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OZET

PATATESTE (SOLANUM TUBEROSUM L.) IN VITRO
MiKROTUBERiZASYON UZERINE JASMONIK ASiT-
GIBERELLiK ASIT ETKiLESIMiNiN ARASTIRILMASI

SERAY KENAR
Yiiksek Lisans, Biyoloji Bolimii
Tez Danismani: Prof. Dr. RUKIYE TIPIRDAMAZ
Mayis 2013, 62 sayfa

GUnumuzde ticari patates uretimi, buylk o6lgide tohumluk yumru
kullanilarak vejetatif yolla yapilmaktadir. Patateste tuber olusumu ve
gelisimini belirleyen fizyolojik mekanizmalar ve hormonal iligkiler tam
olarak aydinlatilamamistir. Bu calismada, ekonomik dederi olan
Solanum tuberosum L. cv. Marfona’da in vitro mikrotuber olusumu
Uzerinde eksplant dikim sekli (yatay veya dikey), ortam tipi (kati veya
cift fazh), fotoperiyot (kisa gin veya karanlik) ve ortama ilave edilen
agar (%0.5 veya %0.7), JA (0.0, 10 ng/l, 1 ug/l ve 0.2 mg/l), GAs3 (0.0
ve 0.2 mg/l) ve AC (0 ve %0.2)'nin etkisi ve birbiriyle olan iliskisi
arastinlmistir. Calisma, S. tuberosum tuberlerinin in vivoda surgln
vermesi, in vitro slrgin ucu kultird, mikrogcogaltim ve
mikrotuberizasyon olarak 4 ana asamada gerceklestirilmistir. JA, GAs ve
ortam tipinin mikrotuberizasyona etkilerinin arastirildigi deneylerde; tek
nod eksplantlarindan en iyi mikrotuber olusumu, kisa gin
fotoperiyodunda (8 sa 1sik/16 sa karanlik) 0.2 mg/l JA iceren ve GA;
icermeyen cift fazlh MS ortaminda gerceklesmistir. AC, JA, agar ve
fotoperiyodun mikrotuberizasyona etkilerinin arastirildigi deneylerde; en

yuksek mikrotuber verimi (%137) ve en ylksek ortalama mikrotuber



agirhgr (183 mg), %0,2 AC, %0,5 agar iceren cift fazli MS ortaminda ve
karanlikta elde edilmistir. Sonug¢ olarak mikrotuber olusumu {zerinde,
JA'in etkisini GAs’e antagonistik calisarak gosterdigi, AC'nin karanlkta
daha etkili oldugu ve JA ile i1sik arasinda pozitif bir iliski olabilecegi

dasinulmastar.

Anahtar kelimeler: Patates (Solanum tuberosum L.), in vitro

Mikrotuberizasyon, Cift fazli ortam, Jasmonik Asit, GA3, Aktif Komdr.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF SOME FACTORS
ON IN VITRO MICROTUBERIZATION OF POTATO
(SOLANUM TUBEROSUM 1.)

SERAY KENAR
Master of Science, Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. RUKIYE TIPIRDAMAZ
May 2013, 62 pages

Today, commercial potato production is mostly made in vegetatif way
by using seed tubers (microtuber). The physiological mechanism and
hormonal relations which determine the tuber growth and formation of
potato is not clearly defined. In this study, the effect of explant planting
type (horizontal or vertical), medium type (solid or two-phase),
photoperiod (short day or darkness) and the addition of agar (%0.5 or
%0.7), JA (0.0, 10 ng/l, 1 pg/l and 0.2 mg/l), GAs (0.0 and 0.2 mg/l)
and AC (0 and %0.2) and the relationship of eachother was investigated
on in vitro microtuberization in Solanum tuberosum L. cv. Marfona.
Study has actualized as 4 main steps; shoot formation of the tubers of
S. tuberosum, in vitro shoot-tip culture, micropropagation and
microtuberization. At the experiments which are investigated the effects
of JA, GAs; and medium type on microtuberization, best microtuber
formation at the short day photoperiod (8 h light/16 h darkness) from
single-node cultures, has been found at the two-phase MS medium

which contains 0.2 mg/l JA and does not contain GAs. At the



experiments which is investigated the effects of AC, JA, agar and
photoperiod on microtuberization, the highest microtuber yield (%137)
and the highest microtuber average (183 mg) have obtained at the two-
phase MS medium which contains 0,2 AC, %0,5 agar, and at darkness.
Consequently it has been considered that JA shows its effect by working
antagonistly to GAs on the tuber formation, AC is more effective in the

dark and there may be a positive relationship between JA and light.

Keywords: Potato (Solanum tuberosum L.), in vitro Microtuberization,

two-phase medium, Jasmonic Acid, GAs, Activated Charcoal.
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1. GIRIS
Patates (Solanum tuberosum L.), dinya nlfusunun beslenmesinde
temel gida kaynaklari arasinda piring, bugday ve misirdan sonra 4.
sirada yer alan 6énemli bir gida ve sanayi bitkisidir [1-2]. Solanaceae
familyasina ait oldugu bilinen patates bitkisinin, Giiney Amerika’da Peru
civarindaki daglik arazilerde dogal olarak yetistigi ve buradan diinyaya

yayildigi bilinmektedir.

Ispanyollarin Amerika kitasinda patates bitkisini kesiflerinden ©nce
Amerikadaki vyerliler patatesi 2000 vyildir vyetistiriyorlardi. 16.yy’In
sonlarinda patates Avrupa’ya goéturllmis ve Avrupa Ulkelerinde kisa
sirede populer hale gelmistir. Sémurgelestirme sirasinda Avrupa’dan

diger kitalara yayilmistir.

GUnumuzde, dinya ulkelerinin %79’unda yetistirilen patatesin [3] ekim
alani dinyada toplam 19 milyon hektar ve toplam (Uretimi ise 308
milyon ton’dur. Tlrkiye'de ise patates 200.000 hektarlik bir alanda
ekilmekte ve yaklasik 5 milyon ton’luk bir tretim ile dinyada 13. sirada
yer almaktadir [4]. Ulkemizde bu iretimin %60’ dogrudan gida olarak
tuketilmekte, %20’si tohumluk tuberler olarak ayrilmakta ve %1’i de
ihrac edilmektedir. Geriye kalan yaklasik %20’lik kisim ise elverigsiz ve

yetersiz depolama imkanlar ylzinden kaybedilmektedir.

Patates Turkiye'ye 200 yil 6nce Kafkasya’'dan getirilmis ve giderek artan
dretimle birlikte ana gida kaynaklarimizdan birine doéntsmustar.
GuUnumuzde, patates Turkiye'nin her bdlgesinde yetistiriimektedir. En
yiksek verim ise I¢ Anadolu bélgesindedir ve dzellikle Nigde-Nevsehir-

Sivas civarindan batin Uretimin %50’si karsilanmaktadir.

Patates, bilnyesindeki karbonhidrat, protein, mineral maddeler ve
vitaminleriyle insan beslenmesinde, 0&zellikle bazi Ulkeler igin
vazgecgilmez bir gida haline gelmistir. 100 gram patates yetiskin bir
insanin, minimum enerji ihtiyacinin %?3’4n4, gunlik protein ve Bj

vitamini ihtiyacinin %10’unu ve eder patates yeni hasat edilmisse



gunlik C vitamini ihtiyacinin %50'sini karsilayabilmektedir. Bu
bakimdan vitamin kaynagi olarak meyvelerden hemen sonra
gelmektedir [5-7]. Ortalama olarak 100 gr pismemis patates
yumrusunda (tuber) 80 kilokalorilik bir enerji degeri mevcuttur. B ve C
vitaminlerine ek olarak, patates demir, magnezyum ve fosfor gibi
mineralleri de icermektedir. Bu nedenlerle, patates insan diyeti icin
degerli bir gida kaynagi olarak sayilmaktadir. Esas olarak haslanarak
veya kizartilarak taze tlketildigi gibi, gelismis Ulkelerde; sanayide
konserve, dondurulmus parmak patates, cips, plre, graniul ve toz gibi
formlarda islenmekte ve pazarlanmaktadir. Ayrica yan UGrin olarak

hayvan yemi, nisasta, un ve alkol yapiminda da degerlendiriimektedir.

Yetistirilen patates bitkisinin yenilebilir kismi olan patates tuberleri,
toprak altinda yanal (lateral) olarak gelismis bir stolon, bir gdvde
uzantisi olarak gorulebilir. Patates bitkisinin tuberleri harig, yaprak,
cicek, gobvde gibi kisimlari, fazla miktarda glikoalkaloid (solanin,
kakonin, solamarjin gibi) icerdiginden zehirlidir ve yenmemesi gerekir,
dolayisiyla sirginleri uzamis olan patatesler icerigindeki glikoalkaloid

miktarinin artmis olmasindan dolayi tercih edilmemelidir [8-12].

Ulkemizde bircok patates cesidi yetistirilmektedir. Bunlardan biri olan
Marfona cesidi, patates ureticileri tarafindan en c¢ok tercih edilen
cesitlerden biridir. Bunun nedenleri olarak; olgunlasma siresinin ¢ok
uzun olmamasi, tuber seklinin iri olmasi, veriminin oldukca yUksek
olmasi, yesil aksam gelisiminin hizli olmasi, susuzluga ve bircok patates
hastalidina karsi dayanikli olmasi, ayrica amino asit igeriginin birgok

patates cesidine gére ¢ok Ust seviyelerde olmasi gdsterilmektedir [13].

Patates 1liman ve serin iklim bitkisidir. Patates yetisme mevsimi
boyunca ortalama 15-20 °C bir sicaklik ister. Ancak bu ortalama sicaklik
Uzerinde gin uzunlugu ve i1sik yogunlugu etkilidir. Geleneksel patates
yetistiriciliginde; dikim, Izmir, Adapazari gibi ilman ydrelerde Ocak-
Mart, Nigde ve Nevsehir'de Nisan-Mayis aylarinda yapildigi halde,

yuksek vyaylalarda son donlardan kaginmak amaciyla daha geg



yapllmaktadir. Kural olarak, toprak sicakligi 8 °C'nin Uzerine ciktiginda
dikim yapilmaldir. Patates tuberi dikiminden, belirli bir stre (yaklasik
1.5 ay) sonra tarla yuzeyinde, geng¢ bitkiyi meydana getirmektedir.
Patates bitkisinin daha iyi ve hizli gelismesini saglamak, tuber
olusumunu ve verimi artirabilmek icin bazi bakim islemlerinin (bogaz
doldurma, yabanci ot kontrolli, Ust gubreleme, sulama, hastalik ve
zararhlar ile micadele) zamaninda ve teknigine uygun olarak yapilmasi
gerekmektedir. Patateste hasat zamani, dikimden yaklasik 3-4 ay sonra,
genellikle bitkinin yaprak ve saplarinin kahverengilesip kurududu,
stolonlarin ana bitkiden ayrildigi, uygun tuber iriligine ulasildigi ve tuber
kabugunun sertlestigi zamandir. Patates, fazla miktarda su iceren bir
Grin oldugundan iyi bir sekilde depolanmazsa ¢ok zarara ugrar.
Tuberler clrlr, porsir, filiz verir ve dederini kaybeder. Tuberler en iyi
sekilde; olgun, zedelenmemis ve temiz olarak 3-4 °C sicaklk, %85-90
nisbi nemde ve solunum sonucu meydana gelen karbondioksit, su ve
Istlyl uzaklastirip oksijen saglamak icin havalandirmasi iyi olan ozel

koruma depolarinda saklanabilmektedir [3].

Patates, hem vejetatif hem de generatif olarak cogaltilabilen bir bitkidir.
GUnUumuzde ticari patates dUretimi, blyUk 0&lgide tohumluk tuber
kullanillarak  vejetatif yolla yapilmaktadir. Patates, geleneksel
yontemlerle tuberleri ile vejetatif olarak cogaltildiginda ana bitkideki
virUsler kolaylikla gelecek nesillere aktarilmakta ve patates Uretiminde
blytk zararlara yol acmaktadir. Bu nedenle saglikli (hastaliksiz), temiz
ve istenilen tipte patates tohumlugunun elde edilmesi blylik 6nem
tasimaktadir [14-15].

Patates tariminin en 6nemli girdisi olan tohumluk, ait oldugu cesidin
Ozelliklerini  tasimali, dikim aninda uygun fizyolojide bulunmall,
hastaliklar ve zararllardan ari olmalidir. Ozellikle viriis hastaliklari ile
bulasik bir bitkinin tuberleri tohumluk olarak kullanildiginda bunlardan
gelisen bitkiler de hastalikli olacagindan tarladaki bulasiklik orani yildan

yilla geometrik dizi halinde artar, bitkiler canli gérintimlerini kaybeder



ve tohumlugun verim gici diser. Tohumluk yozlasmasi adi verilen bu
olgu nedeniyle vyetistiriciler tohumluklarini belirli araliklarla saglam

tohumlukla yenilemek zorundadirlar.

