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Haploid Bitki Elde Etme Yollarindan Biri: Mikrospor Kultira

Burcu TUNCER Ruhsar YANMAZ
Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahce Bitkileri Bliimii, 06110 Diskapi-Ankara

Oz

Islah calismalarinin siiresinin kisaltiimasi ve gesit gelistirme calismalarinda kullanilacak homozigot
saf hatlarin daha kisa siirede elde edilmesinde dihaploidizasyon teknigi 6nemli avantaj saglamaktadir.
Dihaploidizasyon teknigi; arpa, bugday, misir, celtik, kolza, biber, patlican, Brassica’larda, gerbera,
kavun, karpuz, kabak gibi bircok tiirde yaygin olarak kullaniimaktadir. Glinimuzde haploid bitkilerin
tretiminde; androgenik yéntemler (anter ve mikrospor kiltur() ve ginogenik yontemlerden (yumurta
(oval) ve yumurtalik (ovaryum) Kkultdri, kromozom eliminasyonu, isinlanmis polenle tozlama)
yararlanilmaktadir. Androgenetik yéntemlerden mikrospor kilturd, anter kultirine alternatif olarak
gelistirilmis bir teknik olup, birgok tlirde basariyla kullaniimaktadir.

Makalede mikrospor kultirlinin tanitimi, yapilis sekli, uygulanis sekli ve basariy1 etkileyen
faktorlerle ile ilgili bilgilere yer verilmistir.

Anahtar Kelimeler: Mikrospor kiiltiirt, 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
Gelis Tarihi: 26.03.2007 Kabul Tarihi: 28.05.2007

Giris

Mikrospor kaltird, hentz olgunlasmasini tamamlamamis mikrosporlarin anterlerden izole
edilerek in vitro kosullarda sivi besin ortamlarinda gelistirilmesi ve bunlardan haploid
embriyolarin elde edilmesi yontemidir. Mikrospor kultiri konusunda ilk ¢alisma Kameya ve
Hinata tarafindan 1970 yilinda B.oleraceae ve B.oleraceae x B. alboglabra melezi kullanilarak
yapiimis ve olgun polen tanelerinden hiicre kolonileri elde edilmis, ancak bu c¢ok hiicreli
yapilarin mikrosporlarin kendi icerisinde bodlinmesinden meydana geldigi kesin olarak
gosterilememistir (Bal, 2002). Daha sonra mikrospor kiltiri konusunda Nitsch ve Norreel
(1973)’in Datura innoxia’ da yaptiklari ¢calismada basarili sonuglar alinmistir. Diger haploidi
tekniklerinde oldudu gibi mikrospor kiltiri de her tirde olumlu sonu¢ vermeyebilmektedir.
Yapilan arastirmalar mikrospor kiltirtiniin Brassica turleri, Gramineae tlrleri ve Nicotiana’da
basarih sonuglar verdigini gostermektedir. Brassica’larda ilk mikrospor kultirt calismasi
B.napus’da yapilmis ve B.napus’un mikrospor embriyogenesisi i¢in model bir bitki oldugu
ortaya konulmustur (Lichter, 1982). Bundan sonra Brassica turiine giren kolza (Segui-Simarro
ve ark., 2003; Weber ve ark., 2005), hardal (Barro ve Martin, 1999), ¢in lahanasi (Cao ve ark.,
1994), brokoli, karnabahar, bas lahana, briiksel lahanasi, kivircik yaprakli bas lahanada
(Takahata ve Keller, 1991; Duijs ve ark., 1992; Ferrie ve ark., 1999) mikrospor kultiriinden
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basarili sonuclar alinabildigi belirlenmistir. Gramineae familyasina giren tirlerden bugday
(Holme ve ark., 1999), arpa (Kasha ve ark., 2001) ve musir (Nageli ve ark., 1999)’da da
mikrospor kultird ile haploid bitki elde etmek mimkun olabilmistir.

