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Ozet

Patatesin mikroyumru olusturmasi karmasik fizyolojik bir siire¢ olup, karbon kaynaklari
patateste mikroyumru olusumunu etkileyen en énemli faktorlerden biridir. Bitkilerde tuz stresi
altinda glikoz, fruktoz, sukroz gibi sekerler biriktirilmekte, bu molekiiller ozmotik dengeleme,
karbon depolama ve oksijen radikallerinin elemine edilmesinde gorev almaktadir. Bu
¢alismanin amaci da, karbon kaynagi olarak kullanilan sukroz, glikoz ve fruktozun in vitro
kosullarinda tuz stresi altinda, mikroyumru olusumunu nasil etkilediginin ortaya konulmasidir.
Normal sartlarda ve tuz stresi altinda en iyi mikroyumru olusturma kapasitesinin 40+40 g/L 20-
22° C karanlikta sukroz uygulamasinda elde edildigi, baslangi¢c karbonhidrat kaynagi olarak
sukroza eklemlenen kiiclik molekdl agirhgina sahip diger seker tdrevlerinin mikroyumru
olusturma kapasitesini olumlu etkilemedigi ortaya konmustur.

Anahtar kelimeler: Patates, in vitro, mikroyumru, tuz ve karbon kaynaklari

Investigation of The Effectiveness of Carbon Source on Mictuberization of Potato Under in
Vitro Salt Stress

Abstract

Since microtuberization is a complex physiological process regulated by many factors
andadding carbon source to nutrient media is the most important factor. In plants, under salt
stress, sugars such as glucose, fructose, and sucrose are accumulated and these molecules
function in osmotic balancing, carbon storage and elimination of oxygen radicals. Therefore,
the influence of sucrose and glicose, frucutose concentration as carbon source on
microtuberization was aimed in the study. It was found that in vitro microtuberization of
potato was affected considerably by carbon sources. The best results were obtained in MS
medium containing high sucrose concertation (40+40 g/L) cultures maintained at 20-22° C in
dark. It was seen that other carbon sources with small molecular weight did not positively
affect the micro tuber formation capacity under salt conditions.
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Giris
Patates (Solanum tuberosum L.) zengin

besin kompozisyonu ile dilinyada giderek
blylyen aclk sorunu ve dengeli beslenme

ihtiyacina cevap verebilecek en o6nemli
bitkilerin basinda gelmektedir. Patateste
Ozellikle  patojenik  etmenlerinin  yavru

klonlara taginmasi ile patates tohumlugu kisa
slirede dejenere olmakta, buna bagh olarak
ayni klonun 3 vyildan fazla kullaniimasi
durumunda da yumru veriminde onemli
distslere neden oldugu bilinmektedir (Kaur
ve Mukeriji., 2004).

Patateste mini yumru ve Ozellikle
mikroyumrular, germplazmin  korunmasi,
degerlendirilmesi ve in vitro seleksiyona
uygunlugu disinda genetik materyalin uzun
sire muhafazasi ve tasinmasinda Onemli
materyallerdir. Ayrica Agrobacterium
tumefaciens araciligi ve diger yontemlerle gen
transferi ¢alismalari icin 6nemli bir eksplant
kaynagi durumundadir (Choiet ve ark.,
1997;Sandhuet ve ark., 1998;Choiet ve ark.,
1999;Inuiet ve ark.,, 1999). In vitro
mikroyumru Uretimi uzun yillar sadece gen
kaynaklarinin muhafazasinda kullaniimakla
birlikte son vyillarda tlkemizde ve dilinyada
sertifikali tohumluk UGretim programlarinda
kullanilmaya baslanmis ve 6zellikle patatesin
tuberizasyonu ile ilgili mekanizmalarinin
anlasiimasinda blyilk bir 6nem arz etmeye
baslamistir. (Kumlay ve ark., 2014).

