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Oz: Stevia rebaudiana Bertoni iirettigi ¢ok diisiik kalorili tatlandiricilar neden ile son yillarda tiim diinyada ilgi
uyandiran bir bitki tiiriidiir. Bitkinin gordiigi ilgi son yillarda Tiirkiye’de artmis ve birgok ydrede adaptasyon
caligmasi yapilmistir. Ancak tohumlarindaki diisiik ¢imlenme orani ve yabanci tozlasma nedeni ile olusan genetik
varyasyonlar bu bitkinin ticari liretiminin oniindeki en biiyiik engelleri olusturmaktadir. Bu nedenle galigma ile
stevia tohumlarinin ¢imlenmesi iizerine gibberellik asit uygulamasinin etkisi test edilmis, ayrica ticari olarak
vejetatif liretimi saglayacak doku kdiltiirii ile fide {iretim yollar arastirilmistir. Elde edilen fideler, sera ve tarla
denemelerine alinarak, Stevia’nin Karadeniz iklim gegit kusaginda yer alan Tokat sartlarina adaptasyon yetenegi
belirlenmistir. Bunun yani sira, ¢aligmada ilk defa biyoreaktdrde hiicre siispansiyon yontemi ile Steviol glikozit
iretim potansiyeli test edilmistir. Sonuglar 6zellikle 50mg/1 gibberellik asit uygulamasinin hem ¢imlenme hemde
fide gelisimine ¢ok olumlu katki yaptigini gostermistir. Yapraktan kallus indiiksiyonu ve gelisiminin en iyi NAA
(10.0 mg/1) ve BAP (8.0 mg/l) kombinasyonunda, maksimum siirgiin ve kok gelisiminin ise sirasiyla BAP (2.0
mg/l) ve IBA (2.0 mg/l) bulunan hormonal ortamlarda meydana geldigini gostermistir. Hem tarla hem de sera
denemesinde ekilen tiim fideler yiiksek oranda gelisim géstermis ve 150 giinde ciceklenme evresine ulagmistir.
Geligtirilen stevia fideleri ile kurulan tarla denemesinde yas yaprak veriminin 4.8 ton/hektar oldugu tespit
edilmistir. Bu sonug stevia bitkisinin Tokat sartlarina verimli bir sekilde adapte olabilecegini gostermistir.
Calismada biyoreaktérde hiicre silispansiyonu ile stevia hiicre miktarimin 15 giin icinde bes katina kadar
¢ikarilabilecegi gosterilmistir. Ancak biyoreaktorde iiretilen hiicrelerdeki Steviol glikozit miktarinin (< 2mg/g kuru
hiicre) tarla ve sera denemesinden alinan yapraklardaki orana (>40mg/g kuru yaprak) kiyasla ¢ok diisiikk degerde
oldugu bulunmustur. Hiicre siispansiyonundaki verimi etkileyen Steviol glikozit azlhignin ilerde denenecek
hormonal ve kimyasal uygulamalar ile artiritlmasi durumunda biyoreaktorde bitkisel tatlandirici iiretiminin oldukga
uygulanabilir ticari bir yontem olabilecegi agiktir.

Anahtar Kelimeler: Stevia rebaudiana, Doku kiiltiirii, Adaptasyon, Biyoreaktor, Steviol glikozit

In Vitro Production Potential of Stevia rebaudiana Bertoni

and Its Adaptation to Tokat Province

Abstract: Stevia rebaudiana Bertoni is a compelling plant in the world due to its natural and zero-calorie
sweetener. Low germination rate and higher genetic variation in the seeds of this species limited its commercial
production. Therefore, contribution of gibberellic acid on the germination of stevia seeds and indirect
organogenesis protocols for vegetative propagation of stevia seedlings were tested in the current study. Production
of Steviol glucosides with cell suspension culture in bioreactor conditions were also tested within the study. The
entire seedlings provided from the seeds and callus cultures were used to test the adaptation ability of stevia to
Tokat province, which is found on climatic transitional zone of Black Sea region. The results of the study indicated
that gibberellic acid application with 50 mg/l has important contribution to seed germination and development of
the stevia seedlings. The best callus induction and growth from stevia leaves took place under NAA (10.0 mg/1)
and BAP (8.0 mg/l) hormonal concentrations. BAP with 2mg/l and IAA with 2mg/l hormones were more effective
for shoot and root regenerations from callus culture, respectively. Stevia was grown well in both greenhouse and
field trials and reached its flowering time in 150 days in Tokat conditions. Fresh weight of the leaves harvested in
the field was 4.8 ton/hectare in the study. This result indicated that stevia is highly adaptive to Tokat climatic
conditions and could be produced in commercial scale in the region. Cell suspension culture of stevia in bioreactor
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indicated fivefold increase in cell content in 15 days. Unfortunately, Steviol glucoside content of cell suspension
culture (< 2 mg/g dry cell weight) was quite smaller than its content in the leaves (>40mg/g dry leaf) grown under
field and greenhouse conditions. If the low Steviol glucoside content of cell suspension culture is increased with
further hormonal and chemical trials, commercial stevia based sweetener production via bioreactor could be quite

possible.

Keywords: Stevia rebaudiana, tissue culture, adaptation, bioreactor, steviol glucoside

1.Giris
Obezite ve kilo diinyada

acisindan en Onemli risk olusturan etmenlerin

artist, saglik

baginda gelmektedir. Bu nedenle insanlarin
zayiflama  programlarinda ya da  giinliik
yasamlarinda kalorisi diisitk ancak tadi yiiksek
besin ve gida arayislari ¢ok hizli bir sekilde
artmaktadir. Stevia rebaudiana Bertoni bitkisi bu
kapsamda {izerinde en c¢ok calisilan bitkilerden
birisi olup, halen bir¢ok iilkede bu bitki kaynakli
tatlandirict  tiretimi  ve  kullanimi  devam
etmektedir.  Stevia, yapraklarinda birden c¢ok
Steviol glikozit bilesigi (5-10%) ihtiva etmekte
olup bunlar; Rebaudioside A  (2—4%),
Rebaudioside C (1-2%), Dulcoside A (0.5-1%),
Rebaudioside B (< %1), Rebaudioside D (< %]1),
Rebaudioside E (<%1) olarak bilinmektedir. Bu
Steviol glikozitler arasinda, en degerlisi normal
sekere gore 400-500 kat daha tatlh olan
Rebaudioside A (Reb A) bilesigidir. Stevia
yapraklari igerdikleri bu bilesikler sayesinde yas
halde normal sekerden 10-15 kat, kurutma islemi
gbrmils yapraklarda ise 200-300 kat daha fazla
tatlandiric1 6zellige sahiptir (Lemus-Mondaca ve
ark.,2012). Steviol glikozitlerin bagirsaklarda
normal sindirime ugrayarak Steviol glucuronide
olarak wviicuttan atildigi bilinmektedir. Bazi
calismalar Steviol glikozitlerin kristalize edilmis
seker ve suni tatlandiricilarin aksine, hazmedildigi
esnada insiilin salgilanmasina gerek duymadigi
boylece diyabet tedavisinde kullanilabilecegini
gostermistir (Lemus-Mondaca ve ark., 2012).
Ayrica bu tatlandiricnin 100 °C’nin - iizerinde
yapisal bozukluga ugramadigi dolayisi ile pasta,
biskiivi ve yemek endiistrisinde kullanima uygun
oldugu vurgulanmaktadir. Bakteriostatik
olmasindan ve fermente olmamasindan dolay:
icinde kullanildig1 gidalarin raf omriinii uzattig

da belirlenmistir (Swithers, 2013).

