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Anahtar Kelimeler Ozet: Mikrospor embriyogenesis olgunlasmamis erkek gametofitlerin in vitro
Pa!tllcan, o kiiltiir siiresince gametofitik gelisimden embriyo olusturmak tlizere uyarildig1 bir
]P\I/hkzo's(li)or kultird, sistemdir. Bu arastirmada, iki adet patlican (Solanum melongena L.) gesidinin
aploid,

mikrospor kiiltiir teknigine tepkisinin belirlenmesi amag¢lanmistir. Bu amacla, ilk
olarak uygun mikrospor gelisme donemindeki mikrosporlar (¢ogunlugu vakuol
mikrospor ve geng ¢ift cekirdekli polen) anterlerden izole edilerek 35°C‘de 3 giin
karanlik kosullarda én uygulamaya maruz birakilmigtir. On uygulama isleminden
sonra mikrosporlar %2 sakkaroz, 0.5 mg/l naphthaleneacetic acid (NAA) ve 0.5
mg/1 6-benzylaminopurine (BAP), pH 5.9, iceren NLN ortaminda kiltiire alinmis ve
bir ay boyunca 25°C‘de karanlikta bekletilmistir. Kiiltiir siireci boyunca mikrospor
embriyogenesis indiiksiyon siireci mikroskobik olarak analiz edilerek bu
gelisimsel sapmanin ilk evrelerine odaklanilmistir. Mikrosporlarin indiiksiyondan
hemen sonra kallus haline gelmeden 6nce simetrik bolinme ve ¢ok ¢ekirdekli
yapilar meydana getirdigi daha sonra ise mikrosporlarin direkt embriyo
olusturmadiklar1 ve kallus olusturdugu tespit edilmistir. Arastirmada bir ay
sonunda mikrosporlardan yalnizca kallus olusumu meydana gelmistir ve petri
basina toplam kallus sayist belirlenmistir. GO07-1 c¢esidinde ortalama 288
kallus/petri elde edilirken GO7-2 ¢esidinde 64 kallus/petri meydana gelmistir. Bu
arastirmanin mikrospor kiiltiirii tekniginin gelistirilebilmesi {zerine hem
uygulamali, hem de temel arastirmalar i¢in yol gosterici olacagi diisiiniilmektedir.

DH,
Mikrospor embriyogenesis

A Preliminary Research on Microspore Culture in Eggplant (Solanum melongena L.)

Keywords Abstract: Microspore embryogenesis is a process in which immature male
Eggplant, gametophytes are induced to divert them from their gametophytic pathway
Microspore culture, toward embryo development during in vitro culture. In this study, therefore, it was
g;plmd’ aimed to determine the response of two eggplant cultivars to microspore culture.
Miéros b ) For this purpose, the microspores were firstly isolated from the anthers at the
pore embryogenesis . - L
appropriate stage of microspore development (containing mostly vacuolate
microspores and young bicellular pollen) and subjected to pre-treatment at 35°C
for 3 days in dark conditions. After pre-treatment, the microspores were cultured
in liquid NLN culture medium supplemented with 2% sucrose, 0.5 mg/]
naphthaleneacetic acid (NAA), and 0.5 mg/l, 6-benzylaminopurine (BAP), pH 5.9,
and kept in the dark at 25°C for one month. During this culture process, the
microspore embryogenesis induction was microscopically analyzed and focused
on the initial stages of this developmental process. Immadiately after induction,
before the microspores develop into callus, they were induced to divide
symmetrically and form multinucleated structures, and then microspores did not
form direct embryos and formed callus. At the end of one month, only callus
formation occurred from microspores and total callus number per petri was
analyzed. The average calli for GO7-1 cultivars was 288 calli/petri, while it was 64
calli/petri dish for GO7-2 cultivars. It is thought that this research will guide both
practical and basic researches on the development of microspore culture
technique.
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1. Giris

Double haploid (DH) teknolojisi hibrit tohum tiretimi
icin gerekli homozigot saf hatlarin tek bir
generasyonda elde edilmesine olanak saglamasi ve
1slah programlarim1 hizlandirmasi nedeniyle klasik
1slah tekniklerine bir alternatif olusturmaktadir [1, 2,
3]. DH bitkileri elde etmenin en etkili yollarindan
birisi de mikrospor embriyogenesistir.

