinde; kontrol grubuyla ABA uygulaması arasında istatistiki 

olarak farklılık önemli bulunmamıĢtır. ABA uygulaması ayrıca Amadeo çeĢidinde 

embriyo oluĢumunu teĢvik etmemiĢtir (Çizelge 4.6). 
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Çizelge 4.4. ABA konsantrasyonu ve uygulama sürelerinin A117 çeĢidinde ön 

uygulama sonrasında canlılık üzerine etkisi 

ABA 

Konsantrasyonu 

(mg/l) 

ABA Uygulama Süresi 

24 s (%) 48 s (%) 72 s (%) 

0 1.54 e 1.54 e 1.54 e 

0.1 5.77 a 3.38bcde 2.70 cde 

0.2 5.06 ab 3.72 bc 2.81cde 

0.5 1.98cde 3.32bcde 2.14cde 

1 3.6bcd 3.49bcd 1.57e 

2 3.54bcd 2.98cde 3.38bcde 

5 2.18cd 1.74de 3.43bcde 

 

*Her bir karakter sütununda ayrı harflerle gösterilen değerler arasındaki fark p<0.05 

düzeyinde önemlidir. 

Çizelge 4.5. ABA konsantrasyonu ve uygulama sürelerinin Amadeo çeĢidinde ön 

uygulama sonrasında canlılık üzerine etkisi 

ABA 

Konsantrasyonu 

(mg/l) 

ABA Uygulama Süresi 

24 s (%) 48 s (%) 72 s (%) 

0 2.18def 2.18def 2.18def 

0.1 2.44def 3.39cdef 2.11def 

0.2 4.35cde 4.59cd 2.88def 

0.5 4.19cde 4.71bcd 3.76cdef 

1 7.99a 2.55def 6.99ab 

2 5.69abc 2.76def 7.08ab 

5 4.39cde 1.88ef 2.96f 

*Her bir karakter sütununda ayrı harflerle gösterilen değerler arasındaki fark p<0.05 

düzeyinde önemlidir. 
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Çizelge 4.6. ABA‘in mikrospor kültürü üzerine etkisi 

ÇeĢit ABA 

konsantrasyonu/süresi 

Toplam 

Kallus/petri 

>1mm 

kallus/petri 

A177 Kontrol 0 0 

0.1 mg/l ABA / 24s 0 0 

Amadeo Kontrol 12.56 11.78 

1 mg/l ABA / 24 s 11.44 9.89 

 

Mikrospor embriyogenesis, mikrosporların gametofitik geliĢimden genellikle bir 

stres uygulaması ile sporofitik geliĢime yönlendirildiği bir süreçtir. Mikrospor 

embriyogenesis çalıĢmalarında genel olarak tüm türlerde tetikleyici bir stres uygulaması 

gerekli bir faktör olarak görülmektedir (Shariatpanahi vd. 2006; Ferrie ve Caswell 

2011). Mikrosporlarda uyarıcı bir stres uygulaması ABA biyosentezini 

düzenlemektedir. Imamura ve Harada (1980) tütünde anterlere mannitol uygulanması ile 

polen baĢına ng cinsinden içsel ABA konsantrasyonları yükseldiği belirlemiĢlerdir. 

Ayrıca araĢtırıcılar deneme sonuçlarına ve daha önceki gözlemlerine göre sürekli ABA 

uygulaması yerine kısa süreli uygulamasının bitkicik oluĢumunu artırdığını 

belirtmiĢlerdir. ABA düzeyindeki geçici artıĢın indüksiyon döneminde polen 

embriyogenesisde uyarıcı bir etki yarattığını ve kültür ortamında ABA‘in sürekli 

varlığının somatik ve polen embriyogenesis oluĢumu için inhibe edici olduğunu 

belirtmiĢlerdir. Buna karĢın Corral-Martinez ve Segui-Simarro (2014) yaptıkları 

çalıĢmada patlıcanda mikrospor kültüründe ABA‘in etkisinin belirlemek için hem stres 

uygulamaları hem de kültür süresi boyunca ABA uygulamıĢlardır. ABA 

uygulamasından elde edilen sonuçlara göre, kallus sayısı, boyutu ve ağırlığı açısından 