Patatesin mikroyumru olusumunda da
pek cok faktor etkili olup, genetik faktorlerin
disinda, besin ortam, kdltir kosullari,
fotoperiyot, seker kaynaklari, katilastiricilar
ve bitki bliyiime dizenleyicileri gibi cok sayida
faktorin etkilesimi altindadir  (Charles ve
ark., 1992; O’Brien ve ark., 1998). Bitkilerde
hiicre gelisimini ve slirglin rejenerasyonu igin
karbon kaynagina ihtiya¢c olup, sakkaroz,
glikoz, galaktoz, fruktoz, maltoz, mannoz ve
laktoz bitki doku kdltirlerinde  siklikla
kullanilmaktadir. Bu seker molekdleri ile
birlikte, bitkilerde tuz konsantasyonlari ile
artan  osmotik  basinci  dengelemekte
kullanilmaktadir. Bitkilerde bilylimeyi ve
gelismeyi etkileyen tuz stresi olusan osmotik
ve iyon stresi bitki blylimesini ve gelismesini

olumsuz etkilemekte, osmatik stres suyun
verim glcini azaltmaktadir (Parida ve Das,
2005; Tuteja., 2007). Bitkiler tuz stresi altinda

glikoz, fruktoz, sukroz gibi sekerler
biriktiriimekte, bu molekiller ozmotik
dengeleme, karbon depolama ve oksijen

radikallerinin bertaraf edilmesinde gorev
almaktadir (Parid ve das., 2005; Yilmaz ve
ark., 2011). Bitki doku ve organlarinin
olusumu sirasinda meydana gelen stres
faktorleri buylime ve gelismeyi olumsuz
etkilemektedir. (Culha ve Cakirlar, 2011). Bu
¢alismanin amaci da; blylime ve gelisme igin
karbon kaynag olarak kullanilan sukroz,
glikoz ve fruktozun in vitro kosullarinda tuz
stresi  altinda, mikroyumru  olusturma
kapasitesi normal kosullarda yiksek olan
Slaney patates c¢esidinde  mikroyumru
olusturma kapasitesini nasil etkilendiginin
ortaya konulmasi, yuksek tuz
konsantrasyonunda biiyik ve kigik molekiil

agirhgina  sahip  karbon  kaynaklarinin
mikroyumru olusumu bakimindan patates
bitkisi  tarafindan  kullanim  etkinliginin

arastirilmasidir.
Materyal ve Yontem

Bitki materyali

Daha onceki ¢alismalarda tuz stresi
altinda  yuiksek  mikroyumru  olusturma
kapasitesine sahip oldugunu belirledigimiz
Slaney patates gesidi kullaniimistir.

Yiizey  sterilizasyonu  ve filizlendirme
calismalari

Patates cesitlerinin Yumrulari
dezenfektan ile yikanarak kurutulmustur.

Daha sonra yumrular steril su ile yikanmis ve
yumrular 6énce % 75’lik etanol’de 5-10 dk
bekletilmis, daha sonra % 25’lik seyreltilmis
sodyum hipoklorit ¢ozeltisinde 20 dk
sterilizasyona tabi tutulmustur. Sterilizasyonu
yapilan yumrular 3 kez 5’er dk steril saf su ile
durulanmistir. Daha sonra yumrular karanlik
kosullarda 4 hafta 20-24 °C’de filizlenmeye
birakilmistir. Yaklasik 4 hafta tepe sirglinii ve
diger  gozlerden stiren 1.0-1.5 cm
uzunlugundaki siirglinler bir kez daha % 75'lik
etanol’de 2 dk bekletilmis, daha sonra %
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15’lik  seyreltiimis  sodyum  hipoklorit

¢Ozeltisinde 20 dk steril edilmistir.

Meristematik dokularin ve bogumlarin in
vitro’da kiiltiire alinmasi ve bitkiciklerin
tretimi

Yiizey sterilizasyonu yapilan ve yaklasik 4
hafta sonra 1.0-1.5 cm uzunluga ulasan
slirglinlerin uclarindaki meristematik dokular
kesilerek % 3 sukroz iceren MS (Murashige ve
Skoog., 1962) mineral tuzlari ve vitaminleri ve
% 0.2 gelrite iceren ortamda kiltlre
alinmistir. Besin ortamin pH’si, 1 N NaOH ya
da HCI kulllanilarak 5.6-5.8’e ayarlanacak ve
121°C, 1,2 kg/cm® basin¢ altinda 20 dk.
sureyle steril edilmis, kilturler 24 °C'de ve 16
saatlik fotoperiyot ile beyaz floresan altinda
gelismeye birakilmistir.