Mikrogogaltim bitki yetistiriciligi ve genetigi yoniinden dnemli avantajlar
saglamaktadir. Bu avantajlar; hastalik ve zararlilardan arindiriimis
bitkisel materyal elde edilmesi, kitlesel Uretimde Uretilen bitkilerde
fenotipik ve genotipik benzerlik (homojenite) olmasi, geleneksel
yoéntemlerden daha kisa kultlr suresine ihtiyac duyulmasi, zor dretilen
tirlerin daha kolay uretimi, secilen Ustin genotiplerin hizli Gretimi,
Uretimde daha az baslangic materyalinin kullanilmasi olarak siralanabilir
[16].

Patates gibi vejetatif organlari tohumluk olarak kullanilan bitkilerde
tohumlugun verime etkisi cok yiiksektir. Iyi bir tohumluk kullaniimadigi
slirece, en iyi yetistirme teknikleri uygulansa bile tohumlugun patatesin
verimine ve kalitesine olan etkisi gdzardl edilemez. Patates uretimi
konusundaki sorunun 6zinde de tohumluk ile ilgili sorunlar yatmaktadir
[17].

Kaltard yapilan patates bitkisi, tek yillik olup stolon denen toprak alti
gbévdesinin bldyumesiyle meydana gelen tuberleri hem depo, hem de
vejetatif cogalma organidir. Dolayisiyla, birim sahadan alinacak verim
ve bu verim icinde kaliteli besin elde etmede tuberler 6zel bir 6neme
sahiptir ve tim 1slah, agronomi, fizyoloji, patoloji disiplinlerinin ve

tohumluk dretim teknolojisinin odak noktasidir.

Ancak tohumluk tuber dretiminin gevre kosullarindan fazla etkilenmesi,
hastalik baskisinin fazla olmasi ve yluksek maliyet gibi olumsuzluklar
nedeniyle alternatif tohumluk kaynagi olarak mikrotuber (mikroyumru)

kullanimi Gzerinde durulmaktadir [18].

Doku kdltart teknikleri kullanilarak bitki Gretmek; yani mikrocogaltim,

bir cok bitki tiriinde oldugu gibi patates bitkisinin de vejetatif olarak



hizli ve c¢ok miktarda cogaltilabilmesine olanak saglayan bir Uretim

seklidir.

Son 20 vyilda bitki doku kdaltard teknikleri kultdr bitkilerinde farkli
amaclar icin yogun bir sekilde kullaniimaktadir. Ozellikle patates gibi
vejetatif olarak cogaltilan bitkilerde hastaliksiz patates tohumlugunun
elde edilmesi ve hizli gogaltilmasi icin tohumluk Gretim programlarinda,
doku kdltard ile hizh codaltma tekniklerine yaygin basvurulmaktadir.
Bitki doku kudltird yontemlerinden surgin wucu kdltard, gerek
mikrocogaltim gerekse virlissliz bitkileri elde etmek amaci ile yaygin
olarak kullanilmaktadir [19-21]. Bdylece hastaliksiz bitkiler ve bu

bitkilerden de tohumluk mikrotuberler elde edilmektedir.

Uluslararasi Patates Arastirma Merkezi (CIP)'nde tohumluk patates
Uretiminde mikrotuberlerin, temel tohumlugun baslangici olan ve
fidelikte uretilen minitubere alternatif  olarak kullaniminin
yayginlastiriimasi calismalari yapilmaktadir [22]. Bdylece in vitro elde
edilen mikrotuberlerin tohumluk olarak kullanilmasi hastalik riskini
azaltmaktadir [19-21, 23].

Ulkemizde de gerek artan nifusun beslenmesi, gerekse patatese dayall
sanayinin hammadde isteklerinin karsilanmasi ile ithalat ve ihracat
acisindan kaliteli ve fazla trin elde etmek amaciyla, hastaliklardan ari

patates Uretiminin yapilmasi gerekmektedir.

Tlrkiye'de tohumluk patateste disa bagimlilik, fiyatlarin dovize endeksli
olarak surekli artisina neden olmaktadir. Yerli tohumluk Uretim
maliyetlerinin de yuksek olmasi tohumluk patates fiyatlarini daha da
artirmaktadir [24].

Patates tohumluk Uretim teknolojisi mevcut kultlr bitkilerinin iginde,
belki de en zor olanidir ve karmasik bir isleyise sahiptir. Bdyle bir
program; hastallk etmeni tasimayan baslangic materyalinin elde
edilmesiyle baslar. Ancak patates bitkisi tarlada yetistirildiginde pek gok

virttik, bakteriyel ve fungal hastaliklarla, zararlilara konukguluk



yapabilmektedir. Temiz baslangic materyali elde edilmesinde in vitro
Uretim tekniklerinden yararlanan bir yéntem olan “Strgtn ucu Kaltara”

kullanilmaktadir.

Sidrgln ucu kdltart ile baslayan ve in vitro’da codaltilan virlissiz
bitkiciklerden Uretilen mikrotuberlerin patates tohumlugu udretiminde
onemli avantajlari oldugu kabul edilmektedir. Oncelikle mikrotuber
Uretim maliyeti, fidelie gore daha duslUktlir ve her mevsim tuber
dretimi yapilabilir. Tuberler biyotik ve abiyotik (hastalik, zararh ve don
gibi) cevreye bagli baskilardan korunmus olur. Genetik stok virlissiiz
olarak her zaman c¢odgaltima hazir durumdadir, klglk alanlarda gok
sayida tuber (Uretilebilir ve mikrotuberlerin tasinmasi daha kolay ve

ucuzdur.

Yapillan calismalarda in vitro mikrotuber olusumu bir dizi faktére
dayandiriilmaktadir. Bunlar arasinda besin ortami bilesimi, kullanilan
kimyasallar (Aktif kémur gibi), sakkaroz konsantrasyonu, bilylime
dizenleyicileri ile sicaklik, fotoperiyot, i1sik siddeti gibi cevresel faktérler

ve genotip faktdrld sayilabilmektedir [25-29].

Besin ortamina ilave edilen aktif kédmdrin (AC) kualtir basarisini
etkiledigi bilinmektedir [30].

Mikrotuber olusumu Gzerinde blylime dlzenleyicilerinin etkisi 6nemlidir
[31-34]. Mikrotuberlerin olusum stirecine karisan bircok dogal Grin de
(tuberonik asit, glikozidleri veya d&nculeri) bulunmaktadir [35-37].
Literatirde, bitki buylume dlzenleyicilerinin Giberellik Asit3 (GAs),
Absisik Asit (ABA), Etilen, (2-kloroetil) trimetilamonyum klorid (CCQ),
Jasmonik asit (JA) birbiriyle ve cevresel faktorlerle olan etkilesimlerinin
tuber gibi vejetatif depo organlarinin olusumu ve gelisimi Gzerinde etkili
oldugu vurgulanmaktadir [38-41]. Patateste tuber blUylUmesi ve
olusumunu belirleyen fizyolojik mekanizmalar ve hormonal iliskiler

henliz tam olarak aydinlatilamamistir.



Bitkide gbévde blylmesi, tohum cimlenmesi, tomurcuk dormansisinin
kirlmasi, meyve blylumesi gibi bircok fizyolojik slrecte goérev alan
giberellinler, patateste tuber olusumunda da etkilidir [42]. Fotoperiyot
gibi (uzama ve ya patateste tuber olusumu ile sonuclanan) cevresel

faktdrler ve sicaklik, giberellin biyosentezini dlizenlemektedir [43].

Son yillarda arastirmalar, bunlardan biri olan jasmonik asit (JA) ve metil
esterlerinin tuber uyarimindaki etkisi konusunda yogunlasmistir [44-
46].

Oxilipinler sinifindan olan jasmonatlar, jasmonik asit ve onun metil
esterlerini icine alir. Ik olarak yasemin (Jasmine-Jasminum) bitkisinden
elde edilmistir [47]. Jasmonik asidin (Ci2H1903) lipoksigenaz enzimi
araciigi ile bitkilerde o6nemli bir yag asidi olan linoleik asitten

sentezlendigi tespit edilmistir [48].

Jasmonik asidin patojen saldirilarinda bitkinin savunma mekanizmasini
harekete geciren bir sinyal moleklli oldugu genel anlamda kabul
gérmis durumdadir [49-51]. Bu islemde ilk olarak linoleik asidin plazma
zarindan ayrilarak jasmonik aside donlstigli bununla savunma
mekanizmasini harekete gecirdigi bildirilmistir [43, 48]. Boylece bitki
dokularindaki konsantrasyonu artan jasmonik asidin lokal ve sistematik
olarak alkaloidler ve fenolik maddeler gibi degisik savunma
maddelerinin Uretimini tesvik ettigi kaydedilmistir [52]. Ayrica JA, bircok
fizyolojik ve gelisim surecini de (kdk bluyumesi, tuberizasyon, senesens,

polen gelisimi gibi) dizenlemektedir.

Jasmonik asidin fizyolojik rolleri ile ilgili daha genis bir literattr bilgisi

Gunalp’in [53] calismasinda da verilmistir.

Jasmonatlar, ayni zamanda vejetatif depo protein geninin ifade
edilmesinde potansiyel uyaricidir [54]. Vejetatif depo organlarinin
olusumunda 6nemli rolG olan JA’lerin in vitro mikrotuberizasyonda da
etkili oldugu bildirilmistir [41, 46, 55-58].



Ancak JA’'in mikrotuber olusumu Uzerindeki etkileri ve diger blyime
dldzenleyicileriyle olan iligkileri hakkindaki Dbilgiler tam olarak
aydinlatilamamistir.  Yapilan c¢alismalarda mikrotuber olusumunun
stiresi, mikrotuber vyetistirmek Uzere saglanmasi gereken ortam
kosullari ve hangi hormon, kimyasal vs.’nin hangi dozda eklenmesi
gerektigi tam olarak belirlenememistir [45-46, 56, 59-61] Herhangi bir
ticari mikrotuber dretimine JA’in dahil edilebilmesi icin, tuberizasyon
Uzerindeki etkisi ve diger hormonlarla olan iliskileri hakkinda daha fazla

bilgiye gereksinim duyulmaktadir.

Bu calismada, ekonomik dederi olan Solanum tuberosum L. cv.
Marfona’da in vitro mikrotuber olusumu Uzerinde eksplant dikim sekli,
fotoperiyot ve ortama ilave edilen JA, GAs; ve AC'nin etkisi ve birbiriyle
ile olan iligkisi arastirilmistir. Bu amacgla, sirglin ucu kaltird ve
devaminda mikrogodaltim yoluyla elde edilmis patates bitkiciklerinden
elde edilen tek nodlar, mikrotuberizasyon asamasinda JA ve GAs
hormonlarinin ve AC'nin farkli kombinasyonlarini (0.0, 10 ng/Il, 1 pg/l ve
0.2 mg/l JA, 0.0 ve 0.2 mg/l GAs3, 0.0 ve 2g/l AC) iceren MS besin

ortamlarinda kultdre alinmigtir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Koda vd. [56] tuber olusturmak lzere indiklenmis patates bitkisinden
alinan yapraklardan elde edilen ethanol ekstraktinda in vitro tuber-
indUkleyici aktiviteye asidik bir maddenin sebep oldugunu tespit
etmiglerdir. Tuberonik asit olarak tanimlanan bu maddenin tuber
olusumu sirasinda benzer seviyelerin elde edildigi JA ile baglantili oldugu

belirtilmistir.

Rosell vd. [62], 24-15°C ve 5000 lux devaml isik altinda Murashige-
Skoog (MS) ortaminda in vitro kaltire alinmis tek nod patates
eksplantlarindan gelisen bitkiciklerden mikrotuber elde etmiglerdir.
Tuber olusumu, %8 sukroz, 2 mg I benzilaminopiirin (BAP), 2 mg I'*
naftalenasetik asit (NAA) ve/ve ya 100 mg I 2-kloroetil
trimetilamonyum klorid (CCC) eklenmis ortamlarda (sivi ve ya kati MS
ve ya White-Nitsch-Morel) arastinlmistir. 2 ay sonunda sivi ortamda

(790 mg), kati ortama gore daha agir tuberler (390 mg) elde edilmistir.

Jackson ve Willmitzer [63] calismalarinda, tuberizasyon igin kisa-gun
isteyen S. andigena (Juz. and Buk.) ve S. demissum (Lindl.) patates
gesitlerini uzun gun kosullarinda inklibe etmis ve bu slre¢ boyunca
disaridan sprey seklinde uygulanan jasmonik asidin bu gesitlerin
tuberizasyonuna etkisini arastirmiglardir. Cesitler hem uzun gin (16 sa
Istkk) hem de kisa gin (8 sa isik) fotoperiyodunda, ancak geceleri yani
karanhk periyotta 30 dk ara verilerek tutulmustur. Her iki cesitte de
tuberizasyon her iki kosulda da inhibe olmustur. 100 uM jasmonik asitle
tekrar tekrar spreylenmesine ragmen tuber olusumu tesvik

edilememigstir.