en uygun konsantrasyonun 0.5 X 10
-6

 M olduğunu belirlemiĢlerdir. Bunun nedeninin 

düĢük ABA konsantrasyonlarının mikrospor canlılığını arttırmak suretiyle veya ozmotik 

stres kaynaklı oksidatif hasarın etkisini azaltmasından kaynaklanabileceğini 

düĢünmüĢlerdir. Van Bergen vd. (1999) ise ABA‘in ön uygulama sonrasında 

mikrosporlardaki canlılık üzerine etkili olduğunu bildirmiĢlerdir. Bizim 

denemelerimizde de her iki çeĢitte de sadece ön uygulama sırasında kısa süreli (24 saat) 

ABA uygulamasının mikrosporlarda canlılık üzerine olumlu etkisi belirlenmiĢtir. Ancak 

kallus oluĢumu üzerine Corral-Martinez ve Segui-Simarro (2014) aksine istatistiki 

düzeyde önemli bir farklılık görülmemiĢtir. 

 4.2.3. Farklı hormon kombinasyonlarının etkisi 

Bu araĢtırmada NLN ortamına 2,4-D ve kinetinin farklı dozları ilave edilmiĢ ve 

bu ortamların etkisi incelenmiĢtir. Bu amaçla 2,4-D ve kinetinin farklı 

konsantrasyonlarını içeren 16 farklı ortam kombinasyonu hazırlanmıĢtır. Stres 

uygulamasının ardından mikrosporlar bu ortamlarda kültüre alınmıĢtır. 
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Mikrosporların kültüre alınmasından bir ay sonra elde edilen istatistiki 

değerlendirme sonuçları Çizelge 4.7 ve Çizelge 4.8‘de verilmiĢtir. Elde edilen sonuçlar 

incelendiğinde her iki çeĢit içinde toplam kallus ve 1 mm‘den büyük kallus sayısı 

bakımından besin ortamlarının içerdiği hormon konsantrasyonları arasındaki farklılık 

önemli bulunmuĢtur. Çizelge 4.7 incelendiğinde A117 çeĢidinde toplam kallus sayısı 

açısından, en yüksek kallus sayısı 12 numaralı ortamdan (2.33 kallus/petri) elde 

edilmiĢtir. 12 numaralı ortam 1, 4, 5, 6, 8, 10 numaralı ortamlarla istatistiksel olarak 

aynı grupta yer almıĢ ancak 12 numaralı ortam kombinasyonunun A117 çeĢidinde 

baĢarılı olduğu belirlenmiĢtir. Kontrol ortamının 5, 6, 8, 10 numaralı ortamlarla 

istatiksel olarak farklılık göstermediği tayin edilmiĢtir. 15 numaralı ortamdan ise 

herhangi bir kallus oluĢumu meydana gelmemiĢtir. 1 mm‘den büyük kallus sayısı 

bakımından da benzer Ģekilde en yüksek ortalama değer 12 numaralı ortamdan (1.44 

kallus/petri) elde edilirken en düĢük değer ise 15 ve 16 numaralı ortamlardan elde 

edilmiĢtir. 1 mm‘den büyük kallus sayısı bakımından kontrol ortamı ile diğer ortamlar 

arasında istatistiki olarak önemli farklılık bulunmamıĢtır. 

Çizelge 4.8 incelendiğinde ise Amadeo çeĢidinde toplam kallus sayısı açısından, 

en yüksek kallus sayısı kontrol ortamından (19.33 kallus/petri) elde edilmiĢ ve kontrol 

ortamı diğer ortamlardan istatistiki açıdan önemli derecede farklı bulunmuĢtur.  Bunu 

10 numaralı (7 kallus/petri) ve 15 numaralı ortam (6 kallus/petri) izlemiĢtir. Diğer 

ortamlar Amadeo çeĢidinde etkili bulunmamıĢtır. 1 mm‘den büyük kallus sayısı 

bakımından aynı Ģekilde en yüksek değer kontrol ortamından (16.33 kallus/petri) elde 

edilmiĢ ve kontrol ortamı ile diğer bütün ortamlar arasında istatiksel olarak önemli 

derecede fark belirlenmiĢtir. Bunu 10 numaralı ortam (7.00 kallus/petri) izlemiĢtir. 