Ulkemizde
rebaudiana Bertoni aslen Giliney Amerika kokenli

balotu olarak bilinen Stevia

Asteraceae ailesine ait bir bitkidir. Paraguay

yerlilerinin  binlerce yildir tiikettigi stevia,
diinyada ticari anlamda en biiyiik ilgiyi uzak dogu
iilkelerinde gormiistiir. Uzun yillardir tatlandirici
olarak kullanilan bu bitkinin ticari iiretimi birgok
iilkede artmis olup Steviol glikozitlerin gida
maddesi olarak kullanirmmma ABD’de 2008,
Avrupa’da 2011, Tirkiye’de ise 2013 yilindan
itibaren izin verilmistir. Halen meyve sulari, gazli
icecekler, her tiirlii tathilar, ¢ikolata, biskiivi, pasta
ve kekler, tatlandirilan konserve triinleri gibi
bir¢ok gida iirliniinde stevia kokenli tatlandiricilar
kullanilmaktadir  (Inang  ve Cinar, 2009).
Ekonomik degeri yiiksek tibbi-aromatik bitki
grubunda yer alan stevia bitkisinin diinyada
gordligi ilgi {lizerine Tiirkiye’de iretiminin
artirlmast  ve gerekli adaptasyon
yapilmasi i¢in ¢aligmalar baslatilmistir (Yiicesan
ve ark., 2016a., Yiicesan ve ark., 2016b., Turgut
ve ark.,2015). Elde edilen veriler Ozellikle
Akdeniz bolgesinin bu bitkinin {iretimi i¢in son
derece uygun oldugunu gostermistir (Turgut ve
ark.,2015). Ancak 0zellikle Karadeniz bdlgesinin
iklimsel kosullarinin uygunlugu ve ¢ay endiistrisi
ile Stevia’nin birlikte kullanim potansiyeli, bu
bitkinin adaptif 6zelliklerinin bu bolge i¢inde test
edilme gereksinimini ortaya ¢ikarmustir.

Stevia bitkisinin Uretiminin Onindeki en

testlerinin

o6nemli problemin bitkilerin yeteri diizeyde tohum
baglamamasit ve olusan tohumlarin ¢imlenme
oranmin ¢ok disiik olmasidir (Yiicesan ve ark.,
2016a). Bu bitkinin iilkemizde dogal yetisen bir
bitki olmamasi nedeni ile tohumlar1 yurt digindan
getirilmekte, getirilen tohumlarin ise fide verme
kapasitesinin (10%) ¢ok diisiik oldugu bu nedenle
ticari boyutta bir fide {iretiminin ve ekiminin
yapilamadig1 bilinmektedir (Turgut ve ark., 2015).
Son yillarda stevia {iretiminin {ilkemizde de
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artmasi tohum {iretimini bir nebze rahatlatsa da
tohumlardaki diisiik ¢imlenme orani hala stevia
iiretiminin artirtlmasinin 6niindeki en biiyiik engel
olarak karsimiza g¢ikmaktadir. Bu problemlerin
yaninda dis tozlasma ile meydana gelen
tohumlardaki  genetik varyasyonun, Steviol
glikozitlerin iiretiminde ciddi anlamda varyasyona
neden oldugu, bu nedenle ticari liretimde daha ¢ok
vejetatif tiretimden elde edilmis fidelerin tercih
edildigi bilinmektedir. Stevia’nin gerek fide
iretiminin artirillmasi gerekse vejetatif iiretiminin
gergeklestirilmesini saglayacak bitki doku kiiltiirii
yontemlerine yonelik birgok ¢alisma yapilarak
(Sairkar ve ark.,2009; Janarthanam ve ark., 2009;
Preethi ve ark 2011; Khalil ve ark. 2014; Yicesan
ve  ark.2016a)  mikroiiretim  prosediirleri
belirlenmistir. Ancak bu g¢aligmalarin birgogunda
bitkisel materyal olarak stevia bitkisinin nod-
internod kisimlar ile siirgiin ug¢lar1 kullanilmigtir.
Ancak fide gereksinimine ihtiyag¢ duyan bu
olup,
yontemin devamlilig1 stevia bitkisinin varligina
dayanmaktadir. Oysa kallustan rejenerasyon
sistemleri, kendi bitkisel materyalini
potansiyeli oldugundan stevia tiretimi i¢in indirek
organogenez yontemlerinin kullanilmas1 ¢ok daha

yontemlerin  {iretim kapasitesi  smnirlt

uretme

uygundur. Steviol glikozitlerin iiretiminin bir
diger yolu da bitkiye ihtiya¢ duyulmadan hiicre
siispansiyon yontemi ile iliretimine dayanmaktadir.
Doku kiiltiiriinden elde edilen kalluslarin
kullanilarak hiicresel iiretim araciligi ile Steviol
glikozit {iretimi iizerine bugiine kadar birkag
calisma yapilmis olup, bu calismalar erlende
optimizasyon calismalarinin Otesine gegmemistir
(Mathur ve Shekhawat 2013, Sharma ve ark.,
2015). Ancak ticari amagli hiicre siispansiyon
kiiltiirlerinin biyoreaktorlerde denenerek optimize
edilmesi  ve Steviol glikozit  iiretim
potansiyellerinin belirlenmesi gerekmektedir.

Bu ¢alisma ile 6zellikle stevia tohumlarindaki

¢imlenme oranimin artirilmasi i¢in gibberellik asit

uygulamalar1  test edilmis, ayrica stevia
yapraklarindan kallus indiiksiyonu ve
rejenerasyonu ile fide {iretimi aragtirilmistir.

Gerek ¢imlendirme gerekse doku kiiltiiriinden
elde edilen fideler Tokat yoresinde stevia
bitkisinin tarla ve sera kosullarina adaptasyon
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caligmalart i¢in kullanilmigtir. Bunun yaninda
rejenerasyon ¢aligmalar1 sirasinda elde edilen
kalluslardan Dbiyoreaktorde hiicre
kiiltiiric ile Steviol glikozit tretim potansiyeli

siispansiyon

arastirlmistir. Bu ¢ok yonlii ¢alisma, in vitro fide
iretimi, adaptasyon ve hiicre siispansiyonu ile
Steviol  glikozit  iiretiminin  bir  arada

degerlendirildigi ilk ¢alisma niteligindedir

2. Materyal ve Metot
Stevia Tohumlarmin Cimlendirilmesi ve

Bitkisel Materyal Temini

Calismada ilk olarak Stevia tohumlarinin
¢imlenme oraninin artirtlmasi igin gibberellik asit
uygulamasi yapilmigtir. Bunun igin ticari bir
firmadan (KALO Organik Tarim, Tiirkiye) alinan
Stevia tohumlar: ilk 6nce steril su ile yikanmis,
ardindan %2 tween igeren %50 etanol ¢ozelti
icerisinde 3 dakika bekletilerek kismi yiizeysel
sterilizasyon uygulanmustir. Etanol sonrasi saf su
ile yikanan 100’er adet tohum, igerisinde degisik
konsantrasyonlardaki gibberellik asit (GAj) (0,
10mg/1, 25mg/l, 50mg/l, 100 mg/l, 200 mg/l ve
500mg/l) ¢ozeltisi steril Whatman
kagidinin arasma konularak, 7 giin boyunca
karanlik ortamda ve 25 °C  sicaklikta
bekletilmistir. Her bir uygulama 10 tekrarh
hazirlanmis olup bu safha sonunda g¢imlenen
sayilarak hangi hormonal
konsantrasyonun ¢imlenme {izerine ne kadar etki

bulunan

tohumlar

yaptig1 belirlenmistir. Cimlenen tohumlar daha
torfipelit:vermiculit (10:1:1)
bulunan ortamlara aktarilarak gelisimleri takip
edilmistir. Tohumlar viyollere ekildikten sonra

sonra igerisinde

iizeri yiiksek nem oraninin saglanmasi i¢in naylon
ile kaplanmistir. Boylece hem doku kiiltiirii hem
de adaptasyon caligmalar i¢in maksimum sayida
fidenin elde edilmesi saglanmstir.