Mikrospor kulttrd anter kiltiriine gére daha karmasik bir teknik olmasina karsilik, bir¢ok tirde
daha basarili sonuclar verebilmektedir. Mikrospor Kkultrinin anter kiltlriine gore
stunliklerini su sekilde siralamak mimkindur:

1. Bitkiye dondsumin (rejenerasyon) somatik dokulardan meydana gelme riski
bulunmamaktadir.

2. Anter dokularinda bulunan engelleyici maddeler ortamdan uzaklastirildigl icin sorun
olmaktan ¢ikar.

3. Mikrosporlar ortamdaki besin maddeleri ile dogrudan temas halinde olduklarindan besin
maddelerini daha iyi bir sekilde alabilmektedir.

4, Baz turlerde (Ornegin: kolza) haploid embriyo verimi anter kiltiiriine gore daha ytksektir
(Siebel ve Pauls, 1989). Gramineae familyasina ait tirlerde (Ornegin: bugday) anter kilttriine
oranla albino bitki olusumu azalmaktadir (Holme ve ark., 1999).

5. Mutagenik uygulamalar kolaylikla yapilabilmekte, mutagen olarak kullanilan kimyasal
bilesigin uygulanmasi ve ortamdan uzaklastiriimasi santrifiijleme ydntemiyle kolaylikla
gerceklestirilebilmektedir (Bal, 2002).

6. Mikrosporlarin olusturdugu populasyon, anterlerin olusturdugu populasyona gére daha
homojen bir deney materyalidir. Karma bir mikrospor populasyonunun farkli deneme
birimlerine dagitilmasi ile elde edilen sonuclarin gecerlili§i daha fazladir (Bal, 2002).

7. Mikrospor populasyonlari ‘santrifijleme yontemi’ ile birbirinden ayrilabilmekte, istenilen
ozellikte ve en az varyasyon gosteren mikrospor populasyonu, bulundugu gradyanttan alinarak
homojen deney Uniteleri olarak denenen faktdrlere dagitilarak, varyasyon azaltilabilmektedir
(Bal, 2002).

8. Gen transferi calismalarinda da avantajli bir tekniktir.

Mikrospor Kalturandn Yapilisi
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Sekil 1. Mikrospor kulturu ve anter kiltirtinin yapihisi (Reynolds, 1997)

Sekil 1’de anter kilturi ve mikrospor kaltiri tekniklerinin isleyisi sematik olarak verilmistir.
Buna gore anter kilturinde tek ¢ekirdekli mikrosporlari bulunduran anterler ortama dogrudan
dikilirken, mikrospor kultirinde anterlerdeki mikrosporlarin izolasyon ortaminda serbest hale
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gecmesi sa§lanir. Degisik filtrelerden siiziilen mikrospor sispansiyonu bir seri islemden
gegirilerek mikrosporlardan olusan cokelti, sivi besin ortami ile uygun yogunluga ulasilincaya
kadar karistirilarak kiltire alinir.

1. Mikrosporlarin izolasyonu: Tomurcuklarin veya anterlerin, izolasyonu icin tiirlere &zel
ortamlar gerekmektedir. Bu ortamlarda anterler ezilerek mikrosporlarin serbest hale ge¢cmesi
saglanmaktadir. Her tr icin farkli izolasyon ortamlari gelistirilmistir. Brassica’larda; Nitsch ve
Nitsch (1967) tarafindan gelistirilen ve Lichter (1981) tarafindan modifiye edilen sivi NLN-13
ortami (%13 sakkaroz, hormonsuz, PH: 6.1) (Carlos ve Dias, 1999) ve sivi B5 ortami (Gamborg
ve ark., 1968) (%13 sakkaroz, hormonsuz) (Takahata ve Keller, 1991) izolasyon ortami olarak
kullanilirken, bugdayda ise; mikrosporlar Kyo ve Harada (1986) tarafindan gelistirilen aclik
ortami olan B ortaminda (20 mM KCI, 1 mM MgSO,4, 1 mM CaCl,, 1 mM KH,PO,, 0.3 M
mannitol, PH:7.0) izole edilmektedir (Indrianto ve ark., 1999).

2. Besin Ortami ve Bilesimi: Mikrospor kdltiriinde kullanilan temel besin ortami tirlere gore
degismektedir. Cizelge 1’de farkl tlrlerde kullanilan ve basaril oldugu belirtilen ortam isimleri
ve bilesimleri verilmistir.