Diğer kullanılan ortamlarda 1 mm‘den büyük kallus sayısı bakımından istatiksel bir fark 

tayin edilmemiĢtir. 

Mikrospor embriyogenesis çalıĢmalarında kullanılan büyüme düzenleyiciler hem 

türlere göre hem de aynı tür içinde büyüme düzenleyicilerin cins ve dozları bakımından 

farklılıklar göstermektedir. Ancak genel olarak çoğu türde kültür ortamına ilave edilen 

hormonların mikrospor embriyogenesisi teĢvik ettiği bilinmektedir. Genel olarak 

patlıcanda anter kültürü çalıĢmalarında farklı araĢtırıcılar tarafından oksin kaynağı 

olarak 2,4-D, NAA ve IAA kullanılırken, sitokinin olarak kinetin ve zeatin 

kullanılmıĢtır (Dumas de Vaulx ve Chambonnet 1982; Rotino vd. 1987; Alpsoy ve 

ġeniz 2007; Matsubara vd. 1992). Ancak Dumas de Vaulx ve Chambonnet (1982) 

tarafından bildirilen protokolde 2,4-D ve kinetin kombinasyonu birçok araĢtırıcı 

tarafından farklı çeĢitlerde kullanılmıĢ ve genotiplere göre farklı oranlarda embriyo, 

kallus ve bitki elde edilmiĢtir (Tuberosa 1987; BaĢay vd. 2010; Salas vd. 2011,2012; 

Ellialtıoğlu vd. 2012; BaĢay ve Ellialtıoğlu 2013). Mikrospor kültüründe ise Ģimdiye 

kadar mikrosporlardan kallus oluĢumunu teĢvik eden tek ortam Miyoshi (1996) 

tarafından; % 2 sakkaroz, 0.5 mg/l NAA ve 0.5 mg/L BAP büyüme düzenleyicilerini 

içeren NLN ortamıdır.  Corral-Martinez ve Segui-Simarro (2014) patlıcanda mikrospor 

kültürü etkinliğini artırmak amacıyla yaptıkları çalıĢmada; standart protokolde kültür 

ortamında bitki büyüme düzenleyicisi olarak kullanılan BAP ve NAA‘in değiĢik 

konsantrasyonlarının etkilerini incelemiĢlerdir. Standart protokolde kullanılan 1X 

konsantrasyonun 0.2X oranında azaltılmasıyla elde edilen yeni BAP ve NAA 

konsantrasyonlarının kallus sayısı ve büyüklüğü açısından daha iyi sonuçlar verdiğini 

belirlemiĢlerdir. Bizim çalıĢmamızda ise her çeĢit için en yüksek kallus oluĢum oranı 

farklı hormon konsantrasyonuna sahip ortamlardan elde edilmiĢtir. Bu da mikrospor 
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embriyogenesisde her genotip için farklı hormonlar veya aynı hormonun farklı 

konsantrasyonlarının kullanılması gerektiği düĢüncesini desteklemektedir. Bu sonuçlar, 

patlıcanda mikrospor kültürü için anter kültüründe elde edilen rutin protokolün elde 

edilmesi için farklı hormonlar ve konsantrasyonlarının, kültürü ortamlarında denenmesi 

gerekliliğinin açık bir kanıtıdır. 

Çizelge 4.7. A117 çeĢidinde farklı hormon konsantrasyonlarının toplam kallus ve 1 

mm‘den büyük kallus sayısına etkisi 

ÇeĢit Hormon 

konsantrasyonu 

no 

Toplam kallus 

sayısı 

> 1 mm büyük 

kallus saysı 

 KONTROL 1.11abcd 0.89abc 

1 1.78ab 1.11abc 

2 0.33bcd 0.33abc 

3 0.33bcd 0.22bc 

4 1.56abc 1.11abc 

5 1.22abcd 0.67abc 

6 1.44abcd 1.33ab 

7 0.89bcd 0.44abc 

8 1.33abcd 0.78abc 

9 0.63bcd 0.50abc 

10 1.44abcd 1abc 

11 0.67bcd 0.56abc 

12 2.33a 1.44a 

13 0.11cd 0.11c 

14 0.44bcd 0.44abc 

15 0.00d 0c 

16 0.22cd 0c 

 

