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Haploid Bitki Elde Etme Yollarından Biri: Mikrospor Kültürü 
 

Burcu TUNCER  Ruhsar YANMAZ 
Ankara Üniversitesi Ziraat Fakültesi Bahçe Bitkileri Bölümü, 06110 Dışkapı-Ankara 

 
Öz 
Islah çalışmalarının süresinin kısaltılması ve çeşit geliştirme çalışmalarında kullanılacak homozigot 
saf hatların daha kısa sürede elde edilmesinde dihaploidizasyon tekniği önemli avantaj sağlamaktadır. 
Dihaploidizasyon tekniği; arpa, buğday, mısır, çeltik, kolza, biber, patlıcan, Brassica’larda, gerbera, 
kavun, karpuz, kabak gibi birçok türde yaygın olarak kullanılmaktadır. Günümüzde haploid bitkilerin 
üretiminde; androgenik yöntemler (anter ve mikrospor kültürü) ve ginogenik yöntemlerden (yumurta 
(ovül) ve yumurtalık (ovaryum) kültürü, kromozom eliminasyonu, ışınlanmış polenle tozlama) 
yararlanılmaktadır. Androgenetik yöntemlerden mikrospor kültürü, anter kültürüne alternatif olarak 
geliştirilmiş bir teknik olup, birçok türde başarıyla kullanılmaktadır. 

Makalede mikrospor kültürünün tanıtımı, yapılış şekli, uygulanış şekli ve başarıyı etkileyen 
faktörlerle ile ilgili bilgilere yer verilmiştir. 

Anahtar Kelimeler: Mikrospor kültürü, haploid bitki 
 

One of the Way for Plant Obtention : Microspore Culture 
Abstract 

Dihaploidization techniques provide important advantages in shortening breeding period and provide 
the possibility of obtaining pure lines needed for the development of new cultivars in a shorter period 
of time. Dihaplodization technique is widely used for barley, wheat, maize, rice, oilseed rape, pepper, 
eggplant, brassicas, gerbera, melon, watermelon, squash. Currently, for haploid production, 
androgenic techniques (anther and microspore culture) and gynogenic techniques (ovule and ovary 
culture, chromosome elimination, pollination with irradiated pollen have been used. Microspore 
culture has been developed as an alternative technique to anther culture and is being used successfully 
among many plant species. 

In this review, introduction of microspore culture, its methodology, applications and factors 
influencing success have been described. 

Key Words: Microspore culture, haploid plant 

Sorumlu Yazar: B. Tuncer, burcu_7725@hotmail.com 
Geliş Tarihi: 26.03.2007 Kabul Tarihi: 28.05.2007 
 