Gizelge 1. Farkli tdrler icin gelistirilmis olan besin ortamlar

Tur Besin Ortami Seker I?ng/I:;I Diger (mg/l) Kaynak
2000 PAA
< 90 g/l 0.5 . (Letarte ve
Bugday MS ortami maltoz kinetin | 57> gluamin ark., 2006)
A2 ortami
[1/2 N6 makro tuzlar (1950
KNQO3z, 277 (NH,),SO,, 400 03 M (Touraev
Bugday KH,PQ,, 166 CaCl,.2H,0, rﬁaltoz - 32 Fe-NaEDTA ve ark.,
185 MgS0,.7H,0+1/2B5 1996a)
mikroelement ve vitamin,
PH:6.2]
B ortami (20 mM KCI, 1 mM (Kyo ve
Bugday MgSOy4, 1 mM CaCl,, 1 mM ) ) ) Harada
KH,PQO,4, 0.3 M mannitol, 1986) ’
PH:7.0)
FHG ortami (1900 KNO3,
165 NH;NO0s, 170 KH,PO,,
440 CaCl,.2H,0, 370
MgS0O,.7H,0, 40 750 glutamin
FeNa,.EDTA, 22.3 60 g/l 10 PAA (Hunter,
Arpa MnSO,.5H,0, 6.2 H;B0s, 8.6 | maltoz LBAP 1 100 inositol 1988)
ZnS0,.7H,0, 0.025 0.4 thiamine
CoCl,.6H,0, 0.025
CUSO4.5H20,
0.25NaMo00,.2H,0)
NLN ortami (125 KNOs, 125 100 myo-inositol
KH,POy,, 125 MgS0O,.7H,0, 0.5 Thiamine-HClI,
500 Ca(NOs).4H,0, 30 0.5 Pyrodoxine-
. FeS0O,4.7H,0, 37 Na,.EDTA, HCI, 0.5 nikotinik
ﬁ;?h';g;'ﬁar 25 MnSO,.4H,0, 10 HyBOs, i;?kg/r 'oz - asit, 2 glycine, 800 (Dcig;'olsg‘gg)
10 ZnS0,.7H,0, 0.025 L-Glutamine, 30 '
CoCl,.6H,0, 0.025 Glutathione, 100 L-
CuS0,4.5H,0, 0.25 Serine, Folik asit,
Na,Mo0O,4.H,0) 0.5 Biotin
130 g/l (Ferrie ve
Bag Lahana | NLN sakkaroz | ark., 1999)
130 g/l (Weber ve
Kolza NLN sakkaroz ) ark., 2005)

A.K.: Aminoasit kompleksi, B.D.M: Biylimeyi diizenleyici maddeler.
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Mikrospor kaltari calismalarinda kultlr ortaminda yiiksek duzeyde seker kullaniimaktadir.
Kiltar ortaminin karbonhidrat icerigi ve tipi mikrosporlardan embriyo olusumu ve bitki
rejenerasyonu Uzerine etkilidir. Genellikle karbonhidrat kaynagi olarak sakkaroz ve maltoz
kullanilmaktadir. Kdltire alinan mikrosporlar genel olarak besin ortaminda blyimeyi
dizenleyici maddelere gerek duymazken (tutlin, kolza); bazi turlerde (bugday, arpa) mikrospor
yapilarindan rejenerasyonunun saglanabilmesi icin besin ortamina ilave hormonlara ihtiyac
duyulmaktadir (Jahne-Gartner ve Lorz, 1999).

3. Mikrospor Yogunlugu: Kiltir ortaminda bulunan mikrospor yogunlugu da basariyi
etkileyen oOnemli bir faktordir. Karnabaharda; kiltir ortamindaki optimum mikrospor
yogunlugunun 100.000 mikrospor/ml (Ferrie ve ark., 1999), B.carinata’da ise 150.000
mikrospor/ml yogunlukta olmasi durumunda en iyi sonuclarin alindigi belirtilmektedir (Barro
ve Martin, 1999). Brokkolide ise; 20.000 mikrospor/ml yogunluktan az (5000, 10.000
mikrospor/ml) olan kdltiirlerde tomurcuk basina 0.4-13.6 arasinda embriyo elde edilirken,
ortamdaki mikrospor yogunlugunun artmasiyla (30.000 mikrospor/ml) tomurcuk basina 42
embriyo elde edildigi bildirilmektedir (Duijs ve ark., 1992).