*Her bir karakter sütununda ayrı harflerle gösterilen değerler arasındaki fark p<0.05 

düzeyinde önemlidir. 
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Çizelge 4.8. Amadeo çeĢidinde farklı hormon konsantrasyonlarının toplam kallus ve 

1mm‘den büyük kallus sayısına etkisi 

ÇeĢit Hormon 

konsantrasyonu 

no 

Toplam kallus 

sayısı/petri 

>1 mm büyük 

kallus/petri 

 KONTROL 19.33a 16.33 a 

1 0.00d 0c 

2 0.00d 0c 

3 3.33bcd 2.33c 

4 0.67d 0.33c 

5 0.00d 0c 

6 0.00d 0c 

7 0.00d 0c 

8 0.33d 0.33c 

9 1.00cd 0.67c 

10 7.00b 7b 

11 0.00d 0c 

12 0.00d 0c 

13 3.00bcd 0c 

14 2.00bcd 0c 

15 6.00bc 3c 

16 0.00d 0c 

 

*Her bir karakter sütununda ayrı harflerle gösterilen değerler arasındaki fark p<0.05 

düzeyinde önemlidir. 

4.2.4. Bitki rejenerasyon oranı 

Mikrosporların kültüre alınmasından bir ay sonra mikrosporlardan A117 

çeĢidinden sadece kallus, Amadeo çeĢidinden ise hem kallus hem de embriyo oluĢumu 

meydana gelmiĢtir. Bir ay sonunda mikrosporlardan elde edilen 1 mm‘den büyük 

kalluslar bitki rejenerasyonunu teĢvik etmek amacıyla Miyoshi (1996) ve Rivas-Sendra 

vd. (2015) tarafından bildirilen % 2 sakkaroz, % 0.8 agar, 0.2 mg/l IAA ve 4 mg/l zeatin 

içeren M1 ortamında kültüre alınmıĢ ve 25°C sıcaklıkta bitki rejenerasyonu gözlenene 

kadar bekletilmiĢtir (ġekil 4.17). Daha sonra Rivas-Sendra vd. (2015) tarafından 

bildirildiği üzere elde edilen sürgünler kök oluĢumunun sağlanması için MS ortamına 

transfer edilmiĢtir (ġekil 4.18, 4.19). Deneme sonunda A117 çeĢidinde kültüre alınan 36 

kallusdan 18 bitki elde edilmiĢtir (% 50).  Amadeo çeĢidinden ise 70 kallusdan 25 bitki 

elde edilmiĢtir (%35). Bu oranlar Corral-Martinez ve Segui-Simarro (2012) (% 14.8) ve 

Rivas-Sendra vd. (2015) (% 7.6) elde ettikleri oranlarla karĢılaĢtırıldığında, bu 

çeĢitlerden elde edilen kalluslardan kullanılan ortamlarda daha iyi sonuç elde edilmiĢtir. 

Amadeo çeĢidinden toplamda elde edilen 5 embriyodan 3‘ünde bitki oluĢumu 

gerçekleĢmiĢtir. 
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ġekil 4.17. Mikrospor kültüründen elde edilen 1 mm‘den büyük kallusların 

rejenerasyon ortamına aktarılması 

 

       

ġekil 4.18. Kallus rejenerasyon ortamında geliĢen kallusların alt kültüre alınması                      
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ġekil 4.19. Kalluslardan sürgün geliĢimi ve elde edilen bitkicikler 

4.3. Anter Kültürü 

Bu çalıĢmada kullanılan iki adet patlıcan çeĢidine ait anterler aynı deney 

koĢulları altında kültüre alınarak, mikrospor embriyogenesise yanıtları açısından 

değerlendirilmiĢtir. Her bir çeĢit için optimum anter uzunluğunu belirledikten sonra, bu 

uzunluklara karĢılık gelen anterler Dumas de Vaulx and Chambonnet (1982) tarafından 

bildirilen protokole göre kültüre alınmıĢtır. Kültüre alınan anterlerde yapılan 

gözlemlerde anterlerde büyüme ve ĢiĢme meydana geldiği gözlenmiĢtir.  Kültür 

baĢlangıcından dört hafta sonra yapılan gözlemlerde anterlerden embriyo geliĢimi tespit 