Caldiz [64], yapraklara sprey seklinde disaridan uygulanan
benzilaminoplrin (BAP) ve giberellik asit (GA)'in tohumluk patates
Uretiminde tuber sayisi Uzerindeki etkilerini arastirmistir. Tarlada
yuaritlilen calismada bazi patates cesitlerine farkli konsantrasyon ve
kombinasyonlar seklinde uygulanan bu blUylime dlzenleyicilerinin

etkileri tespit edilmis ve BAP uygulamalar sonucunda tuber veriminin
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onemli bir sekilde arttigi belirlenmistir. Bitki bliylime dizenleyicilerinin
kullaniminin tarla ve cam sera kosullari altinda Mailen ve Spunta

patates cesitlerinde tohumluk tuber sayisini artirabilecegi belirtilmistir.

Gopal vd. [65], 22 patates genotipinde 6 farkh in vitro kultlir kosulu
altinda mikrotuberizasyon Uzerine etki eden faktérleri arastirmiglardir.
Aksiller tomurcuklardan elde edilen kultdrler, kisa (10 sa 6-12 pmol m”~
2s1) veya uzun giin (16 sa 38-50 pmol m™s™!) fotoperiyodunda;
ayrica dusuk (gunduz 20°+£2°C ve gece 18°+2°C) veya yuksek
sicakliklarda (gundiz 28°+2°C ve gece 25°+2°C) inkibe edilmistir. Kisa
gun-diusuk sicakhk kosulu, uzun gin-ytksek sicaklik kosuluna gére daha
yuksek mikrotuber verimi (255 mg/bitkicik) ve daha fazla sayida (2
tuber/bitkicik) mikrotuber olusumuna yol agcmistir. 60 giin boyunca uzun
gun fotoperiyodunda inklbe edilen bitkicikler, sonraki 2-3 ay surekli
karanlik  fotoperiyotta inkibe edildiginde, c¢esitli genotiplerde
mikrotuberizasyonun tesvik edildigi belirlenmistir. Kisa giin fotoperiyodu
ve dusuk sicakhk kosullari altinda BAP ilavesi, mikrotuber verimini 255
mg’dan 645 mg’‘a ve ortalama mikrotuber agirhgini 115 mg’dan 364
mg’a yukseltmistir. BAP ilavesi, uzun gun ile ylksek sicaklik ve devamli
karanlik ile dusuk sicaklikta da benzer bir etki g6stermistir.
Mikrotuberler 1sik altinda, karanlkta olanlara gére daha fazla sayida g6z
olusturmustur. Calismada ortaya c¢ikan genotip ile kdltdrel kosullar
arasindaki 6nemli etkilesim, daha fazla mikrotuberizasyon elde
edebilmek icin genotipe-6zgl protokollerin olusturulmasinin gerekliligini

gostermistir.

Beyazova [28], Ausonia, Marfona ve Granola patates cesitlerinin
mikrotuber olusturma potansiyellerini incelemistir. Cesitli mikrotuber
Uretim yontemlerinden en iyi verimin iki fazli kati godgaltim-sivi
indlksiyon sisteminden alindigi goézlenmistir. Bu sistemle, Ausonia,
Granola ve Marfona gesitlerinden ortalama agirliklari sirasiyla 192, 92
ve 82 mg olan mikrotuberler Uretilmis ve bu cesitlerde eksplant basina

sirasiyla 2, 3 ve 1 mikrotuber olustugu goézlenmistir. Ortama aktif
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kdmur eklenmesiyle, verim o6nemli dizeyde (p<0.005) artiriimistir.
Eksplant basina olusan mikrotuber sayilarinda bir dedisiklik olmadiysa
da mikrotuber agirliklari sirasiyla 310, 132 ve 11 mg’a cikmistir.
Mikrotuber Uretimi icin en uygun ortam %8 sukroz ve %0.2 aktif kdmur
iceren ortam ve en uygun inkibasyon kosulu da 20 °C’de 8 hafta

karanlk fotoperiyot olarak belirlenmistir.

Pruski vd. [66], alti patates cesidinin in vitro mikrotuberizasyonu
Uzerinde jasmonik asidin etkilerini incelemislerdir. Tuberizasyon,
karanlk veya 8 sa fotoperiyotta vitamin, %8 seker, %0.6 agar ile 2.5
MM JA iceren ve JA icermeyen MS ortamina (2.5 uM JA 6n uygulamasi
olan ve olmayan olarak ikiye ayriimistir) eksplantlar dikilmistir. Butldn
cesitler, 6zellikle 8 sa aydinlik fotoperiyotta, karanlk fotoperiyoda gore
daha agir ve fazla sayida tuber olusturmustur. JA’in etkileri, ceside 6zgu

ve karanlkta isiktakinden daha fazla olmustur.

Debeljak vd. [61], JA ve sukrozun tuber olusumu Uzerine etkilerini,
guneybati  Avusturalya  kokenli  bir orkide olan  Pterostylis
sanguinea (D.L.Jones& M. Clements) Uzerinde calismislardir. Tohumlar
izole edilmis ve mikorizal fungusun bulundugu yulaf ezmesi agarda
(OMA) simbiyotik olarak in vitroda ¢imlendirilmistir. On haftalik fideler
JA (0, 0.1, 1, 5 or 10 pM), sukroz (0, 5, 10 or 20 g I"!) ve ya her
ikisinin de kombinasyonlarinin eklendigi OMA iceren kiltir kaplarina
transfer edilmistir. TUm uygulamalardaki tuber gelisimi tohum
ekiminden yaklasik olarak yirmi alti hafta sonra ortaya cikmistir. 5 ve ya
10 g I'* sukroz ile JA ortama eklenmesi, kontrole gére daha fazla sayida

tuber olusumuyla sonuglanmistir.

Pruski vd. [44], JA'in, Sangre ve Russet Burbank patates cesitlerinin
nodal eksplantlarinin in vitro tuberizasyonuna etkisini, sivi ve kati
ortam kosullarinda ve 0, 8 ve 16 sa fotoperiyot altinda test etmislerdir.
2.5 pPM JA ilaveli ortamda gelismis stok bitkilerden alinmis olan
eksplantlar karanhkta ilk tuber olusturanlar olmuslardir. JA’'in dncll

uygulamasindan (codaltim asamasinda 2.5 pM JA bulunan ortamda
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gelisen) en iyi sonuglar, tuberizasyonu inhibe ettigi bilinen 16 sa
fotoperiyodu altinda inkibe edilen eksplantlardan elde edilmistir. Sonug
olarak, mikrotuberler hem JA’le 6n muamele yapilmis stok bitkilerden
hem de JA-iceren tuberizasyon ortaminda Uretilmistir. JA iceren
ortamda, diger uygulamalara gore daha homojen ve blyik tuberler elde
edilmistir. En fazla sayida mikrotuber Sangre cesidinden 8 sa

fotoperiyot altinda kati ve sivi besin ortamlarinda elde edilmistir.

Hoque [67], patateste in vitro mikrotuberizasyonu arastirmistir. Patates
tuberlerinden elde edilen 1 haftalik stirgin uglari MS ortaminda 1 ay
sonunda 3-4 nodlu bitkiciklere gelismistir. Daha sonra bu bitkiciklerden
elde edilen tek nodlar, KIN (1, 2, 3 ve 4 mg/Il), seker (%3 ve %6) ilave
edilmis ortamlara dikilmis ve elde edilen kdaltlrlerin yarisi 16 sa
fotoperiyodunda, diger yarisi da karanhk fotoperiyotta ve 17+3 °C’'de
yaklasik 50 gin inkldbe edilmislerdir. Bu slre sonunda arastiric,
mikrotuber olusumunda karanlik fotoperiyodun aydinlik fotoperiyottan
daha iyi etkili oldugunu belirlemistir. Ayrica tuber olusumunda ortam
icerigi bakimindan en iyi sonug, %6 seker ve 4mg/I KIN iceren MS besin

ortami olarak tespit edilmistir.

Lajayer vd. [68], S. tuberosum cv. Agria‘da aktif kdmir ve hinokitiolln
in vitro mikrotuberizasyon ve gelisme Uzerindeki etkilerini arastirmislar
ve bu etkileri absisik asit, thidiazouron ve paklobutrazolln etkileri ile
karsilastirmiglardir. Denemeler karanhk ve aydinhk kosullarda
gerceklestirilmistir. Tek nod eksplantlarindan gelisen, bitkicik basina
olusan mikrotuber sayisi, mikrotuberin kuru ve yas adirligi, mikrotuber
boyutu ve slirgliin yas ve kuru adirhgr 60 ginlik kulttrlerde 6lgllerek
kaydedilmistir. Karanlik kosullarda elde edilen sonucglara goére, %0.1
haric diger tim uygulamalarda aktif koémir mikrotuberizasyonu
saglamistir. Ayrica ortamda bulunan daha yilksek seviyelerdeki aktif
kdmur, mikrotuber boyutunu da ©&énemli 6&lgide artirmistir. Aktif
kédmurdn mikrotuberizasyon Uzerindeki bu pozitif etkisi, ortamdaki

etilenin (tuberizasyon icin gigli bir inhibitor) adsorbe edilmis olabilecegi
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ihtimali ile iliskilendirilmistir. Buna karsin, daha disltk konsantrasyonda
aktif kdémir sdrgdn olusumunu artirmistir.  Hinokitiol ylksek
konsantrasyonda (27 mg/l) mikrotuberlerin sadece boyutunu artirmistir.
En fazla mikrotuber sayisi 2 pM thidiazouron iceren ortamda elde
edilmis, ancak bu mikrotuberler aktif kédmir iceren ortamdan elde
edilenlerden daha kuglk boyutta olmuslardir. Aktif kémur (%0.1, %0.5
ve %1), paklobitrazol (4 pM) ve absisik asit (1 uM) aydinlik kosullarda
mikrotuber olusumunu induklemistir. Mikrotuberizasyon ve sirgin
gelisimi icin en iyi kosul, dnce aydinlikta ve sonrasinda karanlikta Gretim

olarak belirlenmigtir.

Kianmehr vd. [69], bitki blyume dlzenleyicilerinin in vitro patates
mikrotuberlerinin  dretimine etkisini arastirmigslardir.  Calismada,
patateslerden (Agria, Boren, Sante ve Savalan) alinan tek nod kesitleri,
30 g/l seker ve 6 g/l agar iceren ve pH’l 5.8 olan MS besin ortaminda
kultire alindiktan sonra 24 °C ve 16 sa aydinlik fotoperiyoduna
ayarlanmis iklim odasinda 5 hafta boyunca inktbe edilmistir. Sonrasinda
Coumarin (15, 20, 25 veya 30 mg/l), Paclobutrazol (0.001, 0.01, 0.1
veya 0.5 mg/l), Thidiazuron (0.01, 0.1, 0.5 veya 1 mg/l) ve Ethephon
(0.5, 1, 2 veya 3 mg/I) ilave edilmis, 30 g/l seker ve 5.8 g/l agar iceren
ortamlara dikilmistir ve 21 °C ve 16 sa aydinlik fotoperiyoduna
ayarlanmis iklim odasinda 90 gin boyunca inklbasyona birakilmistir.
Mikrotuber sayisini en ¢ok artiran bldyime duzenleyici thidiazouron
olarak belirlenmistir. Ayrica mikrotuber boyutu ve agirligi bakimindan en
iyi etkiyi ise coumarin (15 mg/l ve 30 mg/l) ve thidiazouron (0.5 mg/I

ve 1 mg/l) gbstermistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

Bu calisma, 2011-2013 yillan arasinda Hacettepe Universitesi Fen
Fakultesi Biyoloji BolumU Botanik Anabilim Dali Bitki Doku Kultard

Laboratuarinda gercgeklestirilmistir.
3.1. Materyal

Deneylerde Doga Tohumculuk’tan (Nevsehir) temin edilen yazlik hasat
déneminde (Temmuz-Ekim arasi) toplanan Solanum tuberosum L. cv.

Marfona’nin yumrular kullaniimistir.
3.2. YOntem

Tez calismasi, 4 ana asamada gergeklestirilmistir; bunlar, S. tuberosum
yumrularinin in vivoda strgin vermesi, in vitro strglin ucu kultdrd,
mikrocogaltim ve mikrotuberizasyon. Bu calismada, temel besin ortami
olarak degistiriimis MS (DMS) besin ortamlari kullanilmistir ve bu
ortamlarda yapilan dedisiklikler, asagida baslklar halinde verilen her
asama igin ayri ayri belirtilmistir. MS [70] ortam bilesimi Cizelge 3.1. ve
DMS bilesimleri Cizelge 3.2. ve Cizelge 3.3.te verilmistir. Ortam

adlandirmalari ise Cizelge 3.4.te verilmistir.
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Cizelge 3.1. Murashige ve Skoog [70] (MS) besin ortami bilesimi.