Indirek Organogenez ve Yapraktan Kallus
Indiiksiyonu

In vitro kosullarda mikro {iretim yolu ile
Stevia fidesinin elde edilmesi, ¢aligmanin ana
amaglarindan birisini olusturmustur. Bu kapsamda
gerek hiicre siispansiyonun uygulanabilmesi
gerekse mikroiiretim ile stevia fidesi iiretimi i¢in

kallustan rejenerasyon yolu se¢ilmistir. Bu amagla
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¢imlenmeden sonra, 5-7 cm uzunluguna ulagmis
fidelerden (8 hafta sonra) elde edilen yapraklar
oncelikle sterilizasyon islemine tabi
tutulmuglardir. Bunun i¢in steril su ile yikanan
yapraklar, 5 dak. boyunca %350 (v/v) etanol
¢ozeltisi igerisinde bekletilerek steril distile su ile
3 kez ¢alkalanmistir. Ardindan 0.01 % HgCl, (2
dakika) soliisyonu ile muamele edilen yapraklar

distile su ile tekrar yikanarak ylizey
sterilizasyonlari tamamlanmstir. Kallus
olusumunun saglanmasit igin steril edilen

yapraklar, petri icerisinde %3 sukroz ve %8 agar
ile degisik konsantrasyonlarda 2,4-D (1-20 mg/l),
NAA (1-20 mg/l) ve BAP (0.1-10 mg/l) bulunan
MS (Murashige ve Skoog., 1962) ortamlarina
(pH;5.8) nakledilmislerdir. Hormonal
kombinasyonlarin belirlenmesi i¢in daha 6nceki
Stevia’nin ~ kallus  indiiksiyonunu  gdsteren
calismalar (Sairkar ve ark.,2009; Janarthanam ve
ark., 2009; Preethi ve ark 2011; Mathur ve
Shekhawat., 2013; Gauchan ve ark.,2014) dikkate
alimmistir. Bu calismalarda en yiiksek kallus
veriminin goriildigli kombinasyonlar (Cizelge 1)
petrilerde olusturularak, steril edilmis 4 yaprak
diski ekilmistir. Yirmi tekrarli hazirlanan her
kombinasyon 25 °C sabit sicaklik, %45-50 nem
altinda 16 saat 151k (200 pmole/m2.s 151k siddeti)
8 saat karanlik fotoperiyodunda 3 hafta boyunca
bekletilmistir. Kallus indiiksiyonu 3 hafta sonra
belirmis, kontaminasyon gostermeyenler ayni
hormon konsantrasyonlarinda alt kiiltiir edilerek 3
hafta  boyunca  biyiitiilmiislerdir. ~ Kallus
indiiksiyonun ve gelisiminin 6 hafta boyunca
takip edilmesinin ardindan, kalluslarin bir bolimii
siirgiin olusumunun indiiklenmesi icin
Janarthanam ve ark.(2009), Sairkar ve ark.,(2009),
ve Preethi ve ark.,(2011)’de belirtilen BAP (2-5
NAA (0.1-2 mg/l)
kombinasyonlarinin bulundugu ortamlara
aktarilmistir (Cizelge 2). Kalluslardan elde edilen

mg/l) ve hormonal

siirglinler en yiiksek verimin oldugu ortamda alt

kiiltiir edilerek bilyiitlilmils, ardindan ayrilarak
koklendirme ortamma transfer edilmislerdir.
Koklendirme i¢in Razak ve ark., (2014) ve Patel
ve ark (2009) °‘da belirtildigi sekilde farkl
kombinasyonlardaki IBA (0.1-3 mg/l) ve NAA (
0.1-3 mg/l) igeren ortamlar hazirlanmistir
(Cizelge 3). Bdylece kalustan rejenere edilen
fideler kiiltiir ortamindan ¢ikarilarak distile su ile
yikanmig ve igerisinde torf, perlit ve vermiculit
(10:1:1) karigimi1 bulunan ortamlara aktarilmistir.

Stevia’nin Tokat Sartlarmma
Adaptasyonunun Sera ve Tarlada Test
Edilmesi

Caligsmanin diger 6nemli ayaklarindan biriside
Karadeniz iklimi gegit kusaginda bulunan Tokat
ilinde Stevia’nmin adaptasyon performansinin
belirlenmesidir. Bu kapsamda doku kiiltiiriinden
elde edilen fideler sera kosullarinda biiyiitiilmiis,
tohumdan ¢imlendirilerek elde edilen fideler ise
tarla denemesine alinmistir. Sera denemesi, 200
adet fidenin igerisinde torf perlit:vermiculit
(10:1:1) bulunan 10 litrelik saksilara 4 tekrar (50
fide/tekrar) halinde Nisan 2016’da ekilmesi ile
baslamistir. Saksilar Gaziosmanpasa Universitesi
Tarimmsal Uygulama Merkezi biinyesinde bulunan
yar1 kontrollli seralara aktarilmig, ortalama 25-32
derece sicaklik ve % 44-52 nem araliginda 5 ay
boyunca  biiyiitiilerek gelisim
parametreleri kaydedilmistir. Tarla denemesi ise
ayn1 tarihte uygulama merkezi biinyesindeki
araziye, yine 4 tekrar halinde, 400 adet Stevia
fidesinin birbirine 65cm’lik uzakliklarda bulunan

verim  ve

siralara 45 com araliklarla ekilmesi ile
olusturulmustur (toplam 120 m?®). Deneme damla
sistemi ile yabanci ot
miicadelesi ¢apalama ile yapilmistir. Her iki

denemede de fidelerin biiylime performanslari,

sulama sulanmis,

bitki basmma diisen gdvde ve yaprak miktari,
ciceklenme zamani ve hasat sonucu elde edilen
yas ve kuru yaprak miktarlar1 6l¢iilmiistiir.
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Cizelge 1. Fakli oranlarda biiyiime diizenleyicisi bulunan MS ortamlarinin Stevia rebaudiana bitkisinin
yapraklardan kallus indiiksiyonu ve gelisimine etkileri.
Table 1. Effects of different hormonal combinations on callus induction and development from the

leaves of Stevia rebaudiana

NAA 2,4D BAP  Kallus indiiksiyon Kallus morfolojisi Kallus Referans
(mg/l)  (mg/l) (mg/l) orant (%) ‘ ) Biiyiimesi
0 0 0 00 Kallus olusumu gézlenmedi 0
1 0.1 64 +3.8 Agik yesil, kirilgan 2 Sairkar ve ark.,2009
1 0.5 71+£45 Agik yesil, kirilgan 3 Sairkar ve ark.,2009
2 0.1 74+57 Kahverengi, kirilgan 3 Sairkar ve ark.,2009
2 0.5 71£ 6.6 Kahverengi, kirilgan 3 Sairkar ve ark.,2009
2 2 34+25 Kahverengi, kirilgan 1 Preethi ve ark 2011
5 2 38+£52 Atk yesil, kirilgan 1 Preethi ve ark 2011
10 2 53+6.2 Agik yesil, siki 2 Preethi ve ark 2011
20 2 61+5.7 Acik yesil, siki 3 Preethi ve ark 2011
5 5 88+5.9 Yesil, kirilgan 4 Mathur ve Shekhawat., 2013
10 5 96 £4.1 Yesil, siki 5 Mathur ve Shekhawat., 2013
10 10 92+6.5 Yesil, sik1 5 Mathur ve Shekhawat., 2013
20 10 84 +4.5 Yesil, kirilgan 5 Mathur ve Shekhawat., 2013
1 1 84 +5.8 Acik yesil, siki 5 Janarthanam ve ark., 2009
1 2 68 +£4.5 Acik yesil, kirllgan 4 Janarthanam ve ark., 2009
1.5 2 66 +7.7 Agik yesil, kirllgan 3 Janarthanam ve ark., 2009
2 2 67+6.8 Agik yesil, kirllgan 4 Janarthanam ve ark., 2009
2 2 28+3.8 Acik kahverengi, siki 2 Gauchan ve ark .,2014
5 2 37+£54 Acik kahverengi, siki 3 Gauchan ve ark .,2014
10 2 32+£5.0 Agik yesil, kirilgan 3 Gauchan ve ark .,2014
20 2 25+4.5 Acik yesil, kirilgan 3 Gauchan ve ark .,2014