edilirken herhangi bir kallus oluĢumu meydana gelmemiĢtir. Kültür baĢlangıcından 6-7 

hafta sonra elde edilen embriyolar rejenerasyon ortamına aktarılmıĢtır. ġekil 4.20‘ de 

anter kültüründe patlıcan anterlerinden embriyo oluĢumu ve bitki rejenerasyonu 

aĢamaları gösterilmiĢtir. Anter kültürü çalıĢmaları sonucunda her bir çeĢidin anter 

kültürüne verdikleri cevabı değerlendirmek için embriyo ve elde edilen bitki sayısı 

değerlendirilmiĢ ve analiz sonuçları Çizelge 4.9‘da verilmiĢtir. AraĢtırmada A117 

çeĢidinden % 42.68 oranında Amadeo çeĢidinden ise % 9.96 oranında embriyo elde 

edilmiĢtir. Bu embriyolardan elde edilen bitki oranı ise sırasıyla % 41.33 ve % 57.64 

olarak belirlenmiĢtir. Bu değerler Dumas de Vaulx ve Chambonnet (1982), Rotino vd. 

(1987), Tuberosa vd. (1987), Salas vd. (2011,2012) kullandıkları çeĢitlerden elde 

ettikleri değerlere yakındır. Elde edilen sonuçlardan da görüldüğü gibi genotip faktörü 

elde edilen embriyo oluĢumu ve bitki rejenerasyonu üzerine etkili olmuĢtur. Anter 

kültüründe elde edilen embriyo ve bitki oluĢumu genotiplere bağlı olarak farklılık 

göstermesi ile ilgili bulgularımız Dumas de Vaulx ve Chambonnet (1982), Misra vd. 

(1983), Rotino vd. (1987); Tuberosa vd. (1987), Rotino (1996), Alpsoy ve Seniz (2007),  

Salas vd. (2011,2012), Basay vd. (2010) ve Basay ve Ellialtıoğlu (2012)‘nun bulgularını 

desteklemektedir. 
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ġekil 4.20. Patlıcanda anter kültürü a) Kültüre alınan anterlerden embriyo oluĢumu b) 

Embriyoların rejenerasyon ortamına aktarılması c) Embriyolardan elde edilen bitkicikler 

d) Elde edilen bitkilerin dıĢ koĢullara alıĢtırılması  

Çizelge 4.9. Patlıcanda anter kültürü sonuçları 

ÇeĢit Anter 

uzunluğu 

(mm) 

Kültüre 

alınan anter 

sayısı 

Embriyo 

oluĢumu (%) 

Bitki 

oluĢumu 

(anter %) 

Bitki 

oluĢumu 

(embriyo %) 

A117 4.5-6.5 1579 42.68 16.81 41.33 

Amadeo 4-6 853 9.96 5.73 57.64 

 

Mikrospor embriyogenesis, henüz olgunlaĢmasını tamamlamamıĢ ve içerisinde 

birinci polen mitozu aĢamasına gelmiĢ mikrosporları bulunduran anterlerin in vitro 

koĢullarda kültüre alınmasıyla anter kültürü veya bu mikrosporların anterlerden izole 

edilerek somatik dokular olmaksızın doğrudan sıvı bir ortamda in vitro koĢullarda 

kültüre alınmasıyla mikrospor kültürü ile yapılmaktadır.  Anter kültürü haploid üretimi 

için en yaygın kullanılan yöntemdir. Mikrospor kültürü ise anter kültürüne göre daha 

karmaĢık bir yöntem olmasına karĢılık genellikle tercih edilen bir yöntemdir. Patlıcanda 

anter kültüründen embriyo elde edilmesine karĢın mikrospor kültüründen bazı 

durumlarda ve çok düĢük bir oranda embriyo geliĢimi elde edilmekle birlikte genel 

(a) (b) 

(c) (d) 
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olarak kallus oluĢumu meydana gelmektedir. Patlıcanda mikrospor kültüründe, 

mikrosporlarda sporofitik geliĢimin göstergesi olan simetrik bölünmeler, çok çekirdekli 

yapılar ve bunun sonucunda globular embriyo benzeri yapıların meydana geldiği Corral-

Martinez ve Segui-Simarro (2012) tarafından bildirilmiĢtir. Bizim çalıĢmamızda da 

mikrosporlarda aynı geliĢim evreleri gözlenmiĢ ve sonuç olarak bu embriyolar daha 

fazla geliĢim göstermemiĢ, kallus benzeri yapılar haline gelmiĢtir. Gözlemlenen bu 

embriyonik tutulma ile ilgili birçok neden olabilir ancak bunun sebebinin büyük 

olasılıkla embriyonik geliĢimin devamı için mikrospor kültüründe kullanılan deneysel 

koĢulların (ön uygulama, besi ortamı, hormon kombinasyonlar vb.) uygun olmamasıdır. 