Mikrospor Kultirinde Basariyi Etkileyen Faktorler
Mikrospor kilturinde basari Gzerinde etkili olan faktorler asagidaki sekilde siralanabilir:

1. Tur ve Genotip: Haploid embriyo olusum orani, tirlere ve tur icinde de genotiplere gore
degisiklik gosterir. Brassica cinsi icinde yer alan karnabahar (13 genotip), kivircik yaprakli bas
lahana (1 genotip) ve bas lahanada (5 genotip) 15 genotipde tomurcuk basina elde edilen
embriyo sayisi 0-3000 arasinda degisirken (Ferrie ve ark., 1999), cin lahanasinda 12 genotipin
9’undan 0.5-57.4 embriyo elde edilebilmistir (Cao ve ark., 1994).

2. Ana Bitkinin Yetistirildigi Kosullar: Genotip elverisli olsa bile, bitkinin yetistirilme
dénemindeki kosullar da énem tasimaktadir. Ana bitkinin yetistirildigi donemdeki sicaklik, isik
yogunlugu, ginlik 1siklanma siresi, beslenme programi ve bitki sagligi androgenesisde basari
Uzerine etkili olmaktadir. Mikrospor kdltirinin basarili sonuglar verdigi turlerde (kolza, ¢in
lahanasi, tltin) bitkilerin disuk sicakhik (15/10-12 °C/glndiiz/gece) ve kisa gin kosullarinda
yetistirilmesi durumunda daha yiksek oranda embriyo elde edildigi belirtilmektedir (Lo ve
Pauls, 1992). Tutunde, kisa gun kosullarinda, disik sicaklikta yetistiricilik yapildiginda
embriyo olusturmak Uzere programlanan sporofitik polen sayisinda artis olmaktadir. NAA ve
Alar 85 gibi disilik yonlinde gelismeyi uyarici kimyasal maddelerin ana bitkilere uygulanmasi
ile nitrojen achg olarak tanimlanan N’suz beslenme programi uygulamalari da ciceklenmeyi
uyararak, olgun polen olusumunu azaltmakta, embriyo olusturma kapasitesindeki sporofitik
polen olusumu artirabilmektedir (Heberle-Bors, 1983).

3. Tomurcuk Gelisme Dénemi: Mikrospor kultiiriinde kullanilacak mikrosporlarin, ¢cogu tiirde
tek cekirdekli (uninucleate) mikrospor gelisme asamasi veya birinci polen mitozundan hemen
onceki donemde olmalari gerekmektedir (Duijs ve ark., 1992; Sarikamis ve ark., 2000;
Ellialtioglu ve ark., 2001). Mikrospor gelisme dénemi morfolojik ve sitolojik 6lciimlerle
belirlenebilir. Morfolojik 6l¢limler tomurcuk biylkligu, anter-disi organ boyu, ta¢ yaprak
uzunlugu dikkate alinarak yapilabilirse de her tirde kesin sonug vermeyebilir (Telmer ve ark.,
1992). Sitolojik dizeydeki élciimler ise daha sagliklidir. Sitolojik yéntemler mikrosporlari farkli
boyama yoéntemleri ile boyama esasina dayalidir. Bdylece mikroskop altinda incelenen farkl
devredeki tomurcuk o©rneklerinde uygun devredeki mikrosporlar gorilebilmekte ve bu
asamadaki anterler kullaniimaktadir (Vergne ve ark., 1987).