“Herbir hormonal kombinasyon icin 20 petri kabi icerisine 4 yaprak diski konularak tekrarlar olusturulmus sonuclar 6 hafta sonundaki
tekrarlarin ortamalari alinarak hesaplanmistir. Kombinasyonlar arasindaki farklilk ANOVA ve Tukey HSD test ile belirlenmigtir
(p<0.05) Kallus biiyiimesi 0:hi¢ biiytimeyen, 5: en ¢ok biiyiiyen

Cizelge 2. Stevia rebaudiana bitkisinin yaprak dokusundan elde edilen kallus dokusundan siirgiin
rejenerasyonu ve gelisimi (n=20)
Table 2. The parameters of shoot regeneration from the callus obtained from Stevia rebaudiana leaves

BAP NAA Rejelll(e{aVS)’OH Ortalama siirgiin Ortalame; sl'irgﬁn Ref
(mg/) (mg/1) 51(01/01)g1 sayis/Kallus uzuniugyu ererans
0 0 - 0
2.0 - 69 74+£02 72+0.5 Janarthanam ve ark.(2009)
4.0 - 64 6.4+04 71104 Janarthanam ve ark.(2009)
5.0 - 68 6.8 +£0.3 6.9+03 Janarthanam ve ark.(2009)
2.0 0.1 50 4.1+02 3.0+0.1 Sairkar ve ark.,(2009)
2.0 0.5 65 4.8+0.6 41+04 Sairkar ve ark.,(2009)
2.0 1.0 56 3.5+0.1 32+04 Sairkar ve ark.,(2009)
2.0 2.0 48 47+0.2 3.5+0.1 Sairkar ve ark.,(2009)
4.0 0.1 58 3.8+04 24402 Preethi ve ark.,(2011)
4.0 0.5 69 4.9+0.5 48+04 Preethi ve ark.,(2011)
4.0 1.0 87 6.1+£0.4 59+0.6 Preethi ve ark.,(2011)
4.0 2.0 76 6.2+0.8 6.4+04 Preethi ve ark.,(2011)
5.0 0.1 55 45+05 48+0.3 Preethi ve ark.,(2011)
5.0 0.5 45 3.8+0.5 3.6+0.3 Preethi ve ark.,(2011)
5.0 1.0 58 4.8+0.6 49+0.2 Preethi ve ark.,(2011)
5.0 2.0 61 51+04 53+03 Preethi ve ark.,(2011)

**Gozlemler siirgiin transferinden itibaren 4.hafia sonunda elde edilmistir. Her bir ortam igin 20 siirgiin dikkate alinmis ve
hesaplamalar ile gozlemler ortalamalar alinarak yapilmistir.Kombinasyonlar arasindaki farklilik ANOVA ve Tukey HSD test ile
belirlenmistir (p<0.05)

242



YILDIRIM / JAFAG (2017) 34 (1), 238-251

Cizelge 3. Stevia rebaudiana siirgiinlerinin farkli hormonal kombinasyonlar altindaki kdk gelisim

performanslari

Table 3. Root initiation and improvement performances on Stevia rebaudiana shoots grown under

different hormonal combinations

IBA NAA Kok indiiksiyonu

Siirgilin basgina ortalama

Ortalama kok uzunlugu

(mg/l) (mg/l) (%) kok sayisi (cm) Referans

0.1 - 76 38+04 44+02 Razak ve ark., (2014)

0.5 - 68 49+0.5 3.8+0.3 Razak ve ark., (2014)

1.0 - 79 6.1+04 6.9+0.3 Razak ve ark., (2014)

2.0 - 94 6.2+0.8 6.5+0.5 Razak ve ark., (2014)

3.0 - 88 45+0.5 43+0.3 Razak ve ark., (2014)
0.1 42 3.8+0.5 46+0.3 Patel ve ark (2009)
0.5 47 48+0.6 49+0.1 Patel ve ark (2009)
1.0 49 51+04 53+02 Patel ve ark (2009)
2.0 56 3.7£04 32+04 Patel ve ark (2009)
3.0 49 49+0.2 44+04 Patel ve ark (2009)

**Gozlemler siirgiin transferinden itibaren 4.hafta sonunda elde edilmistir. Her bir ortam icin 20 siirgiin dikkate alinmig ve
hesaplamalar ile gozlemler ortalamalar alinarak yapumistir. Kombinasyonlar arasindaki farkiiik ANOVA ve Tukey HSD test ile

belirlenmistir (p<0.05)

Steviol Glikozitlerin Hiicre Siispansiyon
Kiiltiirii fle Biyoreaktorde Uretimi

Steviol glikozit {iretiminin bir diger alternatifi
ise elde edilen kalluslardan hiicre siispansiyonu ile
iiretimin

biyorektorlerde hiicresel

gerceklesmesidir.  Bu  nedenle  calismada
Universitesi

bulunan

Gaziosmanpasa
boliimiinde

Biyomiihendislik
Biostat B-plus
bioreaktériinde daha Once erlende optimize
edilmig Stevia hiicre siispansiyon ortamlarinin
(Mathur ve Shekhawat, 2013) yiikseltme (scale
up) calismasi yapilmistir. Biostat B-plus tekrar
kullanilabilir karistiricili ve otoklavlanabilir bir
cam hazneye sahip olup maksimumum 4 litreye
kadar sollisyonu proses edebilmektedir. Hiicre
siispansiyonu i¢in en uygun baslangi¢ hiicre
miktarinin litre basina 10 gr yas kallus oldugu,
Mathur ve Shekhawat, (2013) tarafindan en uygun
hormonal konsantrasyonlar ile beraber
belirlenmistir.  Bu nedenle bu c¢alismada
maksimum Stevia hiicre iiretimin ger¢eklestigi 10
g/l kallus dokusu, %3 sukroz, 0.27 uM 2,4-D ve
0.27 uM BAP ile 0.06 uM Askorbik asit bulunan
MS ortamui (pH:5.8) aktarilmigtir. Siire. 41’lik iki
adet Biostat B plus biyoreaktoriinde takip
edilmistir. Kalluslarin steril kabin igerisinde
transferinden sonra bioreaktorlerde ki karistirici
hiz1 kalluslarin zarar gérmeden ¢6ziilmesi igin ilk
once 70 rpm’e ayarlanmistir. Kalluslarin
kaybolarak hiicresel kitleler haline gectigi anda
ise karistirict hiz1 150 rpm’e ¢ikarilmistir. Ayrica

soliisyon igerisindeki minimum ¢6ziinen oksijen
miktar1 disaridan filtrelenerek kompresorle sabit
hizda verilen hava ile %21’e ayarlanmustir.
Karanlik ortamda bekletilen biyoreaktorlerin
26 derecede sabit
degisimleri de bilgisayar ortamindaki programlar