Anter kültüründe ise anter dokularının varlığının mikrosporların embriyoya dönüĢümü 

için olumlu etkilerinin olduğu düĢünülmektedir. Anter duvarının mikrospor 

embriyogenesis geliĢiminde önemli rol oynadığını birçok çalıĢmada da bildirilmiĢtir 

(Bhojwavi ve Razdan 1996).  

4.4. Flow Sitometri Analiz Sonuçları 

Mikrospor embriyogenesis yoluyla elde edilen bitkilerin ploidi düzeyleri farklı 

olabilmektedir. Patlıcanda anter kültüründe yapılan çalıĢmalarda haloid, diploid, triploid 

olmak üzere farklı ploidi seviyelerinde bitki elde edildiği daha öncki çalıĢmalarda 

bildirilmiĢtir (Tuberosa vd. 1987; Rotino vd. 1987; Matsubara 1992). Bizim 

sonuçlarımıza göre ise, anter kültüründen elde edilen bitkilerin flow sitometri ile 

analiziyle elde edilen sonuçlara göre tüm bitkilerin haploid olduğu belirlenmiĢtir (4.22). 

Mikrospor kültüründen elde edilen kalluslardan geliĢtirilen bitkilerdeki flow sitometri 

sonuçlarına ise diploid ve triploid bitkiler elde edilirken haploid bitki elde edilmemiĢtir 

(ġekil 4.21, 4.23). Bu bitkilerde DH bitki oranı A117 çeĢidinde % 68 olarak Amadeo 

çeĢidinde ise % 60 olarak belirlenmiĢtir. A177 çeĢidinden mikrospor kültürü yöntemiyle 

elde edilen embriyolardan meydana gelen bitkilerin ise haploid olduğu belirlenmiĢtir. 

Corral-Martinez ve Segui-Simmarro (2012) ve Rivas-Sendra vd. (2015)  

mikrosporlardan elde edilen kalluslardan sırasıyla % 60 ve % 70 oranında DH bitkiler 

elde etmiĢtir. AraĢtırma sonucunda elde ettiğimiz bulgular bu araĢtırıcılarla uyum 

içindedir. Hem mikrospor kültürü hem de anter kültüründen elde edilen bitkiler 

Genetika tohumculuğa ait alıĢtırma seralarında ilk olarak saksılara aktarılmıĢ ve daha 

sonra arazi koĢullarına dikilerek meyveleri olgunlaĢtığında meyveler hasat edilmiĢ 

bunlardan tohum üretimi gerçekleĢtirilmiĢtir. Elde edilen tohumlar tekrar ekilerek 

bunlardan double haploid homozigot hatlar elde edilmiĢtir (ġekil 4.24, 4.25, 4.26). 
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ġekil 4.21. Diploid patlıcan ve standart bitki (arpa) ile hazırlanan örneklerin 

oluĢturduğu histogram görüntüsü 

 

ġekil 4.22. Haploid patlıcan ve standart bitki (arpa) ile hazırlanan örneklerin 

oluĢturduğu histogram görüntüsü 
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ġekil 4.23. Triploid patlıcan ve standart bitki (çavdar) ile hazırlanan örneklerin 

oluĢturduğu histogram görüntüsü 
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ġekil 4.24. Amadeo çeĢidinden elde edilen DH hatlar 
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ġekil 4.25. Amadeo çeĢidinden elde edilen DH hatlar 
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ġekil 4.26. A117 çeĢidinden elde edilen DH hatlar 
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5. SONUÇLAR 