Farkli  karbon kaynaklarinda in  vitro
mikroyumru dretimi ve tuz stresi
In  vitro'da gelisen 4-5  haftalik

bitkiciklerde 0.5 cm blyukligindeki tek
yaprakl koltuk alti meristemleri, 2.5 mg/L
Kinetin, 40 g/L sukroz ve 2.5 g/L gelrite ile
katilastirilmis MS besin ortamina 0-80 g/L
olacak sekilde glikoz ve/veya fruktoz ilave
edilerek 22 °C de iklim odasinda kiltire
ainmis  ve  farkh  karbon  kaynaklari

mikroyumru olusturma kapasitesi bakimindan
test edilmistir. Daha sonra tuz stresi
olusturabilmek amaci ile 150 mM NacCl ve 2.5
mg/L Kinetin, 40 g/L sukroz, 0-80 g/L glikoz,
fruktoz iceren ve 2.5 g/L gelrite iceren MS
besin ortamina tek vyaprakh koltuk alti
meristemleri tekrar kiltiire alinarak test
edilmistir.

Bulgular ve Tartisma

Farkh karbon kaynaklarinda in vitro
mikroyumru Uretimi Gzerine etkisi 4-5
haftalik bitkiciklerde 0.5 cm buyiklGgindeki
tek yaprakh koltuk alti meristemleri, 2.5
mg/L Kinetin, ve 2.5 g/L gelrite ile
katilastinilmis MS besin ortamina seker
molekdllerinin - molekiler agirigi  goz
onlnde bulundurularak ve osmatik basinci
degistirmeyecek sekilde 40 g/L sukroz ve 0,
40-80 g/L glikoz ve fruktoz ilave edilerek

kiltire  alinmistir.  Test edilen tim
ortamlarda yaklasik 3 hafta sonra koltuk alti
meristemlerin dip kismindan ana
mikroyumru olusumlari baslamis olup,

yaklasitk 2 hafta sonra da gelisen ucg
kisimlarda sekonder mikroyumru olusumlari
meydana gelmistir. Yaklasik 6 hafta sonra
eksplant basina yumru sayisi, eksplant
basina toplam yumru agirhgi belirlenmistir.

Cizelge 1. Farkli karbon kaynaklarinin in vitro mikroyumru liretimi Gzerine etkisi

Table 1. Effect of different carbon sources on in vitro microtuber production

Baslangig Sukroz Glikoz Fruktoz Eksplant Eksplant basina Kuru
karbonhidrat  g/L g/L g/L basina toplam yumru madde
kaynagi yumru sayisi  agirhgi (mg) orani
(adet) (%)
40 g/Lsukroz 40 - - 1.86 a* 515.3 a* 17.3
40 g/L sukroz - 80 - 1.00 b 341.3b 16.8
40 g/L sukroz - - 80 1,73 a 355.3b 16.6
40 g/L sukroz - 40 40 1.06b 351.3b 16.9

*) Ayni stitunde farkl harfle gosterilen rakamlar 0.01dlzeyinde istatistiki olarak farkhdir.

Yaklasik 6 hafta sonra gelisen yumrularda

Olcimleme vyapilmis, olusan mikroyumru
sayisi  ve agirhgr bakimindan  karbon
kaynaklari  arasinda istatistiksel  farkhhk

bulunmustur (P< 0.01) (Tablo 1). Karbon
tipleri arasinda eksplant basina yumru sayisi

