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Genis kapsamli kullanim alanina sahip olan sekonder metabolitlerin dogal ko-
sullar altinda bitkilerden elde edilmesi sirasinda gesitli zorluklarla karsilagilmak-
tadir. Karsilagilan baslica sorunlar; dogal floradaki bitkilerin toplanmasinin zor
ve pahali olmasi, bitkilerin dogadan siirekli toplanmasi sonunda nesillerinin za-
manla yok olmasi, sekonder metabolit miktar ve kalitesinin iklimsel kosullardan
etkilenmesi, etkili maddelerin bitkilerde belli gelisim evrelerinde ve ¢ok az mik-
tarda sentezlenmeleri, bitkilerin kiiltiire alinmalarinda basarinin diisiik olusu,
ckonomik miktarlarda etkili madde iiretimi igin genis tarim alanlarina ihtiyag
duyulmasi olarak 6zetlenebilir. Bu ve benzer nedenlerle sinirli olan {iretim, tii-
ketici isteklerinin degismesi ile birlikte dogal maddelerin kullanimindaki talep
artigini yeterli diizeyde karsilayamamaktadir. Tiim bu problemlerin dniine geg-
mek i¢in sekonder metabolitlerin liretiminde biyoteknolojik yontemler, 6zellikle
bitki hiicre ve doku kiiltiirleri alternatif bir yontem olarak goriilmektedir. Farkli
in vitro uygulamalar, sekonder metabolitlerin biyosentez ve birikiminin artiril-
mast i¢gin kullanilmaktadir. Bu derlemede, bitki hiicre ve doku kiiltiirleri yoluyla
sekonder metabolitlerin liretiminde kullanilan sistemler ve tiretimin artirilmasini
saglayan uygulamalar hakkinda bilgi verilmistir.
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Many challenging are encountered during maintaining of secondary metabolites,
which are used comprehensively, from plants under natural conditions. Main
problems can be summed up as; being difficult and expensive of collecting of
plants from natural flora, extinction of plants due to collecting plants from nature
constantly, being affected of secondary metabolite quantity and quality because
of climate conditions, synthesis of effective materials in plants in some develop-
ment phases with very little quantity, possessing low succession about culturing
plants, needing of broad farming areas on account of production of effective ma-
terials with high economical values. Due to these reasons limited production
cannot compensate arising of using of natural materials enough because of
changing of consumer’s demands. Biotechnological methods, especially plant
cell and tissue cultures, seem as alternative method in production of secondary
metabolites in order to solve these problems. Different in vitro applications are
used in rising of secondary metabolites’ biosynthesis and accumulation. In this
review, the information about systems which are used in synthesis of secondary
metabolites with plant cell and tissue culture methods and applications which
rises production are yielded.

1. Kisaltmalar

IAA : Indol-3-asetik asit

2.4-D : 2,4-Diklorofenoksi asetik asit
NAA : Naftalen asetik asit

BAP : 6-Benzil amino piirin

* Sorumlu yazar email: myorg@selcuk.edu.tr

2. Giris

Bitkiler, insanoglunun yasamini siirdiirebilmesi igin
gerekli olan karbonhidrat, protein ve yaglarin, yani pri-
mer metabolitlerin temel kaynagini olustururlar. Bunun
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yani sira, “sekonder metabolitler” adi verilen ilag,
kimya, gida, tekstil, kozmetik sanayi ve tarimsal miica-
dele sektorlerinde ekonomik agidan énemli ve yeri dol-
durulamaz bazi maddeler de bitkilerden elde edilmekte-
dir (Ramachandra ve Ravishankar, 2002).

Sekonder metabolit kavrami ilk defa Kossel (1891)
tarafindan primer metabolitlerin karsiti olarak tanimlan-
mus, Theis ve Lerdau (2003) ise sekonder metabolitleri
bitkiler tarafindan {iretilen, fotosentez {irlinii olmayip,
birtakim fizyolojik mekanizmalarin fonksiyonlariyla
olusan ve fotosentez ya da solunum gibi hayati fizyolo-
jik olaylar icin mutlak gerekli olmayan maddeler sek-
linde tarif edilmistir.