Bilesenler Miktar (mg/l)
KNO3 1900
NH4NO3 1650
MgS04.7H,0 370
CaCl,.2H,0 440
KH2PO4 170
MnS04.4H,0 223
KI 0.83
H3BO3 6.2
ZnS04.7H,0 8.6
CuS04.5H,0 0.025
Na;Mo004.2H,0 0.25
CoCl;.6H,0 0.025
FeS04.7H,0 27.8
Na,EDTA 37.3
Nikotinik asit 0.5
Pridoksin-HCI 0.5
Thiamin-HCI 0.1
Glisin 2.0
Myo-inositol 100

Sakkaroz 30000
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Cizelge 3.2. Deneyin farkl asamalarinda kullanilan DMS ortamlarinin

bilesimindeki maddeler.

KIMYASAL | Vitaminler | GAs; Kinetin IAA BAP Thiamin | Pridoksin Myo- Seker
2 MADDELER | (ml/l) | (mg/l) | (mg/l) | (mg/l) | (mg/l) | (mg/l) (a/n inositol | (g/1)
BESIN (mg/1)
ORTAMLARI
Slirgiin - ucu  kaltlird
ortami 1 0,2 0,2 0,2 2 = - 100 30
Mikrogogaltim ortami
- = = 1 1 0,4 1 60 30
Mikrotuberizasyon
ortami 1 0- = = = - - 100 80
0,2%
*GA3'ln yer aldigi besin kombinasyonlari sekil 3.2.’de gosterilmistir.
Cizelge 3.3. Mikrotuberizasyon asamasinin ilk deney grubunda
kullanilan DMS ortamlarinin JA-GAs kombinasyonlari.
JA
GA; 0 1i0ng/I 1ug/l 0.2mg/I
0 K* G Bo Ao
0.2mg/I G Cs Bg Ag
K*= Kontrol grubu
Cizelge 3.4. Mikrotuberizasyon asamasinin ilk deney grubunda
kullanilan DMS ortamlarinin adlandirmalari.
YATAY (Y) DIKEY (D) CiFT FAZLI (G)
JA 0 A B C 0 A B C 0 A B C
GA;
0 Ky Aoy Bov Coy Kp Ao Boo Co Ke Aoc Boc Coc
G 2 Asv | Bey Coy - Ao | Ba Cep ; Asc Bsc Cec
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3.2.1. Tuberlerden siirgiin elde edilmesi

Sirgln olusumunun saglanmasli amaciyla, yazlik hasat ddéneminde
(Temmuz-Ekim arasi) toplanan Solanum tuberosum L. cv. Marfona
tuberleri 6nce musluk suyu altinda yikandi, daha sonra %?15’lik ticari
sodyum hipoklorit (NaOCI) cozeltisi icinde 20 dk tutulduktan sonra 3
defa steril distile su ile durulanarak [71] ylizey sterilizasyonu yapildi ve
perlit doldurulmus saksilara dikilerek [72] 30-35 °C sicaklik, %60-65
nem, 145 pmol m™2 s?! siddetinde 15tk ve 16 sa aydinlik 8 sa karanhk
fotoperiyoduna ayarlanmis iklim odasinda 4 hafta slireyle bekletildi
[73].

3.2.2. Siirgiin ucu kiiltiirlerinin kurulmasi

Patates tuberlerinden elde edilen sirgin ucglarn %70’lik alkolde 1 dk
sureyle calkalandiktan sonra, igine 2 damla Tween-20 (deterjan)
damlatiimis %10’luk NaOCI ¢oézeltisinde 7-8 dk bekletilmis ve 3 kere
distile su ile durulanarak sterilize edilmistir [45, 71]. Steril strglnlerden
alinan surgin ucu eksplantlar 30 g/l seker, 7 g/l agar, 0,2 mg/l GAs3,
0,2 mg/l Kinetin, 0,2 mg/I Indol Asetik Asit (IAA) ve 100 mg/| Myo-
inositol ilave edilmis pH’si 5.8 olan 10’ar ml DMS besin ortami (Cizelge
3.2.) iceren 15x2.5 cm boyutlarindaki tuplere dikilmistir [59, 65, 74].
Siirgiin ucu kiltirleri 20-22 °C sicaklik, 145 pmol m™ s siddetinde 151k
ve 16 sa aydinhk 8 sa karanlik fotoperiyoduna ayarlanmis iklim

odasinda 2-2,5 ay sulreyle inklbe edilmistir [75].
3.2.3. Mikrogogaltim asamasi

Mikrocogaltim amaciyla, slrgin ucu kdltirinden elde edilen
bitkiciklerden alinan tek nodlar eksplant olarak kullaniimistir. Eksplantlar
in vitro ve steril gelisen bitkiciklerden alindigindan herhangi bir
sterilizasyon islemi yapilmamistir. Mikrocogaltim icin tek nodlar 1.0 mg/I
IAA ve 1.0 mg/I BAP ile 7 g/l agar, 30 g/l seker, 60 mg/l myo-inositol,
0,4 mg/|l thiamine, 1 g/l pridoksin ilave edilmis pH’si 5.8 olan 10 ml
DMS besin ortami (Cizelge 3.2.) igeren 15x2.5 cm boyutlarindaki tiplere
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dikilmistir [76]. Kulttrler, 22 °C sicaklik ve 16 sa aydinlik 8 sa karanlk
fotoperiyotta 145 pmol m™ s isik siddetinde kontrollii iklim odasinda 4-
7 hafta sureyle inklbe edilmistir [65, 75].

3.2.4. Mikrotuberizasyon asamasi
Mikrotuberizasyon deneyleri 2 asamada gergeklestirilmistir.

Ilk asamada, tek-nod patates eksplantlarindan mikrotuber olusumu
Uzerine eksplant dikim seklinin (Yatay, Dikey), ortam tipinin (Kati, Cift
fazli), ortam bilesiminin etkilerini belirlemek amaciyla, in vitro
cogaltilmis bitkilerden kesilerek elde edilen tek nod eksplantlari, JA (0.0,
10 ng/l, 1 ug/l ve 0.2 mg/l) , GAs (0.0 ve 0.2 mg/l) ve bunlarin birlikte
kombinasyonlar (Cizelge 3.3.) ile 80 g seker , 7 g agar iceren pH’si 5.7
olan DMS (Cizelge 3.2.) kati ve ya cift fazli besin ortamlarindan 50'ser
ml iceren 6.5x7.5 boyutlarindaki cam kavanozlara yatay ve dikey olarak
dikilmistir [28, 46, 61] (Sekil 3.1. ve Cizelge 3.4.). Eksplantlar, her
kavanozda 10 eksplant olacak sekilde 5 kavanoza dikilerek denemeler
her uygulama icgin 5 tekrarh olarak dizenlenmistir. Daha sonra kulttrler
22-25 °C sicaklik, 145 pmol m™ s isik siddetinde ve 8 sa aydinlik 16 sa
karanlk fotoperiyoda ayarlanmis iklim odasinda 4-6 hafta slreyle
inkibe edilmistir [22]. Bu slUre sonunda tek nodlardan elde edilen
eksplant sayisi, mikrotuber elde edilen eksplant sayisi, mikrotuber
sayisl, mikrotuber agirliklari, eksplant verimi (mikrotuber elde edilen
eksplant sayisi/toplam eksplant sayisi) mikrotuber verimleri (mikrotuber
sayisi/toplam eksplant sayisi) her grup icin belirlenmistir. Verimler, sekil

ve cizelgelerde yluzde (%) olarak belirtilmistir.
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YATAY DIKEY

SIVI

KATI

CIFT FAZLI

Sekil 3.1. Tek-nod eksplantlarin ortamlara dikim sekilleri.

Ilk asamada mikrotuber olusumu bakimindan, en iyi sonucu veren
hormon kombinasyonu, ortam tipi ve dikim sekli; ikinci asamada kontrol
grubu olarak dederlendirilmistir. Ikinci asamada; tek nod eksplantlari,
JA, AC ve agarin farkh kombinasyonlarini iceren cift fazli ortamlarda kisa
gun (8 sa isik, 16 sa karanlik) ve strekli karanlik fotoperiyotlarinda
inkibe edilerek mikrotuber olusumu Uzerindeki etkileri arastiriimistir.

Mikrocogaltimla elde edilmis ve saglikli olan bitkilerden elde edilen tek
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bogum eksplantlari Cizelge 3.5.’te belirtilen JA (0.0 ve 0.2 mg/l), AC (0
ve %0.2) ve agar (%0.5, %0.7) kombinasyonlari ile 80 mg/| seker ilave
edilmis besin ortamindan 10’ar ml iceren 15x2.5 cm boyutlarindaki
80’er adet tlipe dikilmistir [28, 77]. Kulturler 23 °C sicaklik ve 145 pmol
m™2 s™! siddetinde isikta, tiplerin bir grubu aliiminyum folyo ile tamamen
kapatilarak karanlikta ve diger grubu da 8 sa aydinlik 16 sa karanlk
fotoperiyoda ayarlanmis iklim odasinda 8 hafta inkibe edilmistir. Bu
sire sonunda mikrotuberler hasat edilerek gbézlemler yapilmistir [78].
Tek nod kdultlrlerinden elde edilen toplam eksplant sayisi, mikrotuber
elde edilen eksplant sayisi, ortalama mikrotuber adirliklari, eksplant
verimi (mikrotuber elde edilen eksplant sayisi/toplam eksplant sayisi)
ve mikrotuber verimleri (mikrotuber sayisi/eksplant sayisi) her grup igin

belirlenmistir. Mikrotuber verimleri yizde (%) olarak belirtilmistir.

Mikrotuberizasyon deneylerinin tim asamalar ile ilgili akis semasi toplu

olarak Sekil 3.2.’de verilmistir.
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Cizelge 3.5. Mikrotuberizasyon asamasinin ikinci deney grubunda
kullanilan DMS ortamlarinin JA-AC-Agar kombinasyonlari ve inklbe

edildikleri fotoperiyotlar.

Jasmonik Asit (JA) Aktif Komiir Agar
(Aktif Karbon-AC)
i Madde
EotoperyoL iktar 0 mg/I 0.2 mg/I 0 mg/I %0.2 %0.5 %0.7
Ortam adi
K X X X
Kisa glin(X) D X X X
(8 sa aydinlik-
16 sa karanlik) E X X X
F X
K X
Karanlik(Y) -
E X X
F X
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Sekil 3.2. Mikrotuberizasyon asamasindaki deneylerin akis semasi.

1. MIKROTUBERIZASYON DENEY1

KONTROL

JASMONIK ASIT (JA)

/

!

N\

/ 1\

GIBERELLIK ASIT (GA3)

(0.2 mg/1)

vatay | oikey || ciFrrazu || @28/t | e/t | 20ne/ ’/ l \‘
) | o) (KC) (A) (B) (€) YATAY || DIKEY || GiFTFAZLI
/ \ /\ /\ (GY) | (GD) (GC)
GA; | GA; || GA; | GA; || GAs | GA;
(+) (-) (+) (-) (+) (-)
YATAY ’// / j / / l ‘ ‘ \\\ YATAY
VATAY | YATAY || YATAY || YATAY
(AGY) (BOY) (CGY) (coy)
(AOY) (BGY)
DIKEY v/ v | v | L \ DIKEY
(AGD) DIKEY DIKEY || DIKEY DIKEY (COD)
! (AOD) (BGD) || (BOD) (CGD)
) S
CIFT FAZLI I CiFT FAZLI * CIFT FAZLI || CiFT FAZLI
(AGC) (AOC) CIFT FAZLI || GIFT FAZLI (CGC) (COC)
(BGC) (BOC)
2. MiKRb{UBERiZASYON DENEYI
KISA GUN (X) KARANLIK (Y)
o W \
FX Fy
(%0,2 AC + KONTROL (%0,2 AC +
EX %0,5 Agar) (KY) / DY %0 5 Agar)
DX (0,2 mg/l JA ¥ (0,2 mg/I JA + EX ’
(0,2mg/lJA+ Il 902 AC + %0.2AC+ | (02 me/lIA+
%0,2 AC + %0,7 Agar) %0,5 Agar) %0,2 AC +
%0,5 Agar) %0,7 Agar)
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3.2.5. Dis kosullara alistirma

Mikrotuberizasyon asamasindan elde edilen mikrotuberler 2:1 torf-perlit
karisimi iceren kuglUk saksilara dikildi ve 22-24 °C sicaklik, %60 nem,
145 pmol m™? s siddetinde i1sik ve 16 sa aydinlik 8 sa karanlik
fotoperiyoduna ayarlanmis iklim odasina yerlestirilerek gelismeleri takip

edilmistir [23].