Giriş 

Mikrospor kültürü, henüz olgunlaşmasını tamamlamamış mikrosporların anterlerden izole 
edilerek in vitro koşullarda sıvı besin ortamlarında geliştirilmesi ve bunlardan haploid 
embriyoların elde edilmesi yöntemidir. Mikrospor kültürü konusunda ilk çalışma Kameya ve 
Hinata tarafından 1970 yılında B.oleraceae ve B.oleraceae x B. alboglabra melezi kullanılarak 
yapılmış ve olgun polen tanelerinden hücre kolonileri elde edilmiş, ancak bu çok hücreli 
yapıların mikrosporların kendi içerisinde bölünmesinden meydana geldiği kesin olarak 
gösterilememiştir (Bal, 2002). Daha sonra mikrospor kültürü konusunda Nitsch ve Norreel 
(1973)’in Datura innoxia’ da yaptıkları çalışmada başarılı sonuçlar alınmıştır. Diğer haploidi 
tekniklerinde olduğu gibi mikrospor kültürü de her türde olumlu sonuç vermeyebilmektedir. 
Yapılan araştırmalar mikrospor kültürünün Brassica türleri, Gramineae türleri ve Nicotiana’da 
başarılı sonuçlar verdiğini göstermektedir. Brassica’larda ilk mikrospor kültürü çalışması 
B.napus’da yapılmış ve B.napus’un mikrospor embriyogenesisi için model bir bitki olduğu 
ortaya konulmuştur (Lichter, 1982). Bundan sonra Brassica türüne giren kolza (Segui-Simarro 
ve ark., 2003; Weber ve ark., 2005), hardal (Barro ve Martin, 1999), çin lahanası (Cao ve ark., 
1994), brokoli, karnabahar, baş lahana, brüksel lahanası, kıvırcık yapraklı baş lahanada 
(Takahata ve Keller, 1991; Duijs ve ark., 1992; Ferrie ve ark., 1999) mikrospor kültüründen 
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başarılı sonuçlar alınabildiği belirlenmiştir. Gramineae familyasına giren türlerden buğday 
(Holme ve ark., 1999), arpa (Kasha ve ark., 2001) ve mısır (Nageli ve ark., 1999)’da da 
mikrospor kültürü ile haploid bitki elde etmek mümkün olabilmiştir. 
Mikrospor kültürü anter kültürüne göre daha karmaşık bir teknik olmasına karşılık, birçok türde 
daha başarılı sonuçlar verebilmektedir. Mikrospor kültürünün anter kültürüne göre 
üstünlüklerini şu şekilde sıralamak mümkündür: 
1. Bitkiye dönüşümün (rejenerasyon) somatik dokulardan meydana gelme riski 
bulunmamaktadır. 
2. Anter dokularında bulunan engelleyici maddeler ortamdan uzaklaştırıldığı için sorun 
olmaktan çıkar. 
3. Mikrosporlar ortamdaki besin maddeleri ile doğrudan temas halinde olduklarından besin 
maddelerini daha iyi bir şekilde alabilmektedir. 
4. Bazı türlerde (Örneğin: kolza) haploid embriyo verimi anter kültürüne göre daha yüksektir 
(Siebel ve Pauls, 1989). Gramineae familyasına ait türlerde (Örneğin: buğday) anter kültürüne 
oranla albino bitki oluşumu azalmaktadır (Holme ve ark., 1999). 
5. Mutagenik uygulamalar kolaylıkla yapılabilmekte, mutagen olarak kullanılan kimyasal 
bileşiğin uygulanması ve ortamdan uzaklaştırılması santrifüjleme yöntemiyle kolaylıkla 
gerçekleştirilebilmektedir (Bal, 2002). 
6. Mikrosporların oluşturduğu populasyon, anterlerin oluşturduğu populasyona göre daha 
homojen bir deney materyalidir. Karma bir mikrospor populasyonunun farklı deneme 
birimlerine dağıtılması ile elde edilen sonuçların geçerliliği daha fazladır (Bal, 2002). 
7. Mikrospor populasyonları ‘santrifüjleme yöntemi’ ile birbirinden ayrılabilmekte, istenilen 
özellikte ve en az varyasyon gösteren mikrospor populasyonu, bulunduğu gradyanttan alınarak 
homojen deney üniteleri olarak denenen faktörlere dağıtılarak, varyasyon azaltılabilmektedir 
(Bal, 2002). 
8. Gen transferi çalışmalarında da avantajlı bir tekniktir. 

Mikrospor Kültürünün Yapılışı 

 
Şekil 1. Mikrospor kültürü ve anter kültürünün yapılışı (Reynolds, 1997) 

Şekil 1’de anter kültürü ve mikrospor kültürü tekniklerinin işleyişi şematik olarak verilmiştir. 
Buna göre anter kültüründe tek çekirdekli mikrosporları bulunduran anterler ortama doğrudan 
dikilirken, mikrospor kültüründe anterlerdeki mikrosporların izolasyon ortamında serbest hale 
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geçmesi sağlanır. Değişik filtrelerden süzülen mikrospor süspansiyonu bir seri işlemden 
geçirilerek mikrosporlardan oluşan çökelti, sıvı besin ortamı ile uygun yoğunluğa ulaşılıncaya 
kadar karıştırılarak kültüre alınır. 