Bu çalıĢmada patlıcanda mikrospor kültürü tekniği kullanarak haploid ve DH 

bitki elde etmek amacıyla çalıĢmalar yapılmıĢtır. Denemenin birinci basamağında 

mikrospor kültürü tekniğine A117 ve Amadeo çeĢitlerinin tepkisinin belirlenmesi 

amaçlanmıĢtır. Bu iki patlıcan çeĢidinde mikrospor kültürü sonucunda; kültüre alma 

sırasında (1.gün) canlı mikrospor yüzde oranı, ön uygulama sonrasında (3. gün) canlı 

mikrospor yüzde oranı, toplam kallus sayısı /petri, 1 mm‘den büyük kallus sayısı/petri 

ve elde edilen embriyo sayıları incelenmiĢtir. Mikrospor kültürü için Amadeo çeĢidi 

kallus ve embriyo oluĢumu oranları ile A117 çeĢide göre öne çıkmıĢtır. 

Denemenin daha sonraki aĢamalarında kullanılan çeĢitlerde mikrospor kültürü 

yöntemini geliĢtirmek amacıyla arabinogalaktan proteinlerinin, absisik asidin ve farklı 

hormon konsantrasyonlarının etkisi araĢtırılmıĢtır. AGP etkisini belirlemek amacıyla 10 

mg/l, 1 mg/l ve 0.1 mg/l olarak belirlenen dozlarda AGP‘nin patlıcanda mikrospor 

kültürü üzerine etkileri araĢtırılmıĢtır. Mikrosporların kültüre alınmasından bir ay sonra 

kültüre alınan mikrosporlardan her iki çeĢitte de yalnızca kallus oluĢumu meydana 

gelmiĢ herhangi bir embriyo oluĢumuna rastlanmamıĢtır. Sonuçlar değerlendirildiğinde 

AGP‘nin uygulamasının kullanılan çeĢitlerde mikrospor kültürü üzerine teĢvik edici 

herhangi bir etkisinin bulunmadığı belirlenmiĢtir.  

ABA etkisini belirlemek amacıyla ise farklı dozlarda ve sürelerde ABA ön 

uygulama esnasında kültüre alınan mikrosporlara uygulanmıĢtır. Denemenin ilk 

aĢamasında farklı doz ve sürelerde uygulanan ABA‘in mikrosporlarda stres uygulaması 

ardından kontrole göre mikrosporlarda canlılık üzerine etkileri araĢtırılmıĢtır. Her iki 

çeĢitte de kontrole göre tüm ABA konsantrasyonları ve uygulama süreleri 

mikrosporlarda canlılık yüzdesini artırıcı etkisi olduğu belirlenmiĢtir. A117 çeĢidinde en 

yüksek mikrospor canlılığı yüzdesi 0.1 mg/l ABA‘in 24 saat süreyle uygulanmasından 

elde edilmiĢtir. Amadeo çeĢidinde ise 1 mg/l ABA‘in 24 saat süreyle uygulanmasıyla 

canlılık yüzdesinde artıĢ meydana gelmiĢtir. Bu sonuçlardan hareketle A117 çeĢidinde 

35°C‘de 3 günlük ön uygulamanın ilk 24 saatinde kültüre alınan mikrosporlara 0.1 mg/l 

ABA, Amadeo çeĢidinde ise 1 mg/l ABA uygulanmıĢtır. Bir ay sonunda A117 

çeĢidinde hem kontrol ortamından hem de ABA uygulaması yapılan ortamlarda 

herhangi bir kallus geliĢimi meydana gelmemiĢtir.  Amadeo çeĢidinde ise toplam kallus 

ve 1 mm‘den büyük kallus sayıları değerlendirildiğinde; kontrol grubuyla ABA 

uygulaması arasında istatistiki olarak farklılık önemli bulunmamıĢtır. Böylece yapılan 

çalıĢma, ABA‘in stres uygulaması sırasında kullanılmasıyla mikrosporlarda canlılık 

üzerine olumlu etkilerinin ortaya konması yönünden önemlidir.  