Sekil 3.3. Deneyin cesitli asamalarindan gérintuler.

3.2.6. Deneysel verilerin degerlendirilmesi

Patateste in vitro mikrotuberizasyon yoluyla elde edilen mikrotuber
sayllari ve agirliklariyla ilgili verilerin istatistiksel analizleri SPSS paket

programi kullanilarak yapilmistir. Varyans analizleri ve istatistiksel
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testler sonucunda her bir degisken icin en kiglik 6nemli farkhliklar

(LSD) %1 ve %5 6nem araliklarinda hesaplanmistir.

Mikrotuberizasyon denemelerinde tim grup karsilastirmalarinda varyans
analizi icin Oneway-ANOVA, ve sonrasinda grup igi ve gruplar arasi
karsilastirmalarda Duncan Coklu Karsilastirma Testi kullaniimistir [79].
Ylzde olarak elde edilen verimlerin karsilastirilmasinda ise Kruskal-
Wallis Testi kullanilmistir [80].
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4. BULGULAR

Bu bdélimde, Solanum tuberosum L. cv Marfona’nin in vivo slrgun
olusumu asamasi, sonrasinda yapilan in vitro sirgin ucu kultarid ve
devamindaki mikrocogaltimdan elde edilen bitkiciklerden kurulan tek
nod kultlrda aracihgiyla, in vitro kosullarda mikrotuber Uretimi Gizerinde,
eksplant dikim sekli, ortam tipi, ortam bilesimi ve fotoperiyodun

etkileriyle ilgili sonuglar verilmistir.

Yazlik hasat ddéneminde (Temmuz-Ekim arasi) toplanmis olan S.
tuberosum L. cv. Marfona tuberleri, perlit doldurulmus saksilara
dikilerek 30-35 °C sicaklik, %60-65 nem, 145 pmol m™? s siddetinde
Istkk ve 16 sa aydinlik 8 sa karanlik fotoperiyoduna ayarlanmis iklim

odasinda 4 hafta sonunda basarli bir gekilde sldrgin olusumu

saglanmistir (Sekil 4.1.).

Sekil 4.1. Tuberler Uzerinde olusan a) 1-2 haftalik surglin, b) 3-4

haftalik strgun.

Tuberlerden elde edilen sirgin uclarindan, 30 g/l seker, 7 g/l agar, 0,2
mg/l GAs, 0,2 mg/I Kinetin, 0,2 mg/lI IAA ve 100 mg/l Myo-inositol ilave
edilmis pH’si 5.8 olan DMS besin ortamlarinda 20-22 °C sicaklik, 145
pumol m™ s siddetinde 1sik ve 16 sa aydinlik 8 sa karanlik fotoperiyotta

2-2,5 ay sonunda patates bitkicikleri elde edilmistir (Sekil 4.2.).
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a)

Sekil 4.2. Sirgln ucu kulltirinden elde edilen bitkiler a) 3-4 haftalik,
b) 6 haftalik.

b)

Mikrogogaltim igin, slirgin ucu kdltlri ile elde edilen bitkiciklerden
alinan tek nodlar, 1.0 mg/l IAA ve 1.0 mg/l BAP ile 7 g/l agar, 30 g/I
seker, 60 mg/l myo-inositol, 0,4 mg/l thiamine, 1 g/I pridoksin ilave
edilmis pH’siI 5.8 olan DMS besin ortami iceren tiplere dikilerek, 22 °C
sicaklik ve 16 sa aydinlik 8 sa karanlk fotoperiyotta 145 pmol m?2 st
Isik siddetinde kontrolli iklim odasinda 4-7 hafta slreyle inklbe
edilmistir. Bodylece, mikrotuberizasyon asamalari igin gerekli olan
eksplant sayisinin (1. mikrotuber deneyi icin 1200 adet ve 2. mikrotuber
deneyi icin 320 adet) elde edilebilecedi kadar saglikli patates bitkisi
cogaltiimistir.

Mikrotuberizasyon calismalari 2 asamada gerceklestirilmistir. 1ilk
asamada, tek-nod patates eksplantlarindan mikrotuber olusumu tzerine
eksplant dikim seklinin (Yatay, Dikey), ortam tipinin (Kati, Cift fazlh),
ortam bilesiminin [JA (0.0, 10 ng/l, 1 ug/l ve 0.2 mg/l) ve GAs; (0.0 ve
0.2 mg/l)] mikrotuber olusumu Uzerindeki etkileri belirlenmistir. Bu
asamada mikrotuber olusumu bakimindan, en iyi sonucu veren hormon
kombinasyonu, ortam tipi ve dikim sekli; kontrol grubu olarak
degerlendirilmistir. Ikinci asamada; bu kontrol grubuna karsilik tek nod
eksplantlari, JA (0.2 mg/l), AC (%0.2) ve agarin (%0.5, %0.7) farkl
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kombinasyonlarini iceren cift fazlh ortamlarda kisa gin (8 sa 1sik, 16 sa
karanlik) ve surekli karanlik fotoperiyotlarinda inkibe edilerek
mikrotuber olusumu Uzerindeki etkileri belirlenmistir. Mikrotuberizasyon
deneylerinde kullanilan tim kombinasyonlar Sekil 3.3.te verilen deney

akis semasinda toplu bir sekilde gdsterilmistir.

Mikrotuberizasyon c¢alismalarinin her iki asamasi igin elde edilen

sonuclar, ayri basliklar altinda verilmistir.

4.1. Eksplant dikim sekli, ortam tipi ve ortam bilesiminin
mikrotuber olusumu lizerine etkileri

(1. Mikrotuberizasyon Denemelerinin Sonuglari)

Ortam bilesimi ve eksplant dikim seklinin mikrotuber agirhgi ve verimi

Uzerindeki etkileri ile ilgili bulgular Cizelge 4.1.’de go6sterilmistir.

Ortam tipi, eksplant dikim sekli ve ortam bilesiminin (JA ve GA3)
etkilerinin ve etkilesimlerinin mikrotuber verimi (elde edilen eksplant
basina olusan mikrotuber sayisi) ve mikrotuber agirhdr (zerindeki

etkilerinin 6nemli oldugu belirlenmistir (p<0.05).

Cizelge 4.1. incelendiginde kontrol grubunda ve JA bulunan ortamlarda
mikrotuber olustugu, buna karsiik GAs; bulunan ortamlarda ise
neredeyse hic mikrotuber olusmadigi gbzlenmistir. Dolayisiyla
mikrotuber olusturmak Uzere hazirlanan ortam bilesiminde GAs'Un

bulunmamasi gerektigi sonucuna varilmistir.

27



Cizelge 4.1. Ortam bilesimi ve bitki dikim seklinin mikrotuber olusumu

Uzerine olan etkisi ile ilgili veriler.

Ortam Dikim JA GA: Ortam Toplam M.Tuber Mikro ort. Mikro
grubu sekli (0,2 adi eksplant | elde Tuber Tuber
mg/l) sayisi edilen sayisi ve Agirhgi
eksplant mikrotuber | (mg)
sayisi ve | Verimi (%)
eksplant
verimi
(%)
Yatay - - KY 66 0 0 0
K Dikey - - KD 70 0 0 0
Cift - - KC 55 4 5 176+57 ¢*
Fazli (%7.27) (%9,09)
Yatay - AQOY 64 12 13 3749 a
(%18,75) (%20,31)
+ AGY 80 0 0 0
Dikey 0,2 - AOD 68 16 18 97+26 ab
A mg/l (%2352) | (%26,47)
+ AGD 93 0 0 0
Cift - AOC 52 16 19 118+26 bc
Fazli (%30,76) (%36,53)
+ AGC - - - -
Yatay - BOY 48 12 15 35t8 a
(%25) (%31,25)
+ BGY 72 0 0 0
Dikey - BOD 40 6 (%13,04) 8 45+7 a
B 1 pg/l (%20)
+ BGD 64 0 0 0
Cift - BOC 53 15 (%28,3) 24 55+14 ab
Fazli (%45,28)
+ BGC 30 0 0 0
Yatay - CcoyY 69 0 0 0
+ CGY 73 4 5 2445 a
(%5,47) (%6,84)
Dikey - COD 69 0 0 0
C 10 ng/l + CGD 65 4 7 3249 a
(%6,15) (%10,76)
Cift - cocC 63 24 28 38+8 a
Fazl (%38,09) (%44.,4)
+ CGC 41 0 0 0
Yatay - + GY 66 0 0 0
G Dikey - + GD 70 0 0 0
Cift - + GC 41 0 0 0
Fazl
Toplam 1412 114 142 49+5
(%8,07) (%10,05)

*Duncan coklu karsilastirma testine gére ayni situnda farkl harfler ile gésterilen
ortalamalar arasindaki farklar énemlidir ( p<0.05 ).

Cizelge 4.1. incelendiginde eksplant verimi (mikrotuber elde edilen
eksplant sayisi/toplam eksplant sayisi) ile mikrotuber verimi

(mikrotuber sayisi/toplam eksplant sayisi) arasindaki iliskinin genellikle
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dogru orantili olarak arttigi gézlenmistir. Buna gore yulksek mikrotuber
verim yuzdesine sahip olan AOC (Cift fazh - 0,2 mg/I JA)(%36,53), BOC
(Cift fazh - 1 pg/l JA)(%45,28) ve COC (Cift fazhh — 10 ng/l JA)(%44,4)
ortam gruplarinin  mikrotuber elde edilen eksplantlarinin verim
ylzdesinin de yiksek oldugu (AOC- %30,76, BOC- %28,3), COC-
%238,09) belirlenmistir. Dlsuk mikrotuber verimine sahip olan KC (Cift
fazli - kontrol)(%9,09), CGY (Yatay- 10 ng/l JA + 0,2 mg/| GA3)(%©6,84)
ve CGD (Dikey-10 ng/I JA + 0,2 mg/l GA3)(%10,76) ortam gruplarinin
eksplant verim ylzdelerinin de distk oldugu (KC- %7,27, CGY- %5,47,
CGD- %6,15) gorulmustar.

Sekil 4.3.'te gorildiga gibi en yuksek tuber verimleri, BOC (Cift fazh -
1 pg/l JA)(%45,28), COC (Cift fazli — 10 ng/l JA)(%44,4) ve AOC (Cift
fazli - 0,2 mg/l JA)(%36,53) gruplarinda elde edilmistir. Buna gore, cift
fazli besin ortaminin mikrotuber olusumu icin daha uygun oldugu

sonucuna varimistir.
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Ortam gruplari

Sekil 4.3. Ortam bilesimi ve eksplant dikim seklinin mikrotuber verimi

(elde edilen tuber sayisi/toplam eksplant sayisi) ile iliskisi.
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Cizelge 4.1.'de mikrotuber agirliklari ve Sekil 4.4.te ortam bilesimi ve
eksplant dikim seklinin mikrotuber agirhgr ile iliskisini gosteren
histogram incelendiginde; mikrotuber agirligi ile ortam bilesimi ve
eksplant dikim sekli arasinda 6nemli bir iliski oldugu gorilmektedir
(p<0.05). Mikrotuber agirigi bakimindan en ylksek dedgerler sirasiyla
KC (Cift fazh - kontrol)(176 mg), AOC (Cift fazli - 0,2 mg/l JA)(118 mg)
ve AOD (Dikey - 0,2 mg/l JA)(97 mg) ortam ve dikim kosullarinda elde
edilmistir. Yatay ve dikey dikim sekillerinin, ortalama mikrotuber agirhgi
ve mikrotuber verimine etkileri arasinda genel olarak édnemli bir fark

bulunmamistir.
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Sekil 4.4. Ortam bilesimi ve eksplant dikim seklinin mikrotuber agirhgi
(mg) ile iligkisi.

Sonug olarak, eksplant dikim sekli, ortam tipi ve JA - GAs etkilesiminin
mikrotuber olusumuna etkisinin arastinldigi 1. Mikrotuberizasyon
denemelerinde mikrotuber verimi en yuksek grup %45,28 ile BOC (Cift
fazli - 1 pg/l JA) ve mikrotuber agirligi bakimindan en yiksek deger
elde edilen grup 176 mg adirlik ortalamasi ile KC (Cift fazli - Kontrol)
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olarak belirlenmistir. Ancak butin veriler ortak paydada incelendiginde
ve tohumluk patates olarak kullanilacak mikrotuber kriterleri goz
ontnde bulunduruldugunda (Sekil 4.5.) hem mikrotuber verimi hem de
mikrotuber agdirigi acgisindan ytksek dederlere (Mikrotuber verimi =
%236,53 ve Ort. Mikrotuber agirhgi = 118 mg) sahip olan AOC (Cift fazli
- 0,2mg/Il JA) grubu, 2. Mikrotuberizasyon deneylerinde kontrol grubu
olarak kullanilmistir (Sekil 4.6.).
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Bitki gruplari

Sekil 4.5. a) Ortam dikim sekillerinin mikrotuber verimine etkisini
gbsteren grafik, b) ortam dikim sekillerinin ortalama mikrotuber

adgirliklarina etkisini gésteren grafik.
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b) c)

Sekil 4.6. a) AOC (Cift fazli - 0,2mg/Il JA) ortaminda mikrotuberler, b)
KC (Cift fazli = Kontrol) ortam grubundan elde edilen mikrotuberler, c)
BOC (Cift fazh - 1ug/l JA) ortaminda mikrotuberler.