Sekonder metabolitler birincil metabolizma yollari-
nin ara lriinlerinden, 6zel metabolik yollarla iiretilmek-
tedirler ve genellikle biyosentez yollarina gore siniflan-
dirtlirlar (Bourgaud ve ark., 2001). Sekonder metabolit-
ler temelde terpenler, fenoller ve azot ve/veya kiikiirt
iceren bilesikler olmak {izere 3 ana gruba ayrilirlar
(Tablo 1) (Agostini-Costa ve ark., 2012).

Tablo 1
Sekonder metabolitlerin siniflandirilmasi
Tip Ornek
Terpenler
Monoterpen Mentol
Seskiterpen Limonen
Diterpen Taksol
Triterpen Digitanin
Tetraterpenler Karoten
Politerpenler Dolikol
Fenoller
Ligninler Lignin
Tanenler Gallik Asit
Flavonoidler Antosiyanin
Kumarinler Furanokumarinler
Azot ve/ veya Kiikiirt i¢eren bilesikler
Alkoloidler Nikotin
Glukozinolat Sinigrin

Sekonder metabolitler, bitkide savunma, korunma,
hayatta kalma, nesillerini stirdiirme gibi ¢evresel kosul-
lara uyum faaliyetleri esnasinda iiretilmekte olup bazi-
lar1 genis miktarlarda tiretilirken, bazilarmin iiretimi ise
siirh diizeyde kalmakta hatta baz1 metabolitler sadece
belirli tiirlerde iretilmektedir. Cogunlukla bitkilerin
belli organlarinda bulunurlar ve bitkinin belli bir gelisim
periyodu siiresince tretilirler (Verpoorte ve ark., 1999;
Sokmen ve Giirel, 2001).

Genis kapsamli kullanim alanina sahip olan sekon-
der metabolitlerin dogal kosullar altinda bitkilerden elde
edilmesi sirasinda ¢esitli zorluklarla karsilasilmaktadir.
Karsilagilan baglica sorunlar; genellikle dogal flora
iginde yetisen bu bitkilerin toplanmasinin zor ve pahali
olmasi, bitkilerin dogadan siirekli toplanmasi sonunda
nesillerinin zamanla yok olmasi, sekonder metabolit

miktar ve Kalitesinin iklimsel kosullardan etkilenmesi,
etkili maddelerin bu bitkilerde belli gelisim evrelerinde
ve ¢ok az miktarda sentezlenmeleri, bitkilerin kiiltiire
almmalarinda basarinin diisiik olusu, ekonomik miktar-
larda etkili madde {iretimi i¢in genis tarim alanlarina ih-
tiyag duyulmasi olarak 6zetlenebilir. Bu ve benzer ne-
denlerle sinirli olan iiretim, tiiketici isteklerinin degis-
mesi ile birlikte dogal maddelerin kullanimindaki talep
artigini yeterli diizeyde karsilayamamaktadir.

Tiim bu problemlerin 6niine gecmek icin sekonder
metabolitlerin iiretiminde biyoteknolojik yontemler,
ozellikle bitki hiicre ve doku kiiltiirleri alternatif bir yon-
tem olarak goriilmektedir. Sekonder metabolitleri, bitki
hiicre ve doku kiiltiirleri yoluyla kiiltiir kosullar1 optimi-
zasyonu saglayarak {iretmenin bir dizi avantajlart vardir.
Bunlar su sekilde siralanabilir; a) Bitkinin kiiltiirii esna-
sinda karsilasilan ¢evresel etkenler (iklim, cografi zor-
luklar, mevsimsel kisitlamalar) ortadan kaldirilmakta, b)
Daha az arazi kullanim1 saglanmakta, c¢) Bitkinin doga-
dan toplanarak neslinin yok olmasi engellenmekte, d)
Bitkilerde diisiik miktarlarda bulunan ekonomik agidan
degerli metabolitlerin yeterli miktarda {iretilebilmesi
saglanmakta, ) Uretimde homojenite, standart kalite ve
verimlilik saglanmakta, f) Metabolitlerin biyosentez
mekanizmalarinin anlasilmasinda yardimei olarak kulla-
nilmaktadir. Tiim bu avantajlar sayesinde sekonder me-
tabolitlerin iiretimi klasik yontemlere kiyasla daha hizl,
daha basit, daha giivenilir ve daha 6ngoriilebilir bir se-
kilde yapilabilmektedir. Son yillarda bitki hiicre ve doku
kiltiiri sistemleriyle sekonder metabolitlerin elde edil-
mesi lizerine yapilan ¢alismalar hiz kazanmustir.