sicakligt tutulmus, pH
ile siirekli takip edilmistir. Reaktdrde bulunan
diizenleyiciler ile pH 5.8 civarinda kalmasi
saglanmustir. Hiicrelerin biyoreaktdrde
¢ogaltilmasi silirecinde, her gin 6 ml’lik
sollisyonlar almarak hiicre miktarindaki artiglar
belirlenmisg, ayrica hiicrelerin canliligmi ve
sayisini gdsteren Evan's Blue testi uygulanmigtir
(Rodriguez-Monroy ve Galindo.,1999). Bu
prosediirde  biyoreaktérden alinan soliisyon
igerisinden 1 ml alinarak % 0,25'lik Evan Mavisi
ile 5 dakika boyunca inkiibe edilmistir. Gerekli
dilisyonlar1 yaptiktan sonra soliisyondan 10 pl
almarak Thoma Lamu iizerine yiiklenmis, canli ve
Oli hiicreler sayilarak canliblk oranm1 (%),
jenerasyon siiresi (saat) ve bilylime orani (giin)
hesaplanmugtir.  Iki reaktdrden aym anda alman
ornek sollisyonlar i¢in  Olglimler {i¢ kez
tekrarlanmigtir. Alinan 6rnek soliisyonun geri
kalan1 ise 12000 rpm de 10 dakika siire ile
santrifiij edilerek ¢oktiiriilmiis ve bu sekilde hiicre
hacmindeki (Packed cell volume) degisimler
kaydedilmistir. Siipernantanti alinan soliisyondan
geriye kalan hiicrelerin yas ve kuru hiicre agirligi
belirlenmigtir. Bu islemlere yaklagik 15 giin

boyunca devam edilerek, alinan soliisyonlardaki
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Steviol glikozit degisimi kuru 6rnekler iizerinde
yapilan HPLC analizi ile belirlenmistir. HPLC
analizi Yiicesan ve ark.(2016a) ‘da belirtildigi
sekilde Ortadogu Teknik Universitesi Merkezi
laboratuvarinda  hizmet alim  yolu ile

gerceklestirilmistir.

Istatistiki Analizler

Elde edilen veriler ortama ve standart hatalari
ile birlikte verilmis olup,
replikasyonlardan alinan ortalamalar varyans
analizi (one-way ANOVA) ile istatistiki olarak
test edilmistir. Ayrica Tukey’ post hoc coklu
grup i¢i farkliliklar
belirlenmistir. Istatistiksel analizler i¢in SPSS
programi kullanilmis, testlerin istatiksel anlami
%095 giiven araliginda belirlenmistir.

tim denemelerde

kargilagtirma testi ile

4. Sonuc¢ ve Tartisma

Gibberellik Asit Uygulamasinin Stevia
Tohumlarmin Cimlenmesi Uzerine Etkileri

Daha oncede belirtildigi lizere Stevia bitkisinin
iretiminde karsilagilan en Onemli problem,
tohumlarindaki ¢imlenme veriminin ¢ok diisiik
olmasidir. Bu nedenle tohumlarin tarlada
cimlendirilerek ekiminin yapilmas1 ¢ok zor olup,
fidelerin sera ortaminda yetistirilerek tarlalara
dikilmesi gerekmektedir. Serada tohumdan fide
elde edilmesi asamasinda dahi tohumlarda %20-
30°luk bir ¢imlenme basar1 sayilmaktadir. Bu
nedenle tarlalarda Stevia ekimi icin gerekli
fidenin elde edilmesi i¢in yiiksek miktarda
tohuma ihtiya¢ duyulmakta ve fide {iretme
maliyetleri artmaktadir. Bu kapsamda yapilan
calismada ilk olarak gibberellik asit uygulamasi
ile tohumlarda c¢imlenme oraninin artirilmasi
hedeflenmistir. degisik
konsantrasyonlarda uygulanan gibberellik asitin

Bunun i¢in
istatistiki olarak kontrol grubuna gore (p<0.05)
Stevia tohum ¢imlenmesi iizerinde yiiksek oranda
bir katki yaptig1 goriilmistiir. Kontrol grubunda
¢imlenmenin ortalama % 28 oldugu calismada,
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10mg/1, 25mg/l, 50mg/l, 100 mg/l, 200 mg/l ve
500 mg/l gibberellik asit (GAj;) uygulanan
tohumlarin sirasi ile ortalama %42, %47, %58, %
62, %64 ve %65 oldugu belirlenmistir.
Cimlenmenin en yiliksek oranina 100 mg/1 ve iistii
gibberellik  asit uygulamasinda ulagmasina
ragmen, 200 ve 500 mg/l GA; uygulamalarinin
¢imlenme {izerindeki etkisinin birbiri arasinda
istatistiki olarak anlamsiz oldugu bulunmustur.
Ayrica bu yiiksek diizeydeki gibberellik asit
uygulamalariin ¢imlenmeyi artirmasina ragmen,
fide boyutuna ulagmasina negatif yonde bir etki
yaptigi gozlenmistir. Ozellikle 100mg/l ve iistii
uygulamalarda ¢imlenen tohumlardan c¢ikan
fidelerin govdelerinde ¢ok hizli uzamanmn
meydana geldigi goriilmiistiir. Bu fidelerin
govdelerinin son derece ince olup bitkinin dik
durmasin1  saglayacak gilicte olmadig1 tespit
edilmistir  (Sekil 1). Bu nedenle yiiksek
gibberellik asit altinda ¢imlenen fidelerden
bircogunun gelisimlerinin bir siire sonra durdugu
ve daha fazla biliyliyemeden 6ldiigli gozlenmistir.
Kontrol grubunda ¢imlenen tohumlardan uygun
fide haline gelenlerin oraninin %18 oldugu
belirlenmis, gibberellik asit uygulamasinda ise bu
oran sirasi ile %36, %39, %48, %24, %13 ve %11
olarak Ol¢ililmiistiir. Bu durumda en uygun
gibberellik asit uygulamasinin 50 mg/l oldugu
belirlenmigtir  (Sekil 1). Gibberellik asit
tohumlardaki dormansiyi kirmada ¢ok yaygmn
kullanilan bir hormondur. Cimlenme sirasinda gen
ifadesini artran bu hormon hem tohum
kabugunun incelmesini hem de endospermdeki
besin maddelerinin parcalanarak embriyoya
gerekli enerjiyi saglayan hidrolitik enzimlerin
aciga cikmasimi saglamaktadir. Gibberellik asit
uygulamasinin  bitkilerde hiicre
boliinmesini hizlandirdigi bu nedenle bir ¢ok
tarimsal bitkide ince govdeli, uzun boylu
bitkilerin elde edilmesinde kullanildig1 daha 6nce
bir ¢ok raporda belirtilmigtir (Gupta ve
Chakrabarty 2013°de derlenmistir).

uzamasi V€
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Sekil 1. 100 mg/l ve iizeri Gibberellik asit hormon uygulamasinin kontrol grubuna (A) gore kivrimli,
ince govdeli ve uzun fidelerin (B) elde edilmesini saglamistir. Tokat sartlarinda tarlaya ekilen fidelerin
gelisimleri (C) ve g¢iceklenme zamani (D) bitkinin bu iklim kusaginda verimli bir sekilde
bliyliyebilecegini gostermistir.  Doku kiiltiirii ¢aligmalar1 ile Stevia rebaudiana bitkisinin kallus
indiiksiyonu (E), gelisimi (F) stirgiin (G) ve kok (H ) rejenerasyonu ile ticari boyutta fidenin tiretilmesi
miimkiin olmustur (I). Uretilen fidelerin sera ortaminda test edilmesi (J) stevia iiretiminin sera
kosullarinda da 6nemli potansiyeli oldugunu gdstermistir.

Figure 1. Gibberellic acid treatment over 100mg/L (B) caused formation long and thin Stevia
rebaudiana seedlings compared to control (A). Yield performance (C) and flowering time (D) of Stevia
rebaudiana seedlings in field condition indicated adaptation success of this species to Tokat province.
Callus induction (E), development (F), shoot (G) and root (H) regeneration enabled to produce Stevia
rebaudiana seedlings at commercial scale. Regenerated seedlings grown in greenhouse revealed
production potential of this species in controlled condition (I).