1.00-1.86 adet arasinda degismis olup, en
yuksek mikroyumru sayisl (1.86
adet/eksplant) 40+40 g/L sukroz iceren besin
ortaminda elde edilmis, 40 g/L sukroz + 80
g/L fruktoz iceren besin ortami 1.73
adet/eksplant ile bu ortami takip etmis, bu iki
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deger istatistiki olarak ayni grupta vyer
almiglardir. En disuk eksplant basina yumru
sayisl ise 1.00 adet/eksplant ile 40 g/L sukroz
+ 80 g/L glikoz iceren besin ortaminda
saptanmistir. Karbon tipleri karsilastirildiginda
eksplant mikroyumru verimi 341.3-515.3 mg

arasinda  degismis olup, en vyiksek
mikroyumru verimi yine 40+40 g/L sukroz
iceren besin ortaminda elde edilmis,

istatistiki olarak diger uygulamalardan ayri bir
grupta yer almistir. Bunun disinda kalan diger
uygulamalar istatistiksel olarak benzer grupta
yer almistir. En distk eksplant basina
yumru verimi ise 40 g/L sukroz + 80 g/L glikoz
iceren besin ortaminda saptanmistir. Ayrica
tim seker iceren ortamlarda kuru madde
orani % 16.6-17.3 arasinda degismis olup
kuru madde birikimi Gzerine seker tiplerinin
istatistiksel olarak ©6nemli bir etkisinin
olmadigi saptanmistir.

Tuz stresi altinda karbon kaynaklarinin
mikroyumru olusumu (zerine etkinligini
belirlemek amaciyla tuz stresine maruz
birakilan bitkilerde yapilan ¢alismalarda 8-10
hafta sonra mikroyumrularin  olusmaya
basladigl gbzlemlenmis, tuz stresinin genel
anlamda mikroyumru olusumunu geciktirdigi
goralmdastlr. Kaltire aldiktan vyaklasik 10
hafta sonra yapilan o6l¢imlerde tuz stresi

altinda  mikroyumru sayisit  ve agirligi
bakimindan karbon kaynaklarinin istatistiksel
olarak o6nemli farkhlik meydana getirdigi
bulunmustur (P< 0.01; Tablo 2). Tuz stresi
altinda karbonidrat tipleri karsilastirildiginda,
eksplant basina yumru sayisi 0.46-1.33 adet
arasinda  degismis olup, en vyiksek
mikroyumru sayisi (1.33 adet/eksplant), tuz
stresi olmayan ortamda oldugu gibi, 40+40
g/L sukroz iceren besin ortaminda elde
edilmistir. Bu uygulamada belirlenen deger
diger uygulamalardan istatistiki olarak daha
yliksek olmustur. En dislik eksplant basina
yumru sayisi ise 0.46 adet ile 40 g/L sukroz +
40 g/L glikoz + 40 g/L glikoz iceren besin
ortaminda saptanmustir. Eksplant
mikroyumru verimi ise 123.3-388.3 mg
arasinda  degismis olup, en yiksek
mikroyumru verimi yine 40+40 g/L sukroz
iceren besin ortaminda elde edilmis,
istatistiki olarak ayri bir grupta yer almistir.
En dusik eksplant basina yumru verimi ise 40
g/L sukroz + 80 g/L glikoz iceren besin
ortaminda saptanmistir. Ayrica tim seker
iceren ortamlarda kuru made orani % 16.9-
17.4 arasinda degismis olup kuru madde
Uzerine seker tiplerinin istatistiki etkisi
olmadigi saptanmistir.

Cizelge 2. Farkli karbon kaynaklarinin tuz stresi altinda in mikroyumru iretimi tizerine etkisi

Table 2. Effect of different carbon sources on microtuber production under salt stress

Baslangic Sukroz Glikoz Fruktoz Eksplant Eksplant basina Kuru
karbonhidrat  g/L g/L g/L basina toplam yumru madde
kaynagi yumru sayist  agirligi (mg) orani
(adet) (%)

40 g/Lsukroz 40 - - 1.33 a* 388.3 a* 16.9
40 g/L sukroz - 80 - 0.46 ¢ 123.3¢c 17.1
40 g/L sukroz - - 80 1.13 b 153.3 b 16.9
40 g/L sukroz - 40 40 0.46 ¢ 138.3 bc 17.4