4. Haploid Embriyo Olusumunu Uyarici Uygulamalar: Mikrosporlardan haploid embriyo
olusumunu uyarmak amaciyla tomurcuk, anter veya anterlerden izole edilen mikrosporlara
sicaklik soklari, karbonhidrat ve azot achgi, yiliksek PH, ethanol, kolhisin ve gama isini gibi
uygulamalar yapilarak haploid embriyo olusumu uyarilabilmektedir (Touraev ve ark., 1997).
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a. Sicaklik soklari: Sicaklik soklari disik veya yiksek sicaklik uygulamalari seklinde yapilir.
Mikrospor embriyogenesisi uyarmak amaciyla yapilan sicaklik uygulamalari ana bitkiye, cicek
tomurcuklarina, anterlere veya izole edilen mikrosporlara yapilir. Soguk soklari arpa (Kasha ve
ark., 2001), bugday (Indrianto ve ark., 1999), biber ve patlicanda (Ellialtioglu ve Tipirdamaz,
1997) olumlu sonuclar vermektedir. Yuksek sicaklik soklari ise ¢zellikle Brassica turlerinde
etkili bir uygulama olmaktadir. Sicakhik soklari izole edilen mikrosporlarin kiltiire
alinmasindan sonra uygulandiginda daha etkili olmaktadir. Sicaklik derecesi ve suresi tirlere
gore farklihk gostermektedir. Ornegin; brokolide 30 °C’de 2 giin (Duijs ve ark., 1992),
karnabahar, bas lahana ve kivircik yaprakli bas lahanada 32 °C’de 2 gilin (Ferrie ve ark., 1999),
¢in lahanasinda 33°C’de 1 giin (Cao ve ark., 1994), B. carinata’ da 32 °C’de 3 gin
uygulamalarindan daha basarili sonuclar alindigi belirtilmektedir (Barro ve Martin, 1999).

b. Karbonhidrat ve azot achgi: Cicek tomurcugu veya anterlerin karbonhidrat ve azot
bulunmayan aclik ortaminda bekletilmesi ile mikrosporlarin embriyo olusturmasi tesvik
edilebilmektedir. Karbonhidrat acli§i uygulamasinin titin (Touraev ve ark., 1996b.), bugday
(Labbani ve ark., 2005), arpa (Kasha ve ark., 2001) ve elmada (Hofer ve ark., 1999)
mikrosporlarda embriyo olusumunu uyarici etkisinin bulundugu ortaya konulmustur.
Domateste, tek c¢ekirdekli mikrospor asamasinda ¢icek tomurcuklari mannitol igeren acglk
ortaminda 10°C’de 7 giin boyunca karanlikta tutuldugunda simetrik ¢ekirdek bdlinmesi ve ¢ok
cekirdekli yapilarin olusumunun uyartildigi (Bal, 2002), bugdayda ise tek cekirdekli
mikrosporlari iceren basaklarin 0.1 M mannitol ¢dzeltisinde 4 °C’de 3giin bekletilmesi sonucu
embriyo olusumu agisindan olumlu sonuglar alindigi belirtilmektedir (Labbani ve ark., 2005).

¢. Kolhisin uygulamalari: Kolhisin uygulamalari agirlikli olarak Gramineae ve Cruciferae
familyasina ait tlrlerde embriyo olusumunu uyaran bir stres uygulamasidir. B.napus’dan izole
edilen mikrosporlara 50 ve 500 mg/l - 15 saat (Zhou ve ark., 2002), kahvede 100 mg/I - 48 saat
kolhisin uygulamasi embriyo olusumunu uyarmaktadir (Herrera ve ark., 2002). Bugdayda ise
mikrosporlara 3 mM - 48 saat kolhisin uygulamasi ile kontrol grubuna goére (%15), cogalma
kabiliyetinde olan embriyo oraninda %53 artis saglanmis ve albino bitki olusumu azalmistir
(Hansen ve Andersen, 1998).

d. Gama radyasyon ve ethanol uygulamalari: Brassica napus L.’da tomurcuklara 450 ve 900
gray gama 1sininin 4, 5, 6, 7, 8, 9 ve 10 giin sireyle uygulanmasinin embriyo olusum oranini
artirdigi, etanol uygulamasinin ise olumsuz etki yaptigi belirtilmektedir (Pechan ve Keller,
1989).

e. Hipertonik soklar: Kishk ve yazlik bugday genotiplerinde, anterlerin kilture alinmadan
Once 0.8 M sakkaroz ve %3 aktif komir bulunduran soliisyonda 1-2 saat bekletilmesi sonucunda
mikrospor kokenli kalluslardan rejenerasyon saglanmistir (Zhang ve ark., 1987). Benzer sekilde,
biber mikrosporlari 6nce %6 sakkaroz iceren ¢ozeltide 4 saat tuttulduktan sonra manitol iceren
achk ortamina alindiginda %15 oraninda embriyonik mikrospor elde edildigi belirtilmektedir
(Supena ve ark., 2005).