4.2. Farkh AC, JA, agar kombinasyonlari ve
fotoperiyodun mikrotuber olusumu iizerine etkileri

(2. Mikrotuberizasyon Denemelerinin Sonuglan)

Ortam bilesimi ve fotoperiyodun mikrotuber agirligi ve verimi lzerindeki

etkileri ile ilgili bulgular Cizelge 4.2.’de go6sterilmistir.

Varyans analiz sonuglan incelendiginde, ortam bilesimi (JA, AC, Agar)

ve fotoperiyodun (Kisa glin, Karanlik) etkilerinin ve etkilesimlerinin
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mikrotuber verimine (elde edilen eksplant basina olusan mikrotuber
sayisl) ve mikrotuber agirligina etkileri istatistiksel olarak énemli oldugu

goérulmauastur (p<0.05).

Cizelge 4.2. Ortam igerigi ve fotoperiyodun mikrotuber olusumuna ve

agirhgina olan etkisi ile ilgili veriler.

Ortam Foto- JA AC Agar | Ortam Topla | M.Tuber Mikro Oort.
grubu periyot (0,2 (% (%) | adi m elde Tuber Mikrotuber
mg/l) | 0,2) ekspl | edilen sayisi ve Agirhiga
ant eksplant mikrotube | (mg)
sayisl | sayisl ve r Verimi
eksplant (%)
verimi
(%)
Kisa gln + - 0,7 KX 37 12 13 59,2+25,2
K (%32,43) | (%35,13) ab¥*
Karanhk + - 0,7 KY 40 1 1 9+0 a
(%2,5) (%2,5)
Kisa gln + + 0,7 DX 38 13 18 58+11,3
D (%34,21) | (%48,64) ab
Karanlik + + 0,7 DY 39 2 2 68,2+11,1
(%5,12) (%5,12) ab
Kisa gln + + 0,5 EX 40 9 22 47,3£9,4
E (%22,5) | (%56,41) ab
Karanhk + + 0,5 EY 40 13 18 35,3+6,4
(%32,5) (%46,15) ab
Kisa gln - + 0,5 FX 40 26 40 127+21,5
F (%65) (%100) ab
Karanlk - + 0,5 FY 35 24 48 183+37,1
(%68,57) (%137) b
Toplam 309 100 162 106,3+12,9
(%32,36) | (%52,42)

*Duncan coklu karsilastirma testine gére ayni sttunda farkh harfler ile gdésterilen
ortalamalar arasindaki farklar énemlidir ( p<0.05 ).

Cizelge 4.2. incelendiginde eksplant verimi (mikrotuber elde edilen
eksplant sayisi/toplam eksplant sayisi) ile mikrotuber verimi
(mikrotuber sayisi/toplam eksplant sayisi) arasindaki iliskinin genellikle
dogru orantili olarak arttigi gézlenmistir. Buna goére yiksek mikrotuber
verim ylzdesine sahip olan FY (Karanlik - %0,2 AC+%0,5 Agar)(%137)
ve FX (Kisa gin - %0,2 AC+%0,5 Agar)(%100) ortam gruplarinin
mikrotuber elde edilen eksplantlarinin verim vylzdesinin de ylksek
oldugu (FY- %68,57 ve FX- %65); distik mikrotuber verimine sahip
olan KY (Karanhk - 0,2 mg/l JA+%0,7 Agar)(%?2,5) ve DY (Karanlik -
0,2 mg/l JA + %0,2 AC+ %0,7 Agar)(%5,12) ortam gruplarinin
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mikrotuber elde edilen eksplantlarinin verim yizdesinin de disltk oldugu
(KY- %2,5 ve DY- %5,12) gorulmektedir.

Cizelge 4.2. incelendiginde kisa gin fotoperiyodu ile mikrotuber agirhgi
arasindaki iliskinin 6nemli oldugu fakat karanlik fotoperiyot ile
mikrotuber agirligi arasindaki iliskinin 6énemli olmadigi goérilmektedir
(p<0.05). Ayrica denemelerde eksplantlarin verdigi tuber sayisina gore
hesaplanan ve vyuzde seklinde elde edilen verimin, JA (0,2 mg/l)
bulunan ortam gruplarinda kisa gin fotoperiyodunda karanlk
fotoperiyoda gore daha yliksek oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.7.).
Bunun sonucu olarak JA'in etki mekanizmasinda isigin etkili oldugu
disintlmustiar. Diger yandan AC (%0,2) tek basina ortamda
bulundugunda (F grubu) karanhkta daha ylksek verim elde edildigi
gozlenmistir (Sekil 4.7.). Dolayisiyla AC'nin karanlikta daha etkili bir

sekilde mikrotuber olusum mekanizmasini destekledigi distnlilmistir.

160
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100

(o))
o

IS
o

Mikrotuber verimi(%o)
0]
o

N
o

o

KX KY DX DY EX EY FX FY

Ortam gruplan

Sekil 4.7. Ortam bilesimi ve fotoperiyodun mikrotuber verimi (elde
edilen tuber sayisi/eksplant sayisi) ile iliskisi.
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Sekil 4.8. Ortam bilesimi ve fotoperiyodun mikrotuber agirligi (mg) ile
iliskisi.

Cizelge 4.2. ve Sekil 4.8. incelendiginde denemelerdeki ortam bilesimi
ve fotoperiyot ile mikrotuber agirligi arasindaki iliskinin 6nemli oldugu
gorilmektedir (p<0.05) ve mikrotuber agirhgi bakimindan en ylksek
degerler sirasiyla FY (Karanlik - %0,2 AC, %0,5 Agar)(183 mg) ve FX
(Kisa gun - %0,2 AC, %0,5 Agar)(127 mg) gruplarinda elde edilmistir
(Sekil 4.9. ve 4.10.). Bu sonuca gore aktif kdmartn (AC) tuber agirligini
artirici yénde etkisi oldugu tespit edilmistir. Istatistiksel testler
sonucunda ve ayni ortam grubunun her iki fotoperiyotta da ylksek
deger vermesinden de anlasiimistir ki; fotoperiyot ile mikrotuber agirhgi

arasindaki iliski dnemli bulunmamistir.
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Sekil 4.9. FY (Karanlk - 9%.0,2 AC+ 9%0,5 Agar) ortaminda
mikrotuberler.
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Sekil 4.10. a) Fotoperiyodun mikrotuber verimine etkisi, b)

fotoperiyodun ortalama mikrotuber agirliklarina olan etkisi.

Sonu¢ olarak; en yuksek mikrotuber verimi %137 ve en ylksek
ortalama mikrotuber agirhg 183 mg olan grup FY (Karanhk- %0,2 AC,
%0,5 Agar) olarak tespit edilmistir. Mikrotuber olusumu icin en uygun
kosullarin karanlik fotoperiyotta %0,2 AC ve %0,5 agar eklenmis cift
fazli MS besin ortami oldugu belirlenmistir (Sekil 4.9. ve Sekil 4.10.).

Ayrica tohumluk patates olarak kullanilmasi igin Uretilen mikrotuberler

dis kosullara uyum saglayip saglayamadiklar tespit edilmek U(zere
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saksilara ekilmis ve 20-22 °C sicaklik, 145 pmol m™ s siddetinde Isik
ve 16 sa aydinlik 8 sa karanhk fotoperiyoduna ayarlanmis iklim
odasinda inklibe edilerek go6zlenmistir. Daha sonra mikrotuberlerden
gelisen bitkilere bakildiginda mikrotuber agirligi daha fazla olan, yani
daha iri mikrotuberlerden bitki gelisiminin daha hizl oldugu goézlenmistir

(Sekil 4.11.).

g ) A
Sekil 4.11. Saksilara dikilen mikrotuberlerden bitki eldesi (3-4 haftalik
bitkiler).
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5. SONUCLAR VE TARTISMA

Calismada ekonomik degeri olan Solanum tuberosum L. cv. Marfona’nin
in vivo surgun olusumu, sonrasinda yapilan in vitro stirgin ucu kultard
ve devaminda mikrocogaltiimasi ile elde edilen bitkiciklerden,
mikrotuber olusumu Ulzerinde Jasmonik Asit’'in etkisi ve ayrica farkl
ortam tipleri ve fotoperiyotlarda JA'in, GAs ve aktif kdmdar ile olan iliskisi

arastiriimistir.

Ilk olarak, S. tuberosum L. cv. Marfona tuberlerinden, iklim odasinda
perlit doldurulmus saksilarda 30-35 °C sicaklik, %60-65 nem, 145 pmol
m™ s siddetinde i1sik ve 16 sa aydinlik 8 sa karanlik fotoperiyotta 4
hafta sonunda sirgin olusumu saglanmistir. Benzer olarak Moeinil vd.
[73], 16 sa aydinlik 8 sa karanlik fotoperiyotta, 37 °C sicaklik, toprak ve
kum doldurulmus saksilardaki patates tuberlerinden  sirglin elde

etmislerdir.

Calismamizda, tuberlerden elde edilen sirgun uglari, 30 g/l seker, 7 g/l
agar, 0,2 mg/l GAs, 0,2 mg/l Kinetin, 0,2 mg/l IAA ve 100 mg/l Myo-
inositol ilave edilmis pH’si 5.8 olan DMS besin ortamlarinda, 20-22 °C
sicaklik, 145 pmol m™ s siddetinde isik ve 16 sa aydinlik 8 sa karanlik
fotoperiyotta iklim odasinda 2-2,5 ay sonunda bitkicikleri olusturmustur.
Patateste benzer hormonlar kullanmis olan Sangwan vd. [74] ise en iyi
sonucu 0.1mg/l Kinetin, 0.1mg/l GAs ve 0.5mg/l IAA iceren MS besin
ortaminda elde etmislerdir. Diger yandan Zhang vd. [81], ortama 10
mg/l IAA ve 0.5 mg/l GAs ilave etmenin sirgln gelisimini tesvik ettigini

tespit etmislerdir.

SUrgldn ucu kultlrd ile elde edilen bitkiciklerden alinan tek nodlar, 1.0
mg/l IAA ve 1.0 mg/l BAP ile 7g/l agar, 30g/l seker, 60 mg/l myo-
inositol, 0,4 mg/l thiamine, 1 g/l pridoksin ilave edilmis pH’sI 5.8 olan
DMS besin ortamlarinda, 22 °C sicaklik ve 16 sa aydinlik 8 sa karanlk
fotoperiyotta 145 pmol m™ s isik siddetinde kosullarinda gogdaltilmistir.
Gopal vd. [65], mikrocodaltim amaciyla, strgin ucu kultlri ile elde
edilen bitkiciklerden alinan tek nodlari, 1,0 mg/l IAA ve 1,0 mg/l 6-
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Benzilaminoplrin (BAP) ile 7 g/l agar, 30 g/l seker, 60 mg/l myo-
inositol, 0,4 mg/I thiamine, 1 g/l pridoksin ilave edilmis pH’si 5.8 olan
DMS besin ortamlarinda, 22 °C sicaklik ve 16 sa aydinlik 8 sa karanlik
fotoperiyotta 145 pmol m™2 s isik siddeti kosullarinda 4-7 hafta sireyle

inkibe etmislerdir.

Calismamizda gerek in vivoda tuberlerden sirgin olusumu ve gerekse
in vitroda slrgun ve bitki gelisimi, 16 sa aydinlik - 8 sa karanhk (uzun

gun) fotoperiyotta gercgeklestirilmistir.

Mikrotuberizasyon denemelerinin ilk asamasinda tek-nod patates
eksplantlarindan kisa gin (8 sa i1sitk ve 16 sa karanlik) fotoperiyodunda
mikrotuber olusumu bakimindan 0,2 mg/l JA iceren gift fazli besin
ortami (AOC) ve en iyi sonucu veren ortam olarak belirlenmis ve ikinci
asamada kontrol grubu olarak ele alinmistir. Sonraki mikrotuberizasyon
denemelerinde JA (0,2 mg/l), AC (%0,2) ve agarin (%0,5, %0,7) farkl
kombinasyonlarini iceren cift fazli ortamlarda kisa giin (8 sa 151k — 16 sa
karanlik) ve slrekli karanlik fotoperiyotlarinda inklibe edilen tek nod
eksplantlarindan mikrotuber olusumu Uzerinde en etkili ortam ve
kosullarin  %0,2 aktif kdmur (AC) ve %0,5 agar iceren cift fazli MS
besin ortami ve karanhk fotoperiyot oldugu belirlenmistir. Mikrotuber

denemelerinde besin ortamlarina %8 seker ilave edilmistir.