Bu derlemede, bitki hiicre ve doku kiiltiirleri yoluyla
sekonder metabolitlerin tiretiminde kullanilan sistemler
ve tiretimin artirilmasini saglayan uygulamalar hakkinda
bilgi verilmistir.

3. Bitki Hiicre ve Doku Kiiltiirleri Yolu ile Sekonder
Metabolit Uretimi

Bitki hiicre ve doku kiiltiirleri, aseptik kosullar al-
tinda ve uygun besin ortamlarinda bitki hiicre (meriste-
matik hiicreler, hiicre siispansiyonu veya kallus hiicre-
leri) doku, organ (apikal meristem, kok, govde, yaprak
vb.) veya bitkiciklerin iiretildigi ya da {iriinlerin (meta-
bolitler) elde edildigi tekniklerdir (Babaoglu ve ark.,
2001).

Sekonder metabolitlerin bitki hiicre ve doku kiiltiir-
leri ile tretilmesi, geleneksel metotlara kiyasla belirgin
avantajlara sahiptir. Bu avantajlar; ilgili metabolitin ¢ev-
resel faktorlerden bagimsiz olarak kontrollii sartlarda
iiretilebilmesi, hastalik ve zararlilardan arindirilmis bit-
kisel materyalin elde edilmesi, herhangi bir bitkinin, is-
ter tropik ister subtropik kokenli olsun, in vitro kiiltiire
alinabilmesi, kiiltiir sartlarinin sekonder metabolit tireti-
mini artiracak sekilde optimize edilebilmesi (Ramac-
handra ve Ravishankar, 2002) sekilde 6zetlenebilir.

Bitki hiicre ve doku kiiltiirlerinden, sekonder meta-
bolitlerin iiretiminin yan1 sira, bu {iriinlerin biyosentez
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mekanizmalarinin anlagilmasinda da model olarak ya-
rarlanilmaktadir. Ornegin; biber (Capsicum frutences)
hiicre kiiltiirlerinde kapsaisinin ve tizerlik otu (Peganum
harmala) hiicre kiiltiirlerinde -karbolin alkoloitlerin bi-
yosentez mekanizmalarina dair aragtirmalar diger se-
konder metabolitler i¢in model teskil etmektedir (Sok-
men ve Giirel, 2001).

Hiicre hatlarinin (varyantlarinin), arzu edilen meta-
boliti yiiksek oranda iireten kiiltiirlerden segimi ve bu
hatlardan, 6zellikle tek hiicre kiiltiirleri yapilarak bitki-
lerin rejenerasyonu, bitki hiicre ve doku kiiltiirt teknik-
lerinin sundugu bir bagka uygulama alanidir (S6kmen ve
Giirel, 2001).

Bitki hiicre ve doku kiiltiirii ile sekonder metabolit-
lerin liretimde temelde 3 farkli sistem vardir. Bunlar asa-
gidaki gibi 6zetlenebilir;

3.1. Farklilasmis ve Organize Olmus Kiiltiirler ile
Metabolit Uretimi

3.1.1. Kok Kiiltiirleri

Kok kiiltiirleri bitki tarafindan iiretilen metabolitin
sentez yerinin koklerde bulundugu durumlarda bu or-
gandan alinan parcalarin uygun besin ortamlarinda kiil-
tire alinmasiyla gerceklesmektedir. Ayrica bitkinin
farkli dokularinin (yaprak, govde, nod vb.) kok gelisimi
yoniinde uyarilmasiyla elde edilen adventif kok kiiltiir-
leri de bazi bitkilerden sekonder metabolit iiretiminde
tercih edilmektedir.

Kok kiiltiirleri genetik kararligi, hizli ve fazla mik-
tarda iiretim kapasitesi ve spesifik bilesiklerin iiretimine
olanak vermesi sayesinde diger kiiltiir sistemlerine ki-
yasla daha avantajli durumdadir (Charlwood ve
Charlwood, 1991; Banerjee ve ark., 2012). Ozellikle,
stirgiin, hiicre siispansiyon ve kallus kiiltiirleri ile genis
Olgekte sekonder metabolit tiretiminin zor oldugu bitki-
lerde, kitlesel liretim yapabilmek adina biyoreaktor tek-
nolojisi i¢in adventif kok kiiltiirleri optimize edilmekte-
dir. Bu amagla kantaron (Hypericum perforatum L.)
(Cui ve ark., 2010), ginseng (Panax ginseng) (Paek ve
ark., 2005) bitkilerinde adventif kok kiiltiirleri gelistiri-
lerek biyoreaktorlerde sekonder metabolit iiretimi sag-
lanmustir. Ayrica normal kok kiiltiirleri ile de yapilan ¢a-
lismalar mevcuttur. Gypsophila paniculata (Fulcheri ve
ark., 1998) ve Bupleurum falcatum L. (Kusakari ve ark.,
2000) bitkilerinde bu yolla sekonder metabolit {ireti-
minde artig saglanmistir.