Doku kdlttird ¢ahsmalarinda sukroz  tlrevlerinin mikroyumru olusumunu tesvik
genellikle osmotik denge saglayici roliinden  ettigi, sukroz kullaniminin diger sekerlere
dolayr  mikroyumru  olusum  etkinligini gore yumruya daha ¢ok aktarildigi ve eksplant
artirmasindan yararlanmak amaciyla  basina mikroyumru verimi basta olmak lizere

kullanilmaktadir (Seetohul, 1995). Patatesin
mikroyumru olusumunda da seker

mikroyumru saylr ve verimini artirdig
yoninde ¢ok sayida c¢alisma vardir (Harmey
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ve ark., 1966; Wang ve Hu, 1982; Chandra ve
ark., 1988; Khuri ve Moorby, 1995; Deryabin
ve Yur'eva, 2010; Yasmin ve ark., 2011; Yu
ve ark., 2000). Biyoreaktor ile mikroyumru
sayisinda artis olmamasina ragmen yumru

agirhginda 1 g artis oldugu, sukroz
uygulamasinin, fruktoz ve glikoz
uygulamasina gbére mikroyumru sayisini

artirdigini belirlemislerdir. Rahman ve ark.
(2010) sukroz iceren ortamlarin, maltoz ve
glukoz iceren ortamlara gore, bitki olusum ve
gelisimi acisindan daha etkili oldugunu,
maltoz iceren ortamlarin ise yumru olusumu
acisindan daha etkili oldugu saptamislardir.
Bizim calismamizda da en yiiksek mikroyumru
olusturma kapasitesinin 40+40 g/L sukroz
uygulamasinda elde edildigi diger seker
turevlerine gore sukrozun daha etkili oldugu
goralmastir.

Stoma kapanmasi sirasinda hicrelerde
ABA sentezlenmekte ve osmotik stres
toleransi ile bitki su dengesi bu sekilde
kontrol edilmektedir (Zhu, 2002). Tuz stresi
altinda glikoz, fruktoz, sukroz gibi sekerler
biriktiriimekte, bu  molekiller ozmotik

dengeleme, karbon depolama ve oksijen
radikallerinin bertaraf edilmesinde gorev
almaktadir (Parid ve Das, 2005; Yilmaz ve

ark., 2011). Bitkilerde bulunan disik molekiil
agirlikh sekerler, ozmotik dengelemede suyun
hiicrede tutulmasini kolaylastirirlar ve Na+'un

apoplastta  veya  vakuolde birikimini
saglamakta, hicresel yapilar ve
makromolekuller korunmaktadir (Ashraf,

2004; Munns, 2005; Parid ve Das, 2005;
Yilmaz ve ark., 2011). Tuz stresinde genel
anlamda duastk molekdl agirlikh sekerlerin
miktari artmaktadir, sekerler (glikoz, fruktoz,
sukroz, fruktanlar) ve polisakkaritler tuz stresi
altinda cesitli radikallerin  temizlenmesi,
ozmotik dengeleme ve koruma igin
biriktirilmektedir (Ashraf ve Haris, 2004;
Parvaiz ve Satyawati, 2008; Yilmaz ve ark.,
2011). Bu calisma sonucunda da tuz stresi
kosullarinda ve tuz stresi olmayan kosullarda
en ylksek mikroyumru olusumu karbon
kaynagi olarak sukroz kullanildiginda (40+40
g/L) gerceklesmis, patatesin  mikroyumru
olusumunda karmasik fizyolojik bir sireg
oldugu, tuz stresi altinda da seker tirevleri

icinde sukroz en o6nemli faktér oldugu ve
eksplant basina mikroyumru verimi basta
olmak Uzere mikroyumru sayr ve verimini
artirdigl saptanmistir. Bu calismada da sukroz,
glikoz,  fruktozun tuz stresi altinda,
mikroyumru olusumu {izerine etkisini gérmek
amaciyla nasil etkilendiginin normal normal
sartlarda ve tuz stresi altinda en ylksek
mikroyumru olusturma kapasitesinin 40+40
g/L sukroz uygulamasinda elde edildigi
baslangic  karbonhidrat  kaynagi  olarak
sukroza eklemlenen diger seker tlrevlerinin
sukrozun yerine mikroyumru olusumunu
olumlu etkisinin olmadigr gortlmustdr.
Yiksek tuz konsantrasyonunda bilyik ve
kiicik molekdl agirhigina sahip karbon
kaynaklarinin kullaniminin mikroyumru
olusturma kapasitesini etkilemedigi ortaya
konmustur.
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