Mikrospor embriyogenesis olgunlasmamis erkek
gametofitlerin in vitro kiltiir siiresince anter kiiltiiri
veya mikrospor Kkiltliri yontemleri kullanilarak
gametofitik gelisimden embriyo olusturmak {zere
uyarildigi  bir sistemdir. Mikrospor Kkiiltiiriinde
haploid bitkiler mikrosporlardan elde edilen
embriyolardan direkt olarak veya mikrosporlardan
elde edilen kalluslardan organogenesis yoluyla
indirekt olarak elde edilebilmektedir [4]. Bu haploid
embriyolar ya kendili§inden ya da kromozom
katlama maddeleri ile muamele edildikten sonra
homozigot DH bitkilere doniistiirtilebilmekte ve 1slah

programlarinda  kullanilabilmektedir. Bu olgu
angiospermlerde 250’den fazla tiir icin
tanimlanmistir  [5]. Bunlardan yalmizca kolza

(Brassica napus L.), tiitiin (Nicotiana spp.), arpa
(Hordeum vulgare L.) ve bugday (Triticum aestivum
L.) olmak lizere dort tanesinin model tiirler olarak
kabul edildigi bildirilmistir [6]. Ancak Solanaceae
familyasina ait tiirlerde oldugu gibi agronomik olarak
6nemli olan bir¢ok tir hala  mikrospor
embriyogenesise karsi inat¢idir ve bunun nedeni
hakkinda ¢ok az bilgi bulunmaktadir [7].

Patlican, Solanum melongena L., Solanaceae ailesinin
Solanum cinsine ait diploid (2n=2x=24) bir sebzedir
ve llkemiz dahil pek ¢ok iilkede ekonomik degere
sahiptir.  Patlican = mikrospor  embriyogenesis
indiiksiyonu icin inatgi bir tiir olarak gorilmekle
birlikte DH bitkiler elde etmek miimkiindiir. Ancak
yontemin etkinligi hala smirli derecededir ve
indiiklenebilir genotip sayisi hala yetersizdir [7].
Mikrospor embriyogenesisle ilgili olarak bazi patlican
genotiplerinde anter kiltiiri yoluyla olumlu sonuglar
elde edilmistir ve anter Kkiltiriinden bitki
rejenerasyonu lzerine ilk rapor 1973 yillinda
yayimlanmistir [8]. Daha sonraki calismalarda da
haploid veya DH bitkilerin elde edildigi farkl
arastirmacilar tarafindan bildirilmistir [9-14]. Ilk
raporun yayinlanmasindan giiniimiize kadar anter
kiiltiirti icin Dumas de Vaulx ve Chambonnet [10]
tarafindan yayinlanan protokoliin modifiye edilerek
kullanilmasiyla DH hatlar elde edilmistir [15-20].
Patlicanda anter kiltiirii ile yapilan bazi basarili
calismalara ragmen bu yontemin pratik kullanimini
kisitlayan bir takim dezavantajlar bulunmaktadir
[7,19]. Anter kultiriindeki bu simirlamalarin,
mikrosporlarin dogrudan izolasyonu ve kiiltiire
alinmasiyla asilabilecegi diisiiniilmektedir. Ancak
mikrospor kiiltiiriiniin sagladigl avantajlara ragmen
patlicanda mikrospor kiltiiri ile ilgili cok az ¢alisma
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bulunmaktadir [21-25]. Mikrospor Kkiiltiri teknigi
yurt disinda bir¢ok tiirde 1slah programlarinda
basarili bir sekilde kullanilabilmesine ragmen
tilkemizde konu ile ilgili yapilan arastirma sayisinin
birkag ¢alisma disinda son derece sinirli oldugu tespit
edilmistir [25-30]. Teknikteki basar1 tiirlere ve
genotiplere gore farklilhik géstermektedir. Patlicanda
mikrospor kiiltiirii tizerine tilkemizde tek ¢alisma Bal
vd. [26] tarafindan yapilmis olup arastirmada sadece
mikrosporlardan elde edilen ¢ok cekirdekli yapilar
rapor edilmistir. Bu durum patlicanda mikrospor
kiltiirtiniin  tlkemizde gelistirilmesi gerekliliginin
acik bir kamitidir. Bu c¢alismada iki farkli patlican
cesidinde mikrosporlar izole edilerek kiiltiire alinmis
ve mikrosporlarin gelisim seyri incelenmistir.