Stevia’nin Doku Kiiltiirii ile in Vitro in vitro kosullarda Stevia’min mikroiiretim

Uretimi igin Kallus indiiksiyonu
Stevia’nin tohumdan fide iiretiminden yeterli

diizeyde randiman alinamamasmin yaninda,
tohumdan elde edilen fidelerdeki genetik
varyasyonda elde edilecek Steviol glikozit

miktarinda dalgalanmalara sebep olmaktadir. Tiim
bu sorunlart giderecek en Onemli alternatif
yontem bitki doku kiiltiiri ile klonal ve ¢ok
miktarda fide tiretimidir. Bu ¢aligma kapsaminda

potansiyelinin arastirilmast ve bu sayede ¢ok
sayida Stevia fidesinin mikroiiretim yolu ile elde
edilmesi hedeflenmigstir. Bunun i¢in yapraklardan
kallus elde edilmesinden sonra rejenerasyonla fide
elde edilmesini saglayan indirek organogenez
yontemi secilmigtir. Yontem i¢in 20 adet oksin
(2,4-D ve NAA) ve sitokinin (BAP) hormon
kombinasyonunun kallus
performanslart degerlendirilmis olup, tim hormon
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uygulamalar1 kontrol grubuna gdre anlamlh
diizeyde kallus iiretimini saglamigtir.  Cizelge
1’de gosterildigi lizere, istatistiki olarak anlamli
farklilik gosteren (p<0.05) en yiiksek kallus
indiiksiyonu, yapraklarin doku kiiltiirii ortamina
alinmasindan 3 hafta sonra NAA (10.0 mg/l) ve
BAP (8.0 mg/) elde
edilmistir. Bu  konsantrasyonda  kalluslarin
morfolojisi yesil renkte ve siki globular yapida
oldugu gozlenmistir (Sekil 1). Diger hormon
konsantrasyonlarindan 24D ile NAA
kombinasyonlar1 da yiiksek oranda kallus
indiiksiyonu gostermesine karsin 2,4D ile BAP

kombinasyonundan

kombinasyonlar1 en diigiik kallus olusturan
ortamlar olmustur. Alt kiiltiirlerden sonra kallusun
en hizl biiyiidiigii ortam yine NAA (10.0 mg/1)
ve BA (8.0 mg/l) kombinasyonlarinda
gbzlenmistir. Denenen tim hormon
konsantrasyonlar1 daha Onceki ¢alismalar ile
paralel sonuglar ortaya koymustur (Sairkar ve
ark.,2009; Janarthanam ve ark., 2009; Preethi ve
ark 2011; Mathur ve Shekhawat., 2013;

Gauchan.,2014).

Kallustan Siirgiin ve Kok Rejenerasyonu

Yapraklarmm doku kiiltiirtine aktarilmasindan
itibaren, 6 hafta boyunca biyiitilen kalluslar
(Sekil 1) once siirglin olusumu icin degisik
konsantrasyonlarda BAP (0.1-2 mg/l) ve NAA (1-
edilerek
rejenerasyon c¢alismalarina baglanmistir.  Elde
edilen veriler tiim uygulamalarin kontrol grubuna
gore istatistiki olarak anlamli  bir fark
olusturdugunu gostermis, kalluslardan en yiiksek

Smg/l) bulunan ortamlara transfer

sayida siirglin indiiksiyonunun 4mg/l BA ile
Img/l NAA (Sekill) bulunan kiiltiir ortaminda
gelistigi gozlenmistir. Buna karsin olugan siirglin
sayist ve siirgilinlerin uzunluklari ag¢isindan en
yiiksek oran sadece BAP (2-4-5 mg/l) bulunan
ortamlarda elde edilmistir (Cizelge 2). Bu durum
kalluslarn ilk olarak 4 mg/l BA ile 1 mg/l NAA
ortaminda bekletilmeleri ardindan sadece BAP
bulunan ortamlara altkiiltiir edilmesinin hem
stirgiin olusumuna hem de hizli siirgiin gelisimine
katki saglayacagini gdstermistir. Siirgiinler daha
sonra birbirinden ayrilarak ayri tiipler igerisinde
degisik oranlarda IBA (0.1-3 mg/l) ve NAA (0.1-
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3 mg/l) bulunan ortamlara aktarilmislardir. Gerek
kok indiiksiyonu gerekse olusan kok sayist ve
uzunlugu agisindan en iyi sonu¢ 2mg/l IBA’nin
(Cizelge 3) bulundugu ortamdan elde edilmistir
(Sekil 1). Denenen tiim ortamlar yiliksek oranda
kok gelisimi gosterse de, NAA ortamma konan
stirgiinlerin ¢ogunda tekrardan kallus olusumu
gozlenmistir. Bu durumda siirgiinlerin IBA
ortaminda koklendirilmesinin en uygun yaklasim
olacagi sonucuna varilmistir. Steviada doku
kiiltiirii ortaminda siirgiin ve kok gelimi genelde
bitkilerin node-internod ve siirgiin ucu kisimlari
kullanilarak aragtirilmistir (Janarthanam ve ark.,
2009; Sairkar ve ark.,2009; Patel ve ark., 2009;
Preethi ve ark., 2011; Razak ve ark., 2014).
Ancak bu bitkisel materyaller yine Stevia
bitkilerinin varligmma ihtiya¢ duydugundan doku
kiiltiirt ile fide elde edilmesinin
stirdiiriilebilirligini negatif yonde etkilemektedir.
Oysa elde edilecek kalluslarm
rejenerasyon kapasitesi, Stevia bitkisine ihtiyag

yapraktan

duymadan simirsiz sayida fide tiretimini miimkiin
kilmaktadir. Elde edilecek kalluslarin bazilar1 kok
ve siirgiin olugsumu i¢in indiiklenirken, geri kalan
kallus dokusundan hiicre siispansiyonu ile ¢ok
sayida yeni kallusun elde edilmesi miimkiindiir.

Stevia rebaudiana Bertoni Bitkisinin Tokat
Sartlarina Adaptasyonu

Calismanin en O6nemli ayaklarindan biriside
Stevia rebaudiana bitkisinin Tokat ili iklimsel
kosullarina adaptasyonunun test edilmesidir.
Bunun i¢in ¢alismada ¢imlendirilen tohumlardan
elde edilen fideler tarlaya ekilerek bir biiyiime
sezonundaki gelisim ve verim kapasiteleri test
edilmistir. Topraga 4 tekrar halinde Nisan 2016
ortalarinda ekilen 400 adet Stevia fidesinin
gelisimleri ¢igeklendigi 20 hafta sonuna kadar
takip edilmistir. Tarla denemelerinde tekrarlardan
Olciilen tiim parametrelerden elde edilen veriler
ANOVA ile karsilastirilarak anlamli bir farkliligin
bulunmadig belirlenmistir. Yaklagsik 150 (Sekil 1)
giinde c¢iceklenme evresine wulasan fidelerin
ortalama agirhigi 480 + 78 gr, boylari ise 68 + 8.0
cm’e ulagmustir. Bitki basina dal sayist 9.4 + 0.6
iken yaprak sayisi 13 £ 3.2 olarak hesaplanmistir.
Ciceklenme evresine ulasan fidelerin ortalama yag
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yaprak miktarinin hektar basina 4.8 ton oldugu
hesaplanmustir. Steviol glikozit miktarinin bitkide
en yiksek oldugu donemin ¢igeklenin ilk
goriildiigli  donemler oldugu daha Onceki
raporlarda belirtilmigtir (Yadav ve ark 2011).
Calismada ¢igeklenmenin ilk goriildiigli donemde
toplanan yapraklarda Steviol glikozit miktarinin
bir gram kuru yaprakta 42 mg oldugu
belirlenmistir (Cizelge 4). Bu oranin yaklasik
%30 unun en degerli Steviol glikozit olan
RebA’den  olusmasi  kullanilan  ¢esidinde
tatlandiric1 {iretimi i¢in ¢ok bagarili oldugunu
gostermistir (Lemus-Mondaca ve ark. 2012).
Turgut ve ark., (2015) aym bitkinin Antalya
kosullarindaki adaptasyon c¢aligmalarini yapmus,
160 giinliik ¢iceklenme evresi gdsteren bitkilerin
ciceklenme evresine kadar ortalama bitki boyunun