1. Mikrosporların İzolasyonu: Tomurcukların veya anterlerin, izolasyonu için türlere özel 
ortamlar gerekmektedir. Bu ortamlarda anterler ezilerek mikrosporların serbest hale geçmesi 
sağlanmaktadır. Her tür için farklı izolasyon ortamları geliştirilmiştir. Brassica’larda; Nitsch ve 
Nitsch (1967) tarafından geliştirilen ve Lichter (1981) tarafından modifiye edilen sıvı NLN-13 
ortamı (%13 sakkaroz, hormonsuz, PH: 6.1) (Carlos ve Dias, 1999) ve sıvı B5 ortamı (Gamborg 
ve ark., 1968) (%13 sakkaroz, hormonsuz) (Takahata ve Keller, 1991) izolasyon ortamı olarak 
kullanılırken, buğdayda ise; mikrosporlar Kyo ve Harada (1986) tarafından geliştirilen açlık 
ortamı olan B ortamında (20 mM KCl, 1 mM MgSO4, 1 mM CaCl2, 1 mM KH2PO4, 0.3 M 
mannitol, PH:7.0) izole edilmektedir (Indrianto ve ark., 1999). 

2. Besin Ortamı ve Bileşimi: Mikrospor kültüründe kullanılan temel besin ortamı türlere göre 
değişmektedir. Çizelge 1’de farklı türlerde kullanılan ve başarılı olduğu belirtilen ortam isimleri 
ve bileşimleri verilmiştir. 

Çizelge 1. Farklı türler için geliştirilmiş olan besin ortamları 

Tür Besin Ortamı Şeker B.D.M 
(mg/l) Diğer (mg/l) Kaynak 

Buğday MS ortamı 90 g/l 
maltoz 

0.5 
kinetin 

2000 PAA 
975 glutamin 
355 A.K. 

(Letarte ve 
ark., 2006) 

Buğday 

A2 ortamı  
[1/2 N6 makro tuzları (1950 
KNO3, 277 (NH4)2SO4, 400 
KH2PO4, 166 CaCl2.2H2O, 
185 MgSO4.7H20+1/2B5 
mikroelement ve vitamin, 
PH:6.2] 

0.3 M 
maltoz - 32 Fe-NaEDTA 

(Touraev 
ve ark., 
1996a) 

Buğday 

B ortamı (20 mM KCl, 1 mM 
MgSO4, 1 mM CaCl2, 1 mM 
KH2PO4, 0.3 M mannitol, 
PH:7.0)  

- - - 
(Kyo ve 
Harada, 
1986) 

Arpa 

FHG ortamı (1900 KNO3, 
165 NH4N03, 170 KH2PO4, 
440 CaCl2.2H2O, 370 
MgSO4.7H20, 40 
FeNa2.EDTA, 22.3 
MnSO4.5H2O, 6.2 H3BO3, 8.6 
ZnSO4.7H2O, 0.025 
CoCl2.6H2O, 0.025 
CuSO4.5H2O, 
0.25NaMoO4.2H2O) 

60 g/l 
maltoz 1 BAP 

750 glutamin 
10 PAA 
100 inositol 
0.4 thiamine 

(Hunter, 
1988) 

Brokkoli, 
Karnabahar 

NLN ortamı (125 KNO3, 125 
KH2PO4, 125 MgSO4.7H20, 
500 Ca(NO3).4H20, 30 
FeSO4.7H2O, 37 Na2.EDTA, 
25 MnSO4.4H2O, 10 H3BO3, 
10 ZnSO4.7H2O, 0.025 
CoCl2.6H2O, 0.025 
CuSO4.5H2O, 0.25 
Na2MoO4.H2O) 

130 g/l 
sakkaroz - 

100 myo-inositol 
0.5 Thiamine-HCl, 
0.5 Pyrodoxine-
HCl, 0.5 nikotinik 
asit, 2 glycine, 800 
L-Glutamine, 30 
Glutathione, 100 L-
Serine, Folik asit, 
0.5 Biotin 

(Carlos ve 
Dias, 1999) 

Baş Lahana NLN 130 g/l 
sakkaroz -  (Ferrie ve 

ark., 1999) 