2. Materyal ve Metot

Arastirmada bitkisel materyal olarak G07-1 ve G07-2
olarak adlandirilmis iki adet tescil asamasinda Fi
patlican ¢esidi kullanilmistir. Sera kosullarinda
yetistirilen bitkilerden gelisimin uygun asamasindaki
anterler (¢ogunlugu vakuol mikrospor ve geng cift
cekirdekli polenleri iceren anterler) belirlenen
uzunluklarda dijital kumpas yardimiyla secilmistir.
Anterler %70 etanol' de 30 saniye, ardindan %10‘luk
ticari camasir suyunda 5 dakika bekletilerek sterilize
edilmistir (Sekil 1a). Miyoshi [22] tarafindan
belirtilen protokol gore, sterilizasyondan sonra,
anterler steril bidistile suda ezilmis (Sekil 1b) ve
anter dokularina ait igerik, 40 um filtre ile siiziilmis
(Sekil 1c) ve 850 rpm de sogutmali santrifiijjde 4
dakika santrifiijlendikten sonra ii¢ kez steril bidistile
su ile yikanmistir. Mikrospor peleti steril distil su
icinde siispansiyon haline getirilmis ve mililitrede
500000 mikrospor olacak sekilde mikrospor
yogunlugu ayarlanmistir. Calismamizda patlicanda
yapilan mikrospor kiltiirii calismalarinda olumlu
etkisi bildirilen ilk {i¢ giinlik strede 35°C‘de
karanlikta bekletilerek sicaklik uygulamasi ve su
icinde kiiltiire alinmasiyla seker acligl uygulamasi
beraber uygulanmistir [22-24]. Daha sonra
mikrosporlar ilk olarak Miyoshi [22] tarafindan
belirtilen ve patlicanda mikrospor kiiltiiriinden kallus
elde edilen tek ortam olan; %2 sakkaroz, 0.5 mg/l
naphthaleneacetic acid (NAA) ve 0.5 mg/l 6-
benzylaminopurine (BAP) iceren NLN ortaminda (pH
5.9) kdiltire alinmistir. Kiiltiire alinan petri kaplari
25°C’'de bir ay boyunca karanlikta inkiibe edilmistir.

Kiiltiire alinan mikrosporlarin canliligini test etmek
amaciyla fluorescein diacetate (FDA) ile boyama
yontemi kullanilmistir. Bu amagla mikrosporlar
kiiltiire alindiktan hemen sonra ve 3 giinliik sicaklik
uygulamasinin ardindan FDA ile boyanarak
mikrosporlarin canhiliklar1 incelenmistir. Cekirdek
bolinmeleri ve embriyogenik gelisim gosteren
mikrosporlari incelemek amaciyla 4’,6-diamidino-2-
phenylindole (DAPI) boyama yontemi kullanilmistir.
Bu amagla mikrospor siispansiyonundan 200 pl
alinarak 8000 rpm de 2 dakika santrifiijlendikten
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sonra elde edilen mikrospor peletine 10 ul DAPI
soliisyonu eklenmis ve flouresans mikroskop altinda
inceleme yapilmistir [31].

Sekil 1. Mikrosporlarin anterlerden izolasyonu. a. Kabin
icerisinde anterlerin sterilizasyonun yapilisi. b. Mikrospor
izolasyonu amaciyla anterlerin ezilmesi. c. Anter
dokularinin uzaklastirilmasi amaciyla mikrospor
siispansiyonunun siizilmesinde kullanilan 40 pm filtre
sistemi. d. Mikrospor peleti elde etmek amaciyla santrifiij
tliplerine alinan mikrospor siispansiyonu.

3. Bulgular ve Tartisma

Bu calismada iki adet patlican ¢esidinde mikrospor
kiiltiirit  ¢alismas1 yapilmistir. Mikrospor Kkultiiri
calismalarinda ilk asama, en uygun doénemdeki
mikrosporlar1 iceren anterlerin belirlenmesidir. Bu
baglamda, ilk polen mitozu etrafinda doénen
mikrosporlarin/polenlerin embriyogenesise dogru
saptirmak i¢in en uygun asamada oldugu hakkinda
genis bir goriis birligi vardir [32, 33]. Diger bir
deyisle, bu asamalarin vakuol mikrospor ve geng cift
cekirdekli polen asamalar1 olduguna inanilmaktadir.
Bu calismada da mikrospor kiiltiirtinin yapildig:
asamada kiltlire alinan mikrosporlarin ¢ogunlugu
vakuol mikrospor veya geng¢ c¢ift cekirdekli polen
asamasindadir (Sekil 2a).