98 cm, agirhgmin ise 720 grla ulastigim
bildirmistir.  Aym1  c¢alismada  Antalya’da
Stevia’nin  hektarda 8.6 ton yas yaprak

iretebilecegi hesaplanmistir. Bu sonuglara kiyasla
Tokat’ta Stevia iiretimin verim ac¢isindan diisiik
oldugu goriilmektedir. Ancak Yiicesan ve ark.
(2016 b) yaptig1 calismada Yalova kosullarindaki
elde edilen hektar basina 2.4 ton verime kiyasla
Tokat sartlarinda Stevia veriminin oldukga ytiksek
oldugu goriilmektedir. Elde edilen sonuglar ve
kiyaslamalar Stevia bitkisinin Tokat ili iklimsel
kosullarina rahat adapte oldugu gostermistir.
Stevia esasen ¢ok yillik bir bitki olup hasat
sonrast toprakta kalan koklerden, dondurucu
soguklarin yaganmadigi bolgelerde her yil yeni
fidelerin gelistigi ve bu sekilde ii¢ yil boyunca
yiksek verimde Stevia yapragmin hasat
edilebilecegi vurgulanmistir (Yadav ve ark 2011).
Tokat meyve ve bagciligin ¢ok yogun yapildig:
bir bdlge olup uzun kis ortalama sicakliginin iki
derecenin  altina  diismedigi  bilinmektedir
(Gebeloglu ve ark., 2011). Bu durumda Tokat
yoresindeki meyve agacglarmin altina ekilecek
Stevia’nin yillar boyunca giftcilere yliksek ek
gelir saglamast mimkiindiir. Bu anlamda
Stevia’nin bolgeye ekonomik anlamda ciddi katki
yapma potansiyeli bulunmaktadir.

doku Kiiltiiriinden elde edilen
fidelerde sera ortaminda biiyiitiilerek bu bitkisinin

gelisim ve verim parametreleri incelenmistir.

Calismada

Bunun igin tarlaya ekim ile ayni zamanda sera
ortamina aktarilan 200 adet kallustan rejenere
edilmis Stevia fidesi (Sekil 1), tarla ortamima
benzer sekilde 5.5 ay sonra ¢iceklenme evresine
ulasmustir. Ekilen fidelerin bu siire sonundaki
ortalama boyu 104 + 12 cm, agirlig: ise 832+ 103
gr’a ulamistir. Bitki basina dal sayis1 (8.2+2.6)
tarla kosuluna yakin bir deger gostermistir. Bitki
basma diisen yaprak sayisi ise 16+4.2 olarak
hesaplanmigtir. Bu durum sera kosullarinda
iretimin tokat kosullarinda ¢ok daha verimli
oldugunu gostermektedir. Sera denemesindeki
toplam Steviol glikozit miktar1 (46.2 mg/g.kuru
yaprak) ise tarla denemesine gore istatistiki olarak
yiliksek bulunmustur (p<0.05) (Cizelge 4). Daha
onceki ¢alismalarda tohumdan elde edilen
fidelerdeki genetik varyasyonun elde edilecek
Steviol glikozit miktarinda dalgalanmalara sebep
oldugu bildirilmistir. Bu durum zaman zaman
Stevia {iretiminde azalmalara ve elde edilen
iiriinde kalite problemlerine sebep olabildigi rapor
edilmistir (Abdullateef ve Osman 2011; Yiisecan
ve ark,2016 a). Doku Kkiiltiiriinden elde edilen
fidelerin klonal olmast her donem yiiksek
miktarda ve ayni kalitede Steviol glikozit
tiretilmesi agisindan onemlidir. Sera kosullarinda
elde edilen fidelerdeki Steviol glikozit miktarinin
yetistirme kosullar1 yaninda klonal iiretimden de
kaynaklandig1 sdylenebilir. Stevia’nin son yillarda
iilkemizde gordiigii ilgi ve elde edilen Steviol
gkilozitlerin yiiksek fiyatlarda alict bulmasi ve
pazarlama agisindan sikitisinin  bulunmamasi,
Stevia’'nin seralarda iiretiminin kazangli bir
alternatif olabilecegini gdstermektedir. Ozellikle
son yillarda Stevia’nin ¢aylara katilarak kalorisiz
tath poset ¢ay yapiminda kullanilabilecegine dair
ongoriiler ilerleyen yillarda 6zellikle Karadeniz
bolgesinde Stevia talebinin katlanarak
biiyliyecegini gostermektedir. Bu nedenle gerek
sera gerekse tarlalarda yetistirilecek Stevia’nin
karlilik acisindan ciddi bir alternatif yaratacag:
aciktir.

Hiicre Siispansiyonu
Steviol Glikozit Uretimi

Steviol glikozit {iretiminin genelde yiiksek
maliyetli fide iiretimine dayanmasi ve iklimsel

ile Biyoreaktorde
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gereksinimler nedeni ile bu bitkinin {iretimi birgok
bolge i¢cin zor ve pahali olabilmektedir. Bu
nedenle bitkisel kokenli tatlandirici iiretmek igin
Stevia bitkisi yerine hiicresinin iiretilmesi uygun
bir alternatif olarak karsimizda durmaktadir. Bu
kapsamda Stevia’nin hiicre siispansiyon kiiltiirii
daha 6nce Mathur ve Shekhawat, (2013), Sharma
ve ark (2015) ve Dwivedi ve ark (2016) tarafindan
calisilmis hiicre siispansiyon c¢aligmalar1 kallus
iretim amaglh optimize edilmistir. Ancak bu
calismalarin higbirisinde biyoreaktorlerde hiicre
siispansiyonu  ile  Steviol glikozit
konusunda bir ¢aligma yapilmamistir. Bu nedenle

tretim

calismada Gaziosmanpasa Universitesi
Biyomiihendislik béliimiinde bulunan Biostat B-
plus biyoreaktoriinde daha once erlende optimize
edilmis Stevia hiicre siispansiyon ortamlarinin
yiikseltme (scale-up) c¢alismasi  yapilmstir.
Caligmada 10 gr /1 kallus ile baslanan 4 It’lik
Biostat B plus biyoreaktorlerinde kalluslarin
birinci glinden itibaren ¢o6ziinerek hiicresel
kiitleler haline geldigi, liglincii giinde ise tamamen
¢Oziindiigii gozlenmistir. Bu safhada kremsi
renkte olan soliisyon ilerleyen safhalarda agik
kahverengi  haline  donmiistir  (Sekil  2).
Biyoreaktorde kalluslarin tamamen ¢oziinmesi ile
hiicresel hacim %12, kuru hiicre agirlik degeri ise
6.4 gr/l olarak Slciilmiistiir. Hiicresel slispansiyon
lag fazim1 gecirmeden logaritmik faza gecerek 6
gilin boyunca bu evrede kalmis ve bu sathanin
%81’lik  hiicresel hacme
gorlilmiigtiir  (Sekil ~ 3).
kalluslarin  ¢dziinmesinden

sonunda ulastigi

Karstiric1  hizinin
sonra 150 rpm’e
kopiirmelere  sebep

olmustur (Sekil 2). Bu nedenle soliisyondaki

cikarilmast  soliisyonda
kopilirme 2 cm boyutlarina ulastiginda anti koptik
ajani soliisyona (Antifoam C Emulsion) eklenerek
kopiik olusumu engellenmistir. Kopiik olusumu
biyoreaktor ¢aligmalarinda sik rastlanan bir durum
olup (Gupta ve ark., 2013; Gallego ve ark.,2015)
reaktoriin havalandirilmasindan ve karbonhidrat
iceriginden kaynaklandig1 bilinmektedir. Hiicresel
tiretim, prosesin baslamasindan 10 giin sonra
yavaglamis ancak biiyiimeye devam ederek
maksimum %88’lik hiicresel hacme ve %37.8 gr/l
kuru agirliga ulagsmustir (Sekil 3).  Jenerayon
zamaninin 22.4 saat, biiylime oranin ise 2.85/giin
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oldugu calismada 40 gr ile baslanan biyoreaktor
prosesinde 20 giin sonunda reaktor bagina 268 =+
34 gr yas hiicresel liretim gerceklesmistir (Sekil
2). Hiicrelerin canliligi baslangi¢ fazinda yiizde
90’larda iken logaritmik biiyiime fazinda %80-85
araligma diismiistiir. Duragan fazda ise %060
dolaylarina inen hiicresel canlilik proses sonunda
%40 seviyelerine diigmiistiir (Sekil 3). Hiicrelerin
sekilleri proses boyunca genis ve yuvarlak oldugu
tespit edilmis, oOzellikle logaritmik biiyiime
fazinda hiicre boyutlarinin ilk safhalara gére daha
kiigiik oldugu tespit edilmistir. Biyoreaktdrden
elde edilen sonuglarin hemen hepsi Mathur ve
Shekhawat,
sonuglar ortaya koymustur.