f. pH: Yiksek pH, bazi tlrlerde (titun, aslanagzi) mikrosporlarin karbonhidrat alimini
engellemekte ve meydana gelen aclik sonucu mikrosporlarda nisasta depolanmasini 6nlemekte
ve bunun sonucu olarak da simetrik cekirdek bolinmesi uyartilabilmektedir (Barinova ve ark.,
2004).

g. Oligosakkaritler: Brokolide, oligosakkaritlerden carageenan oligomerlerinin mikrospor
stispansiyonuna katilmasinin (170 Nm ve 34 uM/30 dakika) embriyo olusumunu uyarmada
etkili oldugu bildirilmektedir (Lemonnier-Le Penhuzic ve ark., 2001).

h. Aktif kémar uygulamalari: Besin ortamina katilan aktif kdmur ortamdaki toksik bilesikleri
tutarak, embriyo olusumunu olumlu yoénde etkilemektedir. Brassica cinsine giren sebze
tirlerinde (karnabahar, brokkoli, lahana, turp), yapilan ¢calismalarda kiiltir ortamina 0.1 ml aktif



alatarim 2007, 6 (2): 1-8

kémur eklenmesiyle, haploid embriyo olusumunun arttigi ve bu artisin 6zellikle brokolide ¢cok
belirgin oldugu belirlenmistir (Carlos ve Dias, 1999).

i. Ortam yenileme: Mikrosporlarin besin ortamina alindiktan sonra 2-3 glin araliklarla taze
ortama aktariimasi embriyo gelisiminde ve embriyo kalitesinde artisa neden olabilmektedir
(Dias ve Correia, 2002).

Kaynaklar

Bal, U., 2002. Domateste (Lycopersicon esculentum Mill.) Izole Edilmis Mikrospor Kulturd,
Ovaryum Kiiltird ve Solanum sisymbriifolium Lam. ile Tozlanma Ydntemleri ile
Haploid Embriyo Olusumunun Uyartilmasi. T.U. Tekirda§ Ziraat Fakiiltesi Bahce
Bitkileri Anabilim Dali, Doktora Tezi (basiimamis),1-156 s., Tekirdag.

Barinova, I., Clement, C., Martiny, L., Baillieul, F., Soukupova, H., Heberle-Bors, E., Touraev,
A., 2004. Regulation of Developmental Pathways in Cultured Microspores of Tobacco
and Snapdragon by Medium pH. Planta, 219: 141-146.

Barro, F., Martin, A., 1999. Response of Different Genotype of Brassica carinata to Microspore
Culture. Plant Breeding, 118: 79-81.

Cao, M., Li, Y.,Liu, F., Dore, C., 1994. Embryo Genesis and Plant Regeneration of Pakchoi
(B.rapa L.ssp. chinensis) via in vitro Isolated Microspore Culture. Plant Cell Reports,
13: 447-450.

Carlos, J., Dias, S., 1999. Effect of Activated Charcoal on Brassica oleracea Microspore
Culture Embryo Genesis. Euphytica, 108: 65-69.

Dias, J.S., Correia, M.C., 2002. Effect of Medium Renovation and Incubation Temperature
Regimes on Tronchuda Cabbage Microspore Culture Embryo Genesis. Scientia
Horticulturae, 93: 205-214.

Duijs, J.G., Voorrips, R.E., Visser, D.L., Custers, J.B.M., 1992. Microspore Culture is
Successful In Most Crop Types of Brassica oleracea L. Euphytica, 60: 45-55.

Ellialtioglu, S., Tipirdamaz, R., 1997. Soguk Uygulamalarinin ve Aktif Kémdirin Patlican ve
Biberde in vitro Androgenesis Uzerine Etkileri. TUBITAK-TOGTAG 87 no’lu Proje
Sonug Raporu, 70 s. Ankara.

Ellialtioglu, S., Sari, N., Abak, K., 2001. Haploid Bitki Uretimi. Bitki Biyoteknolojisi (Doku
Kualtari ve Uygulamalari) Ders Kitabi Bolum 5, s.137-189.