Kolza NLN 130 g/l 
sakkaroz -  (Weber ve 

ark., 2005) 
A.K.: Aminoasit kompleksi, B.D.M: Büyümeyi düzenleyici maddeler. 
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Mikrospor kültürü çalışmalarında kültür ortamında yüksek düzeyde şeker kullanılmaktadır. 
Kültür ortamının karbonhidrat içeriği ve tipi mikrosporlardan embriyo oluşumu ve bitki 
rejenerasyonu üzerine etkilidir. Genellikle karbonhidrat kaynağı olarak sakkaroz ve maltoz 
kullanılmaktadır. Kültüre alınan mikrosporlar genel olarak besin ortamında büyümeyi 
düzenleyici maddelere gerek duymazken (tütün, kolza); bazı türlerde (buğday, arpa) mikrospor 
yapılarından rejenerasyonunun sağlanabilmesi için besin ortamına ilave hormonlara ihtiyaç 
duyulmaktadır (Jahne-Gartner ve Lorz, 1999). 

3. Mikrospor Yoğunluğu: Kültür ortamında bulunan mikrospor yoğunluğu da başarıyı 
etkileyen önemli bir faktördür. Karnabaharda; kültür ortamındaki optimum mikrospor 
yoğunluğunun 100.000 mikrospor/ml (Ferrie ve ark., 1999), B.carinata’da ise 150.000 
mikrospor/ml yoğunlukta olması durumunda en iyi sonuçların alındığı belirtilmektedir (Barro 
ve Martin, 1999). Brokkolide ise; 20.000 mikrospor/ml yoğunluktan az (5000, 10.000 
mikrospor/ml) olan kültürlerde tomurcuk başına 0.4-13.6 arasında embriyo elde edilirken, 
ortamdaki mikrospor yoğunluğunun artmasıyla (30.000 mikrospor/ml) tomurcuk başına 42 
embriyo elde edildiği bildirilmektedir (Duijs ve ark., 1992). 