Denemenin son aĢamasında 2,4-D ve kinetinin farklı dozları ilave edilmiĢ ve bu 

ortamların etkisi incelenmiĢtir. Bu amaçla 2,4-D ve kinetinin farklı konsantrasyonlarını 

içeren 16 farklı ortam kombinasyonu hazırlanmıĢtır. AraĢtırma sonunda A117 çeĢidinde 

toplam kallus sayısı ve 1 mm‘den büyük kallus sayısı açısından en etkili ortam 12 

numaralı ortam olarak belirlenirken, Amadeo çeĢidinde ise en fazla toplam kallus ve 1 

mm‘den büyük kallus sayısı kontrol ortamından elde edilmiĢtir. Bu sonuçlar her genotip 

için farklı hormonlar veya aynı hormonun farklı konsantrasyonlarının kullanılması 

gerektiği düĢüncesini desteklemekle birlikte mikrospor kültüründe baĢarıyı etkileyen 

önemli faktörlerden biri olarak tespit edilmiĢtir.  
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Bu çalıĢmada kullanılan iki adet patlıcan çeĢidinde, anter kültürü çalıĢmalarında 

aynı deney koĢulları altında anterler kültüre alınarak, mikrospor embriyogenesise 

yanıtları açısından değerlendirilmiĢtir. Anter kültüründe her iki çeĢitten de embriyo ve 

bitki elde edilmiĢtir. Buna karĢılık mikrospor kültüründen doğrudan embriyo elde 

edilememesinin nedeni olarak kullanılan deneysel koĢulların mikrospor kültüründen 

doğrudan embriyo elde etmek için uygun olmadığı sonucuna varılmaktadır. Bu 

olumsuzluğun bertaraf edilmesi için mikrospor kültüründe ortam optimizasyonu üzerine 

çalıĢmalar yapılmasının önemli bir adım olacağı düĢünülmekte ve ileride denenmesi 

önerilmektedir. 

ÇalıĢmada kullanılan mikrospor kültürü tekniği değerlendirildiğinde 

mikrosporlardan elde edilen kallus ve embriyolardan baĢarılı bir Ģekilde bitki elde 

edilmiĢtir. A117 çeĢidinden 36 kallusdan 18 bitki, Amadeo çeĢidinden ise 70 adet 

kallusdan 25 bitki elde edilmiĢtir.  Mikrospor kültüründen elde edilen kalluslardan 

geliĢtirilen bitkilerdeki flow sitometri sonuçlarına göre diploid ve triploid bitkiler elde 

edilirken haploid bitki elde edilmemiĢtir. Bu bitkilerde DH bitki oranı A117 çeĢidinde 

% 68 olarak Amadeo çeĢidinde ise % 60 olarak belirlenmiĢtir. Mikrospor kültüründen 

elde edilen embriyolardan ise haploid bitkiler elde edilmiĢtir. Anter kültüründen elde 

edilen bitkilerin tümünün haploid olduğu belirlenmiĢtir. Hem mikrospor kültürü hem de 

anter kültüründen elde edilen bitkiler Genetika tohumculuğa ait alıĢtırma seralarında ilk 

olarak saksılara aktarılmıĢ ve daha sonra arazi koĢullarına dikilerek meyveleri 

olgunlaĢtığında meyveler hasat edilmiĢ bunlardan tohum üretimi gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Elde edilen tohumlar tekrar ekilerek bunlardan double haploid homozigot hatlar elde 

edilmiĢtir. Bu sonuçlar doğrultusunda DH teknolojisinin patlıcanda ıslah programlarını 

hızlandıran ve tamamlayan güvenilir bir yöntem olarak kullanılabileceği sonucuna 

varılmıĢtır. 

Patlıcanda mikrospor kültürü ile yapılan çalıĢmalar genelde son yıllarda artmıĢ 

olmakla birlikte, yeni protokollerin geliĢtirilmesine ve standart hale getirilmesine halen 

ihtiyaç duyulmaktadır. GeliĢtirilecek olan metotların ıslah programlarında farklı 

genotipler için rutin olarak uygulanacak etkin ve güvenilir bir teknoloji haline 

getirilmesi gerekmektedir. Böylece gelecek vaat eden bir teknik olan mikrospor kültürü 

üzerine yapılan çalıĢmalarda önemli bir boĢluk doldurulmuĢ olacaktır. Bu mevcut 

çalıĢmanın da ileride bu yönde yapılacak çalıĢmalar için önemli bir kaynak olacağı ve 

diğer araĢtırıcılara yol göstereceği düĢünülmektedir. 
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