Ferrie, A.M.R., Taylor, D.C., Mackenzie, S.L., Keller, W.A., 1999. Microspore embryo genesis
of high sn-2 erucic acid Brassica oleracea germplazm. Plant Cell, Tissue and Organ
Culture, 57: 79-84.

Gamborg, O.L., Miller, R.A., Ojima, K., 1968. Nutrient Requirements of Suspension Cultures
of Soybean Root Cells. Exp. Cell Res., 60: 151-158.

Hansen, N.J.P., Andersen, S.B., 1998. In vitro Chromosome Doubling with Colchicine During
Microspore Culture In Wheat (Triticum aestivum L.). Euphytica, 102: 101-108.

Heberle-Bors, E. 1983. Induction of Embryogenic Pollen Grain in situ and Subsequent in vitro
Pollens Embryo Genesis in Nicotiana tabacum L. by Treatments of the Pollen Donor
Plants with Feminizing Agents. Physiol Plant, 59: 67-72.

Herrera, J.C., Moreno, L.G., Acuna, J.R., De Pena, M., Osorio, D., 2002. Colhicine Induced
Microspore Embryo Genesis in Coffee. Plant Cell, Tissue and Organ Culture, 71: 89-92.

Holme, 1.B., Olesen, A., Hansen N.J.P., Andersen, S.B., 1999. Anther and Isolated Microspore
Culture Response of Wheat Lines from Northwestern and Eastern Europe. Plant
Breeding, 118: 111-117.

Hofer, M., Touraev, A., Heberle-Bors, E., 1999. Induction of Embryo Genesis from Isolated
Apple Microspores. Plant Cell Reports, 18: 1012-1017.

Hunter, C.P., 1988. Plant Regeneration from Microspores of Barley. Ph.D. Thesis, Wye
College, Univ., London.



alatarim 2007, 6 (2): 1-8

Indrianto, A., Heberle-Bors, E., Touraev, A., 1999. Assessment of Various Stresses and
Carbohydrates for Their Effect on the Induction of Embryo Genesis in Isolated Wheat
Microspores. Plant Science, 143:71-79.

Jahne-Gartner, A., Lorz, H.1999 Protocols for Anther and Microspore Culture of Barley.
Methods Mol. Biol., 111: 269-279.

Kameya, T., Hinata, K., 1970. Induction of Haploid Plants From Pollen Grains of Brassica. Jpn.
J. Breed, 20: 82-87.

Kasha, K.J., Hu, T.C., Oro, R., Simion, E., Shim, Y.S., 2001. Nuclear Fusion Leads to
Chromosome Doubling During Mannitol Pretreatment of Barley (Hordeum vulgare L.)
Microspores. Journal of Experimental Botany, Vol. 52, No. 359, pp. 1227-1238.

Kyo, M., Harada, H., 1986. Control of the Developmental Pathway of Tobacco Pollen in vitro.
Planta, 168: 427-432.

Labbani, Z., Richard, N., Buyser, J.D., Picard, E., 2005. Chlorophyllian Durum Wheat Plants
Obtained by Isolated Microspore Culture: Importance of the Pre-treatments. Genetic,
328: 713-723.

Letarte, J., Simion, E., Miner, M., Kasha, K.J., 2006. Arabinogalactans and Arabinogalactan-
proteins Induce Embryo Genesis in Wheat (Triticum aestivum L.) Microspore Culture.
Plant Cell Rep., 24: 691-698.

Lemonnier-Le Penhuizic, C., Chatelet, C., Kloareg, B., Potin, P., 2001. Carrageenan
Oligosaccarides Enhance Stress-Induced Microspore Embryo Genesis in Brassica
oleracea var. italica. Plant Science, 160: 1211-1220.

Lichter, B., 1981. Anther culture of Brassica napus in A Liquid Culture Medium. Z.
Pflanzenphysiol. 103: 229-237.

Lichter, B., 1982. Induction of haploid plants from isolated pollen of Brassica napus. Z.
Pflanzenphysiol. 105: 427-434.

Lo, K.H., Pauls, K.P., 1992. Plant Growth Environment Effects on Rapeseed Microspore
Development and Culture. Plant Physiol., 99: 468-472.

Nageli, M., Schmid, J.E., Stamp, P., Buter, B., 1999. Improved Formation of Regenerable
Callus in Isolated Microspore Culture of Maize: Impact of Carbohydrates, Plating
Density and Time of Transfer. Plant Cell Reports, 19: 177-184.