Mikrospor Kültüründe Başarıyı Etkileyen Faktörler 
Mikrospor kültüründe başarı üzerinde etkili olan faktörler aşağıdaki şekilde sıralanabilir: 
1. Tür ve Genotip: Haploid embriyo oluşum oranı, türlere ve tür içinde de genotiplere göre 
değişiklik gösterir. Brassica cinsi içinde yer alan karnabahar (13 genotip), kıvırcık yapraklı baş 
lahana (1 genotip) ve baş lahanada (5 genotip) 15 genotipde tomurcuk başına elde edilen 
embriyo sayısı 0-3000 arasında değişirken (Ferrie ve ark., 1999), çin lahanasında 12 genotipin 
9’undan 0.5-57.4 embriyo elde edilebilmiştir (Cao ve ark., 1994). 
2. Ana Bitkinin Yetiştirildiği Koşullar: Genotip elverişli olsa bile, bitkinin yetiştirilme 
dönemindeki koşullar da önem taşımaktadır. Ana bitkinin yetiştirildiği dönemdeki sıcaklık, ışık 
yoğunluğu, günlük ışıklanma süresi, beslenme programı ve bitki sağlığı androgenesisde başarı 
üzerine etkili olmaktadır. Mikrospor kültürünün başarılı sonuçlar verdiği türlerde (kolza, çin 
lahanası, tütün) bitkilerin düşük sıcaklık (15/10-12 °C/gündüz/gece) ve kısa gün koşullarında 
yetiştirilmesi durumunda daha yüksek oranda embriyo elde edildiği belirtilmektedir (Lo ve 
Pauls, 1992). Tütünde, kısa gün koşullarında, düşük sıcaklıkta yetiştiricilik yapıldığında 
embriyo oluşturmak üzere programlanan sporofitik polen sayısında artış olmaktadır. NAA ve 
Alar 85 gibi dişilik yönünde gelişmeyi uyarıcı kimyasal maddelerin ana bitkilere uygulanması 
ile nitrojen açlığı olarak tanımlanan N’suz beslenme programı uygulamaları da çiçeklenmeyi 
uyararak, olgun polen oluşumunu azaltmakta, embriyo oluşturma kapasitesindeki sporofitik 
polen oluşumu artırabilmektedir (Heberle-Bors, 1983). 
3. Tomurcuk Gelişme Dönemi: Mikrospor kültüründe kullanılacak mikrosporların, çoğu türde 
tek çekirdekli (uninucleate) mikrospor gelişme aşaması veya birinci polen mitozundan hemen 
önceki dönemde olmaları gerekmektedir (Duijs ve ark., 1992; Sarıkamış ve ark., 2000; 
Ellialtıoğlu ve ark., 2001). Mikrospor gelişme dönemi morfolojik ve sitolojik ölçümlerle 
belirlenebilir. Morfolojik ölçümler tomurcuk büyüklüğü, anter-dişi organ boyu, taç yaprak 
uzunluğu dikkate alınarak yapılabilirse de her türde kesin sonuç vermeyebilir (Telmer ve ark., 
1992). Sitolojik düzeydeki ölçümler ise daha sağlıklıdır. Sitolojik yöntemler mikrosporları farklı 
boyama yöntemleri ile boyama esasına dayalıdır. Böylece mikroskop altında incelenen farklı 
devredeki tomurcuk örneklerinde uygun devredeki mikrosporlar görülebilmekte ve bu 
aşamadaki anterler kullanılmaktadır (Vergne ve ark., 1987). 
4. Haploid Embriyo Oluşumunu Uyarıcı Uygulamalar: Mikrosporlardan haploid embriyo 
oluşumunu uyarmak amacıyla tomurcuk, anter veya anterlerden izole edilen mikrosporlara 
sıcaklık şokları, karbonhidrat ve azot açlığı, yüksek PH, ethanol, kolhisin ve gama ışını gibi 
uygulamalar yapılarak haploid embriyo oluşumu uyarılabilmektedir (Touraev ve ark., 1997). 
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a. Sıcaklık şokları: Sıcaklık şokları düşük veya yüksek sıcaklık uygulamaları şeklinde yapılır. 
Mikrospor embriyogenesisi uyarmak amacıyla yapılan sıcaklık uygulamaları ana bitkiye, çiçek 
tomurcuklarına, anterlere veya izole edilen mikrosporlara yapılır. Soğuk şokları arpa (Kasha ve 
ark., 2001), buğday (Indrianto ve ark., 1999), biber ve patlıcanda (Ellialtıoğlu ve Tıpırdamaz, 
1997) olumlu sonuçlar vermektedir. Yüksek sıcaklık şokları ise özellikle Brassica türlerinde 
etkili bir uygulama olmaktadır. Sıcaklık şokları izole edilen mikrosporların kültüre 
alınmasından sonra uygulandığında daha etkili olmaktadır. Sıcaklık derecesi ve süresi türlere 
göre farklılık göstermektedir. Örneğin; brokolide 30 °C’de 2 gün (Duijs ve ark., 1992), 