Patateste tuber olusumu gevresel ve hormonal kontrol altinda olan bir
surectir. Ayni sekilde, mikrotuberizasyonda da in vitro biyime kosullar

arasindaki bircok iliski mikrotuber olusumunu etkilemektedir.

In vitro mikrotuberizasyonu etkileyen 6nemli faktérler; ortamdaki seker
konsantrasyonu, ortama ilave edilen blUyime dilzenleyicilerin dozu,
ortam tipi, kultlir sekli ve patates kultirlerinin inklibe edildigi ortam
kosullar (sicaklik, fotoperiyot) olarak belirtilmektedir [76, 43, 82, 83].

Calismamizda Mikrotuberizasyon ortamina ilave edilen %8 seker, tuber
olusumunu basarili bir sekilde desteklemistir. Benzer olarak, Aslam ve

Igbal [84] yaptiklarni galismada, mikrotuber olusumu icin %8 seker
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konsantrasyonunun en iyi sonuglari verdigini tespit etmislerdir. Ayni
sekilde Khuri ve Moorby [85] tarafindan, yiksek seker seviyesinin,
kolayca blnyeye alinabilen ve mikrotuber gelisimi icin nisastaya
donulstiardlebilen iyi bir karbon kaynadi saglamasinin yani sira fazlaca
sekerden dolayr olusan ylksek ozmotik potansiyele bagli olarak

kesintisiz bir nisasta sentezi sagladigi belirtilmistir.

Vreugdenhil vd. [86], kiltlir ortaminin kompozisyonuna baglh olarak, in
vitro kulltire alinmis aksiller tomurcuklarin; %8 sukroz varliginda
tuberlere, %1 sukroz varliginda sirginlere ve %8 sukroz ve 0.5 uM
giberellin varliginda stolonlara gelistigi gosterilmistir. Arastirmada
gelisimin farkh evrelerinde sekerin nisastaya doénlsimuine dahil olan
icsel seker, nisasta ve enzim seviyelerinde farklar oldugu; tuber
olusumu sirasinda glukoz ve fruktoz miktarinin azaldigi, diger yandan
sukroz sentaz, fruktokinaz ve ADP-glukoz pirofosforilaz aktivitelerinin
arttigi belirlenmistir. Bu artis tuberlerle sinirll olmus ve tomurcuk

tasiyan stolonlarda goérilmemistir.

Patateste tuberizasyonun, karbonhidrat kaynadi, giberellinler ve
antigiberellin-benzeri maddeler arasindaki etkilesimler tarafindan
dizenlendigi bir c¢ok arastirici tarafindan bildirilmistir. Harmey [87],
giberellik asidin tuber olusumunu glgli bir sekilde inhibe ettigini,
indolasetik asit ve maleik hidrazid’in tuberizasyonu destekledigini ve
govde pargalar karbonhidrat kaynaginin yeterli olmadigi az seker iceren
ortamda ortama bldyume duzenleyicilerinin ilavesinin, tuberizasyonu

tesvik edemedigini belirlemistir.

Patateste tuber olusumu Uzerindeki en dnemli gevresel faktdrlerden biri
fotoperiyottur. Kisa ginlerin, tuber olusumunu tesvik ettigi ve bu
etkisinin GA; seviyesindeki azalma ile iliskili oldugu bilinmekte ve ayrica
mikrotuberlerin olusumunda, genotipin ve fotoperiyodik uygulamalarin
etkili oldugu belirtilmektedir [43, 88].
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Carrera vd. [89] tarafindan yabani patateslerde tuberlerin sadece kisa
glinlerde olustugu ve bu tuber olusumunun giberellin uygulanarak
onlenebildigi gosterilmistir. Arastiricilar ayrica Giberellin biyosentez geni
GA20ox’'un transkripsiyonunun aydinlik-karanlik periyodunda azalip
cogaldigini ve kisa giunlerde GA; seviyelerinin azalmasina neden
oldugunu belirtmektedirler. Nitekim GA20o0x genini asiri ifade eden
patates bitkilerinde tuber olusumu gecikirken, bir antisens gen
aktarilarak GA20ox geninin acilmasli engellenince GA20o0x tuber
olusumunu arttirmasi, patateste tuber olusumunda bu genin 6nemini

gbéstermektedir.

Genelde, de-etiyolasyon, 1sigda bagimli tohum c¢imlenmesi, rozet
bitkilerde gévde blyumesinin fotoperiyodik kontroli ve patateste tuber
olusumuna fitokromlar aracilik eder. Fitokromun kismen, giberellin
biyosentezi ve parcalanmasi ile ilgili genlerin transkripsiyonundaki
degisiklerle giberellin dlizeyini ayarlayarak etki yaptigina iliskin kanitlar
bulunmaktadir [43].

Tuberlerde g6z adi verilen kisimlar dormansi kirilmasi ile filizlenir.
Ozellikle uzun giin uygulamasi dormansiyi kirar. Tuber olusumunu kisa
gln ve dormansinin kirilmasini sadglayan uzun gunidn algilanmasinin
fitokrom tarafindan yapildigi kanisi yaygindir. Ayrica slirgiin blylmesini

uyaran faktoérler, gicek, tuber ve meyve gelismini engellemektedir.

Claassens ve Vreugdenhil [90], patates tuberlerinde dormansinin
kirllmasinin, tuber olusumunun baslangig siirecinin tersi olup olmadigini
incelemigler ve sonug¢ olarak; tuber induksiyonu ile dormansinin
kirlmasi karsilastirildiinda, bazi hormonal aktivitelerin zit olarak
calisabilecegini, yani karbonhidratlar ve enzim aktivitelerinin tersine

dondurilmus olabilecedini 6ne stirmuslerdir.

Diger bir calismada [86] ortama ilave edilen GA4/; stolon uzamasini
destekleyip tuber olusumunu inhibe ederken, ABA tuberizasyonu tesvik
edip stolon uzamasini engelledigi belirlenmistir. I¢csel GA; seviyesinin

stolon uzamasi sirasinda yiksek oldugu, GA; seviyeleri ile ortamdaki
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sukroz konsantrasyonunun negatif iliskili oldugu ve GA.’in tuber
olusumu sirasindaki aktif GA olabilecedi sonucuna variimistir. Icsel ABA
seviyeleri stolon ve tuber gelisiminde dlismis, ABA seviyeleri ise tuber
olusumunu induikleyen (yuksek sukroz) ve indiuklemeyen (disltk sukroz)
kosullar altinda benzer seviyede kalmistir. Arastiricilar; GA’in tuber
olusumunda baskin bir dizenleyici oldugu, ABA'nin GA'in aksine
tuberizasyonu tesvik ettigi ve sukrozun tuber olusumunu GA seviyelerini

kontrol altinda tutarak diizenledigi sonucuna varmislardir.

Vreugdenhil ve Sergeeva [91], bitkilerdeki icsel giberellin seviyelerini
tuber olusturmayan kosullar altinda yuksek ve tuber olusturan kosullar
altinda dusuk olarak belirlenmistir. Giberellin biyosentezi engelleyicileri
(CCC, paclobutrazol vb.) uygulandiginda tam tersi etki yaparken,
ortama ilave edilen giberellinler tuber olusumunu inhibe etmistir.
Giberellinlerin tuberizasyonda gergeklesen hicresel olaylarda; vyani
hicre bélinmesi, hlicre genislemesi ve mikrotubdllerin yerlesiminde rol

aldigini belirtmiglerdir.

Giberellin-fotoperiyot etkilesiminin  patateste mikrotuberizasyonun
kontrolline etkisinin incelendigi diger bir calismada [92] eksplant olarak
kullanilan tek nodlar %2 sukroz iceren MS ortaminda 6 hafta boyunca
16 sa aydinlik (uzun gin) fotoperiyodunda ve sonrasinda 8 sa (kisa
gin) ve 16 sa (uzun gun) fotoperiyotlarinda 3 hafta daha inklbe
edilmistir. Daha sonra giberellin icerigi belirlenmistir. S. tuberosum ssp.
andigena bitkilerinin, tuber olusumu igin kisa gun fotoperiyoduna ihtiyag
duydugu ve bu sirecin giberellinler tarafindan da kontrol edildigi
sonucuna varmiglandir. Ayrica tuber olusumunun, her ne kadar yer alti
stolonlarinda yer aliyor olsa da, fotoperiyodun yapraklarda algilandigini,
ancak, fotoperiyoda bagl tuber olusumunun belli asamalarinda (tuber-
indlkleyici sinyallerin genlerini etkilemesi, stolonlarin tubere déntsimu
gibi) bu karmasik gelisme isleminin dlzenlenmesi icin GA’lerin

faaliyetine ihtiyac oldugunu vurgulamislardir.
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Jasmonik asidin tuber indlkleyici bir sinyal olarak tasindigini ve tuber
olusumunda ve gelisiminde yer aldigi belirtiimektedir [63]. Ortamda JA
bulundugunda GA3s’in tuberizasyon (zerindeki inhibe edici etkisinin
ortadan kaldirildigi goézlenmistir. Bunun nedeni olarak; JA’in GA'lerin

etkisini antagonize etmesiyle iliskili olabilecedi distnidlmustir [83, 93].

Abdala vd. [94] yaptiklar calismada, bitki gelisiminin ilk asamalarinda
en yuksek JA konsantrasyonunu yapraklarda tespit etmis, tuber
olusumu basamadinda ise en vylksek icerigin kdklerde oldugunu
belirlemislerdir. Tuber gelisimi basamadinda stolonlardaki JA
konsantrasyonunda énemli bir dlsts bulunmustur. Yapraklardaki metil
jasmonat (Me-JA), JA ile ayni tabloyu c¢izmemistir; Me-JA
konsantrasyonunun gelisim basamaklari siresince azaldigi, ancak JA
konsantrasyonunun ylkseldigi gézlenmistir. Toplamda en fazla miktarda
JA+Me-JA seklinde ifade olan JA, tuber olusumunda belirlenmistir.
Belirlenen iki GA'ten, GAs bitln organlarda en gok bulunan olarak tespit
edilmistir. Tuber olusumu asamasinda ise GA; ve GAs en ¢ok stolonlarda
bulunmustur. Elde edilen sonuglar; JA ve GA’lerin ylksek seviyedeki
konsantrasyonlarinin gelisme doénemine badl olarak, 6zellikle stolon
blylimesi ve tuber olusumu asamalarinda farkli dokularda oldugunu

goOstermistir.

Calismamizda, ortam tipi ve dikim sekli bakimindan en iyi mikrotuber
verimi ve mikrotuber agirhg: cift fazh (kati+sivi) besin ortaminda elde
edildigi sonucuna benzer olarak; cgesitli mikrotuber Uretim
yontemlerinde en iyi verimin iki fazli kati gogaltim-sivi indiksiyon
sisteminden alindigi gézlenmistir [28]. Yapilan baska bir calismada [62]
ise, sivi ve kati ortamda mikrotuber olusumu karsilastiriimis ve sivi
ortamda inkilibe edilen kdiltlrlerden kati ortamdakilere gére agirligi daha
fazla olan mikrotuberler elde edilmistir. Pelacho vd. [95]'nin yaptigi bir
calismada ise, yari-kati ortamdan elde edilen tuberizasyon orani ve
tuber agirligi dederlerinin, sivi ortamdan elde edilen degerlere gore

daha yiksek oldugu belirtilmistir. Calismamizda kullanilan ve iyi sonug
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veren cift fazh (kati+sivi) besin ortaminin tuberizasyon Uzerindeki
olumlu etkisi, bitkinin, ortamda bulunan ve tuberizasyon icin gerekli

olan maddeleri daha iyi adsorbe edebilmesine bagh olabilir.

Calismamizin mikrotuber deneylerinin ilk asamasinda, sadece JA
bulunan ortamlarda tuber olusmasi, JA ile birlikte GAs‘in bulundugu
ortamlarda tuber elde edilememesinin, GAs’in JA lzerindeki antagonistik

etkisi nedeniyle ortaya ciktigr distndlmustir.