(2013) c¢aligmasina ¢ok paralel
Ancak Dbelirtilen

caligmaya kiyasla Steviol glikozit miktar
acisindan  biyoreaktorde ¢ok daha yiliksek
degerlere ulasildigr  goriilmiistiir.  Kullanilan

bitkisel materyal kaynakli oldugu diisiiniilen
Steviol glikozit miktar1 hiicre siispansiyonun
baslangic asamasinda kuru agirlik basma 2.52 +
0.67 mg olarak Ol¢iilmiistiir (Cizelge 4). Aym
deger logaritmik biiyiime fazinin basi, ortasi ve
sonunda sirast ile 2.48 + 0.87 mg 2.26 + 0.67 ve
2.08 + 0.25 olarak ol¢iilmiistiir. Steviol glikozit
miktar1 duragan fazda ise azalarak 1.19 mg/g kuru
agirlik degerine gerilemistir (Sekil 3). Bu degerler
daha oOnceki caligmalarda kalluslarmm  Stevia
degerine denk gelmekte olup (Sharma ve
ark.,2015 ve Dwivedi ve ark .,2016), tarla ve sera
kosullarinda yetistirilen bitkilerin yapraklardaki
Steviol glikozit miktar1 ile karsilastirildiginda ¢ok
diisiik oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle hiicresel
siispansiyon ile Steviol glikozit iiretiminin ¢ok
verimli olmadig1 diisiiniilebilir. Steviol glikozitler
diterpen ailesine ait sekonder metobolitlerdir.
Dolayist ile iiretimleri dokulara 6zgii olup genelde
en biyiik birikimlerini ¢i¢eklenmeden Once
yapraklarda yapmaktadirlar. Yaprakta Steviol
glikozit miktar1 gr kuru yaprakta 30-40 mg
arasinda bulunurken goévdede bu deger 2-4 mg
digmektedir (Dwivedi ve ark., 2016). Kallus
dokusuna ait hiicrelerde yiiksek oranda Steviol
glikozit bulunmamasi normal bir durumdur.
Ancak Steviol glikozitlerin sentez yolu gibberellik
asit yolu ile ayni yolag: takip etmektedir (Yadav

ve ark.,2011). Dolaywst ile farkli hormonal
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uygulamalar ya da Steviol glikozit salinimini
artiracak ~ kimyasallar ~ kullanilarak  hiicre
siispansiyon kiiltlirlinden yiliksek diizeyde verim
alinmas1 mimkiindiir. Nitekim Sharma ve ark.,
(2015) metil jasmonat ile NH4,NO; uygulamasinin
Steviol glikozit miktarini hiicre siispansiyonunda
5 mg’a kadar ¢ikardigini tespit etmistir. Dolayisi

ile bu tir uyarici etkili ortamlarda, yiliksek
oranlarda yapilacak hiicresel {iretimin Steviol
glikozit iiretimi agisindan ciddi bir potansiyeli
bulunmaktadir. Steviol glikozit miktarindaki
azliga ragmen iki haftalik bir siire zarfinda elde
edilen 5 katlik hiicresel artis bu potansiyelin en
biiyiik gostergesidir.

Cizelge 4. Tarla ve sera denemesi ile hiicre siispansiyon kiiltiiriinde kuru agirlik (KA) basina diigen

Steviol glikozit miktar1

Table 4. Steviol glucoside (mg/dry weight) content of Stevia rebaudiana grown in field, greenhouse and

cell suspension culture

Deneme Bitki organi Stevioside RebA Reb B Reb C Toplam SG
(mg/g KA) (mg/g KA) (mg/g KA) (mg/g KA) (mg/g KA)
Tarla Yaprak 22.3+3.8 12.2+0.8 1.6 0.6 52+09 423
Sera Yaprak 242+24 135+1.1 22+13 63+1.6 46.4
- Baglangi¢ fazi 1.4+04 0.7+0.1 0.0+£0 03+£0.2 2.5
iicre
Biiylime fazi 14+02 0.6 +0.1 0.0+0 0.3+0.1 23
kiiltiird
Duragan faz 0.8+£0.2 0.3+£0.0 0.0+£0 0.1£0.0 1.2

Sekil 2. Stevia rebaudiana bitkisinin hiicre siispansiyon kiiltiiriiniin Biostat B-plus biyoreaktdriinde (A)
tiretimi sirasindaki baslangic (B), logaritmik biiyiime (C) ve duragan (D) fazlarmin sonunda elde edilen

hiicresel iiretim miktar1 (E).

Figure 2. Cell suspension culture of Stevia rebaudiana in Biostat B-plus (A) with initiation (B),
logarithmic growth (C) and stable (D) phases. Figure E represented the cell yield at the end of the

suspension culture in bioreactor.
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Sekil 3. Hiicre siispansiyonunda Stevia rebaudiana *nin hiicresel miktar, canlilik (%) ve toplam Steviol

glikozit (mg/g kuru hiicre agirlig1) degisimleri.

Figure3. Changes in cellular quantity, vitality and steviol glucoside content in suspension culture of

Stevia rebaudiana.

5. Sonuc ve Oneriler

Stevia’nin  tohum  ¢imlenmesi
gibberellik uygulamasimnin
arastirildigi ¢aligmada, en uygun konsantrasyonun
hem ¢imlenme hem de gelisim agisindan 50mg/1
oldugu belirlenmistir. Ayrica, indirek
organogenez ile vejetatif olarak fide iiretiminin

lizerine

asit etkisinin

optimize edildigi calismada yapraktan kallus, kok
ve siirglin gelisimleri i¢in en uygun hormonal
kombinasyonlarda  belirlenmistir. ~ Stevia’nin
adaptasyon ¢aligmalari Tokat bdlgesinde 4.8
ton/hektarlik bir verimin gerceklestigini, boylece
meyveciligin yogun yapildig1 yoérede agaglardan
olusan bahgelere yapilacak Stevia ekiminin
bolgede oOnemli bir alternatif kazang saglama
kapasitesi oldugunu gostermistir. Calismada
ayrica hiicre siispansiyonu ile Steviol glikozit
dretimi  i¢in  biyoreaktdrde  optimizasyon
calismalar1 yiriitiilmiistiir. Biyoreaktérde 50 mg
kallus ile baglanan reaksiyonun iki hafta igine 5
kat dan fazla hiicresel iiretim gergeklestirdigi
ancak hiicresel Steviol glikozit miktarinin (2mg /
kuru agirlik) normal bitki yapragina (> 40 mg /
kuru agirlik) gore c¢ok diisiik oranda Steviol

glikozit  barindirdign  goriilmiistiir.  Bitkisel
tatlandiric1 iretiminde 6nemli bir alternatif olan
hiicresel ~ siispansiyonun  denenecek  ¢esitli
hormonal uygulamalar ile Steviol glikozit

miktarinin artirllmast miimkiin olup ilerleyen
caligmalarin bu yonde yapilmasi 6nerilmektedir.
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