karnabahar, baş lahana ve kıvırcık yapraklı baş lahanada 32 ºC’de 2 gün (Ferrie ve ark., 1999), 
çin lahanasında 33ºC’de 1 gün (Cao ve ark., 1994), B. carinata’ da 32 ºC’de 3 gün 
uygulamalarından daha başarılı sonuçlar alındığı belirtilmektedir (Barro ve Martin, 1999). 
b. Karbonhidrat ve azot açlığı: Çiçek tomurcuğu veya anterlerin karbonhidrat ve azot 
bulunmayan açlık ortamında bekletilmesi ile mikrosporların embriyo oluşturması teşvik 
edilebilmektedir. Karbonhidrat açlığı uygulamasının tütün (Touraev ve ark., 1996b.), buğday 
(Labbani ve ark., 2005), arpa (Kasha ve ark., 2001) ve elmada (Höfer ve ark., 1999) 
mikrosporlarda embriyo oluşumunu uyarıcı etkisinin bulunduğu ortaya konulmuştur. 
Domateste, tek çekirdekli mikrospor aşamasında çiçek tomurcukları mannitol içeren açlık 
ortamında 10°C’de 7 gün boyunca karanlıkta tutulduğunda simetrik çekirdek bölünmesi ve çok 
çekirdekli yapıların oluşumunun uyartıldığı (Bal, 2002), buğdayda ise tek çekirdekli 
mikrosporları içeren başakların 0.1 M mannitol çözeltisinde 4 °C’de 3gün bekletilmesi sonucu 
embriyo oluşumu açısından olumlu sonuçlar alındığı belirtilmektedir (Labbani ve ark., 2005). 
c. Kolhisin uygulamaları: Kolhisin uygulamaları ağırlıklı olarak Gramineae ve Cruciferae 
familyasına ait türlerde embriyo oluşumunu uyaran bir stres uygulamasıdır. B.napus’dan izole 
edilen mikrosporlara 50 ve 500 mg/l - 15 saat (Zhou ve ark., 2002), kahvede 100 mg/l - 48 saat 
kolhisin uygulaması embriyo oluşumunu uyarmaktadır (Herrera ve ark., 2002). Buğdayda ise 
mikrosporlara 3 mM - 48 saat kolhisin uygulaması ile kontrol grubuna göre (%15), çoğalma 
kabiliyetinde olan embriyo oranında %53 artış sağlanmış ve albino bitki oluşumu azalmıştır 
(Hansen ve Andersen, 1998). 
d. Gama radyasyon ve ethanol uygulamaları: Brassica napus L.’da tomurcuklara 450 ve 900 
gray gama ışınının 4, 5, 6, 7, 8, 9 ve 10 gün süreyle uygulanmasının embriyo oluşum oranını 
artırdığı, etanol uygulamasının ise olumsuz etki yaptığı belirtilmektedir (Pechan ve Keller, 
1989). 
e. Hipertonik şoklar: Kışlık ve yazlık buğday genotiplerinde, anterlerin kültüre alınmadan 
önce 0.8 M sakkaroz ve %3 aktif kömür bulunduran solüsyonda 1-2 saat bekletilmesi sonucunda 
mikrospor kökenli kalluslardan rejenerasyon sağlanmıştır (Zhang ve ark., 1987). Benzer şekilde, 
biber mikrosporları önce %6 sakkaroz içeren çözeltide 4 saat tuttulduktan sonra manitol içeren 
açlık ortamına alındığında %15 oranında embriyonik mikrospor elde edildiği belirtilmektedir 
(Supena ve ark., 2005). 
f. pH: Yüksek pH, bazı türlerde (tütün, aslanağzı) mikrosporların karbonhidrat alımını 
engellemekte ve meydana gelen açlık sonucu mikrosporlarda nişasta depolanmasını önlemekte 
ve bunun sonucu olarak da simetrik çekirdek bölünmesi uyartılabilmektedir (Barinova ve ark., 
2004). 
g. Oligosakkaritler: Brokolide, oligosakkaritlerden carageenan oligomerlerinin mikrospor 
süspansiyonuna katılmasının (170 Nm ve 34 µM/30 dakika) embriyo oluşumunu uyarmada 
etkili olduğu bildirilmektedir (Lemonnier-Le Penhuzic ve ark., 2001). 
h. Aktif kömür uygulamaları: Besin ortamına katılan aktif kömür ortamdaki toksik bileşikleri 
tutarak, embriyo oluşumunu olumlu yönde etkilemektedir. Brassica cinsine giren sebze 
türlerinde (karnabahar, brokkoli, lahana, turp), yapılan çalışmalarda kültür ortamına 0.1 ml aktif 
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kömür eklenmesiyle, haploid embriyo oluşumunun arttığı ve bu artışın özellikle brokolide çok 
belirgin olduğu belirlenmiştir (Carlos ve Dias, 1999). 
i. Ortam yenileme: Mikrosporların besin ortamına alındıktan sonra 2-3 gün aralıklarla taze 
ortama aktarılması embriyo gelişiminde ve embriyo kalitesinde artışa neden olabilmektedir 
(Dias ve Correia, 2002). 
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