Nitsch, C., Nitsch, J.P., 1967. The Induction of Flowering in vitro in Stem Segments of
Plumbago indica L. I. The Production of Vegetative Buds. Planta, 72, 355-370.

Nitsch, C., Norreel, K., 1973. Effect d’un choc thermique sur le pouvoir embryogene du polen
de Datura innoxia cultivé dans I’anthere ou isolé de I’anthere. C.R. Acad. Sci., 276 D,
303-306.

Pechan, P.M., Keller, W.A., 1989. Induction of microspore embryo genesis in Brassica napus
L. by gamma irradiation and ethanol stress. In Vitro Cellular &Developmental Biology,
Vol.25, 11: 1073-1074.

Reynolds, T.L., 1997. Pollen Embryo Genesis. Plant Molecular Biology, 33:1-10.

Sarikamis, G., Ellialtioglu, S., Yanmaz, R., 2000. Lahanada Cicek Tomurcugu Morfolojisi ile
Mikrospor Gelisme Donemi Arasindaki lliskinin Belirlenmesi. 3. Sebze Tarimi
Sempozyumu Bildirileri, Isparta, 72-76.

Segui-Simarro, J.M., Testillano, P.S., Risueno, M.C., 2003. Hsp70 and Hsp90 Change Their
Expression and Subcellular Localization After Microspore Embryo Genesis Induction in
Brassica napus L. Journal of Structural Biology, 142: 379-381.

Siebel, J., Pauls, K.P., 1989. A Comparison of Anther and Microspore Culture A Breeding Tool
in Brassica napus. Theor. App. Genet., 78:473-479.

Supena, E.D.J., Suharsono, S., Jacobsen, E., Custers, J.B.M., 2006. Successful Development of
A Shed-Microspore Culture Protocol for Doubled Haploid Production in Indonesian
Hot Pepper (Capsicum annuum L). Plant Cel Rep, 25:1-10.



alatarim 2007, 6 (2): 1-8

Takahata, Y., Keller, W.A., 1991. High Frequency Embryo Genesis and Plant Regeneration in
Isolated Microspore Culture of Brassica oleracea L. Plant Science, 74: 235-242.
Telmer, C.A., Simmonds, D.H., Newcomb, W. 1992 Determination of Developmental Stage to
Obtain High Frequencies of Embryogenic Microspores in Brassica napus. Physiologia

Plantarum, 84: 417-424.

Touraev, A., Indrianto, A., Wratschko, I., Vicente, O., Heberle-Bors, E., 1996a. Efficient
Microspore Embryo Genesis in Wheat (Triticum aestivum L.) Induced by Starvation at
High Temperatures. Sex. Plant Reprod., 9: 209-215.

Touraev, A., llham, A., Vicente, O., Heberle-Bors, E., 1996b. Stress Induced Microspore
Embryo Genesis from Tobacco Microspores: An Optimized System for Molecular
Studies. Plant Cell Rep., 15: 561-565.

Touraev, A., Vicente, O., Heberle-Bors, E., 1997. Initiation of microspore embryo genesis by
stress. Trends Plant Sci 2: 285-303.

Vergne, P., Delvallee, 1., Dumas, C., 1987. Rapid Assessment of Microspore and Pollen
Development Stage in Wheat and Maize Using DAPI and Membrane Permeabilization.
Stain Technology, 62: 299-304.

Weber, S., Unker, F., Friedt, W., 2005. Improved Doubled Haploid Production Protocol for
Brassica napus Using Microspore Colchicine Treatment in vitro and Ploidy
Determination by Flow Cytometry. Plant Breeding, 124: 511-513.

Zhang, L.J., Anceau, C., Lepoivre, P., Seilleur, P., Semal, J. 1987. An Efficient Method for the
Regeneration of Wheat (Triticum aestivum). Bull. Reach. Agron. Gembloux, 22: 301-
314.

Zhou, W.J., Hagberg, P., Tang, G.X., 2002. Increasing Embryo Genesis and Doubling
Efficiency by Immediate Colchicine Treatment of Isolated Microspores in Spring
Brassica napus. Euphytica, 128: 27-34.