Benzer bir calismada da, giberellinler disaridan ilave edildiginde tuber
olusumunda negatif etkisinin oldugu ve ayrica igsel GAs'in tuber
gelisimine destek oldugu goridlmustir [91]. Tuber olusumu ve
devamindaki tuber gelisimi, hicre bdélinmeleri ve hicre bliyimesinin bir
sonucudur. Igsel GAsin bu hicre béliinmelerinde vyer aldigi
disinulmektedir  [86]. Mikrotuberizasyonla iliskilendirilen bir
glikoprotein olan patatinin salinnmina midahalede bulunan GAs'lUn
disaridan ilave edilmesi, bu inhibisyonun tolere edilemeyecek seviyelere
¢clkmasina ve mikrotuber olusumunun engellenmesine yol acgmaktadir
[96]. Ayrica Jasik ve Mantell [60], JA etkisini 3 yam (Dioscorea) cesidi
Uzerinde gb6zlemlemis ve sonug¢ olarak; ortama JA ilavesinin
mikrotuberizasyonu destekledigini tespit etmistir. Baska bir calismada
[92] arastiricilar, giberellinlerin, patateste tuberizasyonu tesvik eden 8
sa aydinlik- 16 sa karanhk fotoperiyodunda duzenleyici olarak goérev
aldigini ve tuber olusumu ile giberellin varliginin negatif yonde iliskili

oldugunu belirlemislerdir.

Calsmamizda 1. Mikrotuberizasyon denemeleri sonucunda; eksplant
dikim sekli, ortam tipi ve JA - GA; etkilesiminin mikrotuber olusumuna
etkisine bakildiginda en ylksek mikrotuber verimi %45,28 olarak cift
fazli ve 1 pg/l JA iceren ortamda belirlenmistir. Mikrotuber agirhgi
bakimindan ise en ylksek agirlik ortalamasi dedgeri 176 mg/tuber olarak
cift fazli kontrol ortaminda belirlenmistir. Benzer bir calismada [44]
arastiricilar, ortamda JA (2.5 mM) bulundugunda daha fazla sayida ve

daha adir mikrotuberler elde etmislerdir. Patateste tuberizasyon,
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stolondaki sub-apikal meristemin genislemesiyle baslamakta ve
jasmonatlar stolonlarin boyuna uzamasinin 6nidne gecerek sub-apikal
meristem genislemesini tesvik etmektedir. Yapilan bir calismada [97],
ortama ilave edilen 3 x 10 M JA’in tuber agirhidini iki katina ¢ikardigi

belirlenmigstir.

Tohumluk patates olarak kullanilacak mikrotuber kriterleri géz énidnde
bulunduruldugunda; calismamizda 1. asamasindaki Mikrotuberizasyon
denemelerinin tim verilerine genel olarak bakildiginda mikrotuber elde
etmek amaciyla hem mikrotuber verimi hem de mikrotuber agirhgi
acisindan ylksek dederlere (Mikrotuber verimi = %?36,53 ve Ort.
Mikrotuber agirligi = 118 mg) sahip olan 0,2 mg/l JA iceren cift fazli

besin ortaminin uygun olduguna karar verilmistir (Sekil 4.5.).

2. Mikrotuber deneme sonuglarina gore; tuber verimi ve ortam icerigi
ile fotoperiyot arasindaki iliski incelendiginde JA iceren besin
ortamlarinda, kisa giin fotoperiyodu altinda karanhk fotoperiyoda goére
daha yiksek degerler elde edilmistir. Benzer olarak, Pruski vd. [44, 66],
JA'in in vitro mikrotuberizasyon Uzerindeki etkilerini incelemek amaciyla
yaptiklar calismalar sonucunda; kullandiklari patateslerde 8 sa aydinhk
16 sa karanlik fotoperiyotta, karanlik fotoperiyottan daha iyi mikrotuber
olustugunu tespit etmislerdir. Diger c¢alismalardan elde edilen
bulgularla, calismamizdaki denemelerde bulunan sonucglar birbirini
destekler niteliktedir ve JA ile 1sik arasinda pozitif bir iliski olduguna
isaret etmektedir. Bu pozitif iliskinin mekanizmasi ise gsdyle
aciklanabilmektedir; bitkiler yag asitlerinden 6énemli sinyal molekdilleri
olusturabilmektedir. Sinyalin baslamasindaki anahtar basamak &6zgdl
bir fosfolipazin aktiflesmesini igerir. Fosfolipaz (A, C ve D) her biri 6zel
baglara 0zglldir, karakteristik ¢ozinidrlik ve  kromatografik
davranislara sahip dGrianleri olusturur. Bitkilerde salinan yagd asidi
substrati linolenattir. Linolenatin jasmonata cevirildigi metabolik yoldaki
ilk basamak bir lipoksigenazla katalizlenir [43, 98]. Lipoksigenaz plastid

membraninda bulunur ve fotofosforilasyon ile dahil oldugu metabolik
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olaylar zincirine enerji saglayarak tesvik eder. Dolayisiyla 1siga-bagimli
bir reaksiyonla harekete gecen sinyaller zinciri sonucunda jasmonik asit
elde edildiginden, JA ile 1silk arasinda pozitif bir iliski oldugu

desteklenmektedir.

Patateste mikrotuber olusumu fotoperiyotla da kontrol edilen bir surectir
ve bu konu hakkinda cgesitli bulgularelde edilmistir. Garner ve Blake [27]
yaptiklar bir calismada, 8 sa aydinlk fotoperiyodun, mikrotuber Gretimi
acisindan karanlik fotoperiyottan daha uygun oldugunu belirtmistir. Ayni
sekilde Khuri ve Moorby [99] ile Ranalli [100] de 8 sa kisa giln
fotoperiyodunun mikrotuber Gretiminde, tamamen karanlhida gore daha
iyi sonug verdigini gézlemlemislerdir. Buna karsin Pruski [44] yaptidi
calismada, karanlik fotoperiyotta inklbe edilen kdiltlrlerde, diger
fotoperiyotlara gére daha erken tuber olusumu goézledigini belirtmistir.
Ayrica, Nistor [78] ve Hoque [67] yaptiklann calismalar sonucunda,
mikrotuber olusumunun tesviki ve gelisiminde karanlik fotoperiyodun en
iyi sonuglari verdigini belirlemislerdir. Ayrica patateste mikrotuber
olusumu Uzerinde giberellinlerin  6nemli etkileri vardir. Aktif
giberellinlerin (GA; gibi) icsel duzeyi, giberellin biyosentez ve
parcalanmasini saglayan enzim genlerinin transkripsiyonunu acarak ya
da engelleyerek dizenlenmektedir. Fotoperiyot gibi (uzama veya
patateste tuber olusumu ile sonuglanan) gevresel faktérler ve sicaklik ve
gdévde ucundaki oksin de giberellin biyosentez genlerinin
transkripsiyonunu etkileyerek, giberellin biyosentezini dlizenlemektedir.
Yani isik, giberellin yikim geninin transkripsiyonunu dizenleyerek GA;
biyosentezini dizenlemektedir [43]. Isik ile giberellinlerin sentezi
arasinda dodgru oranti bulunmaktadir. Yani, giberellinlerin sentezi
karanhkta olabildigince minimum olmakta, dolayisiyla da patateste
mikrotuberizasyonu inhibe edici etki azalmakta hatta ortadan
kalkmaktadir. Calismamizda, karanlik fotoperiyodun mikrotuber verim
ve agirhginin en yiksek dederlere sahip oldugu fotoperiyot olarak tespit

edilmesi, bu mekanizmay! destekler niteliktedir.
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2. Mikrotuber denemelerinde aktif kémir (AC)(%0,2) tek basina
ortamda bulundugunda (F grubu) karanlik fotoperiyotta, 8 sa aydinhk
fotoperiyoduna gore daha yiksek verim ve daha agir mikrotuberler elde
edildigi gozlenmistir (Sekil 4.7.). Dolayisiyla AC'nin karanlikta daha
etkili bir sekilde mikrotuber olusum mekanizmasini destekledigi kanisina
variimistir. AC’'nin mikrotuberizasyon Uzerindeki pozitif etkisinin, etileni
(glgclu bir tuberizasyon inhibitora) adsorbe etmesinden
kaynaklanabilecegini disiinmekteyiz. Ayrica, sonuglar AC'nin hem isikta
hem de karanlikta mikrotuber agirhgini arttirmada major rol Ustlendigini

ortaya koymustur.

2. Mikrotuber denemelerinde cift fazli ortamin kati fazinda bulunan agar
miktari (%0.5 ve %0.7) ile mikrotuber verimi ve mikrotuber agirligi
arasindaki iliskinin énemli olmadigi gorilmustir (Cizelge 4.2.). Benzer
olarak, Tianyul vd. [101] yaptiklar calismada ortamdaki agar miktarinin

tuber indiklenmesini etkilemedigini gdzlemlemislerdir.

2. Mikrotuber denemelerinde AC’nin tek basina ortamda bulundugu
gruplarda (FX ve FY) mikrotuber verimi (FX-%100, FY-%137) ve
mikrotuber agirligr (FX-127 mg, FY-183 mg) dider gruplara gore 6nemli
Olclide daha yliksek oldugu tespit edilmistir. Benzer olarak, Beyazova
[28], ortama aktif kdmlr eklenmesiyle tip basina olusan mikrotuber
sayllarinda fazla bir degisiklik olmadiysa da mikrotuber agirliklarinin

onemli dlglide arttigini belirlemistir.

Besin ortamlar igerisinde bulunabilen veya bitki dokularinin salgiladigi
toksik (muhtemelen fenolik) bilesiklerin aktif kdmur tarafindan adsorbe
edilebildigi ve bdylece doku farkllasmasi (zerine inhibitor etki
yapabilecek maddelerin etkisini ortadan kaldirabilecegi gorisa,
arastiricilar tarafindan rapor edilmektedir [102]. Aktif kd&mdrun,
patateste mikrotuber olusumunu tesvik ettigi birgok arastirici tarafindan
One surdlmlis ve mikrotuberizasyon uzerindeki bu pozitif etkisi,
ortamdaki etilenin (tuberizasyon icin gugli bir inhibitér) adsorbe edilmis

olabilecegi ihtimali ile iligkilendirilmistir. Buna karsin, daha dusik
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konsantrasyonda aktif komur stirgin olusumunu artirmistir [68]. Ayrica

Beyazova [28] yaptigi calismada, mikrotuber Uretimi icin en uygun

ortami, %8 sukroz ve 9%0.2 aktif kdmdir iceren ortam ve en uygun

inklibasyon kosulunu da 20 °C'de 8 hafta karanlik fotoperiyot olarak

belirlemistir.

Calismanin sonuclari 6zetlenecek olursa;

Mikrotuber olusumu icin en iyi ortam tipinin cift fazli besin ortami
oldugdu,

GA; ilave edilmis besin ortamlarinda mikrotuber olusumunun
engellendigi,

JA'in ortama ilavesinin mikrotuber olusumu Uzerinde olumlu etki
gosterdigi ve bu etkiyi de GAs’e antagonistik etki yaparak
sagladigi,

JA-GA; etkilesimi ve ortam tipinin etkisi bakimindan, 0.2 mg/l JA
iceren ve GAs icermeyen cift fazl besin ortami (AOC)'nin en uygun
oldugu,

Mikrotuberizasyon icin en uygun fotoperiyodun karanhk
fotoperiyot oldugu ve buna icsel GAs; sentezinin, dolayisiyla
konsantrasyonunun azalmasiyla iliskili olabilecegi,

Mikrotuber olusumu Uzerinde agar konsantrasyonunun (%0,5 ve
%0,7) etkileri arasinda 6nemli bir farkin bulunmadigi,

2. Mikrotuberizasyon deneyinde kisa gin ve karanlk JA ilave
edilmis ortamlardan hasat edilen mikrotuberlerin verimine
bakildiginda kisa gin fotoperiyodunda, karanliktan daha iyi sonug
verdigi ve dolayisiyla da JA ile 1sik arasinda pozitif bir iliski oldugu,
AC’'nin mikrotuber olusumunu JA'ten daha olumlu bir sekilde
etkiledigi,

TUm deneylerin sonucunda in vitro kosullarda S. tuberosum L. cv.

Marfona’nin mikrotuberizasyonu igin en uygun ortam kosullarinin;
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%0,2 aktif kdmur (AC) ve %0,5 agar iceren cift fazli MS besin

ortami ve karanlk fotoperiyot oldugu belirlenmistir.

Bu calismada, Solanum tuberosum L. cv. Marfona’da mikrotuberizasyon
dzerine JA, GAs, AC, ortam tipi ve fotoperiyodun etkileri arastiriimistir.
Elde edilen sonuclar, literatire muhtemelen ©6nemli bir katki
saglayacaktir. Bundan sonraki calismalarda, bu maddelerin (JA, GAs;,
AC) daha farkli konsantrasyonlarinin ve daha baska tuberizasyon tesvik
edici maddelerin arastirilmasi ve bunlarin daha farkli ortam kosullarinin
denenmesi, konunun daha net bir sekilde aciklanmasi ve tohumluk
mikrotuber Uretim mekanizmasinin gelistirilmesi agisindan yararl

olacaktir.
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