Kiltiire alinan mikrosporlarda canlilik 6nemli bir
konu olup; bu c¢alismada da kullanilan iki farkh
cesidin mikrospor canliliklar1 FDA ile boyanarak
tespit edilmistir (Sekil 21). Canli olan mikrosporlar
flouresans 151k altinda parlak gorinmektedir. Bizim
calismamizda canlilik mikrosporlarin izolasyonundan
hemen sonra ve stres uygulamasinin sonunda test
edilmistir. Mikrosporlarin kiiltiire alindigi andaki
sonuglara gore GO07-1 ¢esidinde mikrosporlarin
%35.90, stres uygulamasi sonunda ise %16.08
oraninda canli oldugu saptanmistir. Diger cesitte ise
kiiltire alindigi anda mikrosporlarin %28.44'nin,
stres uygulamasi sonunda ise %22.01 oraninda canli
oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 2. Patlicanda mikrospor Kkiiltiirii. a. Kiiltiire alinan
mikrosporlar. b. Sporofitik gelisim gbsteren
mikrosporlarda simetrik béliinme. c. Normal gametofitik
gelisim gosteren polen (N ) ve gelisimlerini durduran
mikrosporlar (\\). d. Dort ¢ekirdekli mikrosporlar e. Alti
cekirdekli mikrosporlar. f-g. Cok c¢ekirdekli yapilar. h.
Kallus benzeri yapilar. 1. FDA ile boyanmis canl
mikrosporlarin flouresans mikroskop altindaki gériintiisii.

Mikrospor Kiiltlirii yoluyla mikrosporlarin tiim
gelisim siireci 151k ve flouresans mikroskobu altinda
incelenmistir. Gelisim siirecinin kullanilan cesitlerin
her ikisinde de ayni oldugu tespit edilmistir. Stres
uygulamalarina maruz kalan mikrosporlardan
bircogu hemen gelisimini durdurur ve/veya oliirken;
herhangi bir morfolojik degisim gdstermemis ve
baslangigta kiiltiire alindig1 halde kalmistir (Sekil 2c).
Bazilar1 ise olgun poleni meydana getirmek iizere
gametofitik gelisimi takip etmislerdir (Sekil 2c). Diger
bazi mikrosporlarin ise stres uygulamalar ile etkili
bir  bicimde  bélinmeleri  uyarilmistir.  Bu
mikrosporlarda stres uygulamasindan bes giin sonra
baz1 mikrosporlarin sporofitik gelisiminin baslangi¢
gostergelerinden biri oldugu kabul edilen simetrik
olarak boliindiikleri gézlenmistir (Sekil 2b). Stres
uygulamasinin ardindan 25°C de bekletildigi kiiltiirin
ilk haftasinda dort ve daha fazla hiicreli mikrosporlar
belirlenmis (Sekil 2 d-e) ve yaklasik 10 giin sonra ¢ok
hiicreli yapilar meydana gelmistir (Sekil 2f). ilk dért
hafta boyunca bu c¢ok hiicreli yapilarla birlikte
dizensiz kallus benzeri yapilar gozlenmeye
baslanmistir (Sekil 2h). Daha sonraki siirecte
herhangi bir embriyo olusumu goézlemlenmemistir.
Arastirmada bir ay sonunda mikrosporlardan
yalnizca kallus olusumu meydana gelmistir. GO7-1
cesidinde ortalama 288 kallus /petri elde edilirken
diger cesitte 64 kallus/petri meydana gelmistir.

Patlicanda yapilan o6nceki mikrospor kiiltiri
calismalarina paralel olarak mikrosporlardan kallus
meydana geldigi tespit edilmistir [22-24]. Bu durum
genel olarak androgenik sistemlerin ¢ogunluguyla
ilgili bilinenlerle karsilastirildiginda; normalde
mikrosporlarin embriyo iiretmek tizere indiiklenmesi
beklenirken kallus olusumu yoluna giderek farkli bir
gelisim takip ettigini gostermektedir. Buna gore,
patlican dahil, anter kiltiirlinden mikrosporlar
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embriyo olusturur ve kallus ¢ogunlukla anterlerdeki
somatik  dokularindan kaynaklanir. Mikrospor
kiltiriinde ise somatik dokular uzaklastirildigindan
dolayi, kalluslarin kokeninin mikrosporlar oldugu
sonucuna varabiliriz.

Bu nedenle patlicanda mikrosporlarin neden bu
kadar farkli davrandigi sorusu ortaya ¢ikmaktadir. Bu
soruya 151k tutmak icin, androgenesisde mikrospor
indiksiyonunun ilk asamalari 151k ve flouresans
mikroskobunda incelenmistir. Dogrudan
embriyogenesise gitmek tizere genetiksel olarak
programlanmis olan mikrosporlar; embriyo haline
gelmek icin farkli seviyelerde bircok degisiklige
maruz kalmaktadirlar. Bu degisiklikler ¢ercevesinde,
mikrosporlar énemli 6l¢iide biiyiir, hiicre merkezine
dogru c¢ekirdek yeniden konumlanir, sitoplazma
belirginlesir ve biiyiik vakuol kii¢iik parcalara ayrilir
[32]. Bu diizenlemeler bir¢ok tiirde indiiklenen
mikrosporlarda embriyogenik gelisimin gecici ve
erken morfolojik isareti olarak kabul edilmektedir
[34, 35]. Diger bir morfolojik gosterge ise
androgenesis indiksiyonunda c¢ekirdegin yeniden
konumlanmasinin ardindan godzlenen simetrik
boéliinmelerdir [36]. Bu c¢alismada da kullanilan
cesitlerde stres uygulamasiyla birlikte simetrik
bélinmenin meydana gelmesi ve ¢ok c¢ekirdekli
yapilarin olusumuyla her iki c¢esitte de bazi
mikrosporlarin sporofitik gelisime dogru yonlendigi
gozlemlenmistir (Sekil 2b-f).

Onceki yillarda yapilan bazi c¢alismalarda stres
uygulamasina maruz kalmasiyla béliinmeleri uyarilan
mikrosporlarin ya dogrudan embriyogenesise
yoneldigi ya da bazi durumlarda genotipe baglh olarak
¢ok hiicreli kallus benzeri yapilar meydana getirdigi
ve bunlardan uygun kosullar altinda organogenesis
yoluyla haploid veya DH bitkiler liretmenin miimkiin
oldugu bildirilmistir [23, 24]. Mikrosporlardan
dogrudan embriyo elde edilen tiirlere 6rnek olarak
mikrospor embriyogenesis icin model sistem olarak
tanimlanan kolza, arpa, tiitiin veya bugday gibi tiirler
gosterilmektedir [6]. Mikrosporlardan meydana
gelen kalluslardan elde edilen DH bitkilere 6rnek
bir¢ok tiirde bildirilmistir [4]. Mevcut arastirmada da
bir aymn sonunda mikrosporlardan yalnzca Kkallus
olusumu meydana  gelmistir ve  dogrudan
embriyogenesis meydana gelmemistir. Ayrica yapilan
mikroskobik incelemelerde mikrosporlarin dogrudan
kallusa doniismedigi belirlenmistir. Mikrospor kiiltiir

slirecinin detayh calisilmasi neticesinde,
indiiksiyondan hemen sonra patlican
mikrosporlarinin embriyogenesisin baslangi¢

asamasina girdigi mevcut arastirmada gozlenmistir.
Elde edilen bu sonug¢ onceki c¢alismalarla uyum
icerisindedir.

4. Sonug

Mikrospor kiiltiirii ile yapilan calismalar genelde son
yillarda artmis olmakla birlikte, yeni protokollerin
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gelistirilmesine ve standart hale getirilmesine halen
ihtiya¢ duyulmaktadir. Burada vurgulanmasi gereken
onemli noktalardan biri de tlkemizde o6zellikle
ekonomik olarak onemli bitkilerde sinirli sayida
arastirma bulunan mikrospor kiiltiiriine yo6nelik
arastirmalardir. Gelistirilecek olan metotlarin 1slah
programlarinda farkli genotipler i¢cin rutin olarak
uygulanacak etkin ve giivenilir bir teknoloji haline
getirilmesi gerekmektedir. Bu amagla bundan sonraki
calismalarda bu arastirmada belirtilen protokoliin
gelistirilmesi veya yeni protokollerin olusturulmasi
icin  mikrospor  kiiltiirii  icin farklh  ortam
kombinasyonlarinin ve farkli stres uygulamalarinin
denenmesi faydali olacaktir. Boylece verimli ve
gelecek vaat eden bir teknik olan mikrospor kiiltiirii
tizerine yapilan calismalarda o6nemli bir bosluk
doldurulmus olacak ve iilkemizde eksik bulunan
mikrospor kiiltiirii ¢calismalarin sayisinin artmasina
ve bu yontemin gelistirilmesine bu arastirmanin katki
saglayacag diisiiniilmektedir.
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