3.1.2. Siirgiin Kiiltiirleri

Siirgiin kltiirleri koltuk alti, nod (bogum) igeren sap
parcalar1 veya siirgiin ucundaki meristem dokusundan
alinan pargalarin uygun besin ortaminda kiiltiire alinma-
styla gergeklesmektedir. Siirgiin kiiltiirleri de kok kiil-
tiirlerinde oldugu gibi genetik kararlilik, sekonder meta-
bolit tiretiminde yiiksek kapasite gibi benzer 6zellikleri
gosterirler (Bourgaud ve ark., 2001). Bu sayede siirgiin
kiiltiirlerinde, farklilasmamis kiiltiirlere, yani kallus ve
hiicre siispansiyon kiiltiirlerine kiyasla metabolit {iretimi
daha yiiksek diizeyde olmakta, hatta bazen firetilen

madde miktar1 ana bitkininkinden daha fazla olabilmek-
tedir. Ornegin, Hypericum hirsutum ve Hypericum ma-
culatum (Coste ve ark., 2011) ile Digitalis purpurea L.
(Patil ve ark., 2013) siirgiin kiiltiirlerinde, metabolit bir-
kiminin ana bitkiden daha yiiksek oranda oldugu tespit
edilmistir.

3.1.3. Embriyo Kiiltiirleri

Bitkide bulunan metabolitin sentezlendigi yer emb-
riyo ise, bu metabolitin {iretimi embriyo kiiltiriileri ile
gerceklestirilir. Ancak burada kastedilen ana bitkiden ¢1-
karihip kiltiiri yapilan embriyodan ziyade, somatik
embriyo kiiltiirleridir. Bu kiiltiirler ya dogrudan somatik
embriyogenezle ya da dolayli somatik embriyogenezle
tesvik edilerek embriyolarin olusturulmasiyla elde edilir
(Sokmen ve Giirel, 2001). Ayn1 zamanda sekonder me-
tabolitlerin {iretiminde somatik embriyolarin elde edil-
mesi kitlesel liretime ve genetik manipiilasyonlara uy-
gunlugu acisindan da avantajlidir (Gopi ve ark., 2006).
Bu nedenle tibbi bitkilerde somatik embriyogenesis sis-
temlerinin gelistirilmesine artan bir ilgi vardir (Shohael
ve ark., 2006). Thymus hyemalis L. (Nordine ve ark.,
2014), Clitoria ternatea (Kumar ve Thomas, 2012), Cni-
dium officinale ( Lee ve ark., 2009) gibi tibbi bitkilerde
somatik embriyogenesis araciligiyla rejenerasyon calig-
malar1 yapilmus, tibb1 bitkilerde somatik embriyogenesis
protokoliiniin gelistirilmesinin sekonder metabolit iireti-
minin yani sira ticari anlamda iiretime, genetik transfor-
masyona ve sentetik tohum tiretimine imkan saglayacagi
gOriisii belirtilmistir.

3.2. Farklilasmamis Ve Organize Olmanus Kiiltiirler ile
Metabolit Uretimi

3.2.1. Kallus Kiiltiirleri

Kallus kiiltiirleri ana bitkiden kesilip ¢ikartilan ve
boliinme yetenegini yitirmemis organ veya doku parca-
larinin in vitro kosullarda kiiltiire alinmasi sonucu olu-
san morfolojik diizensizlige sahip kiitleler olarak tarif
edilebilir. Kallus kiiltiiriiniin baglatildigi doku pargasi-
nin orijini sekonder metabolitlerin tiretiminde 6nem Ka-
zanmaktadir (S6kmen ve Giirel, 2001). Hem koklerden
hem de yapraklardan kallus uyarim yapilarak antosiya-
nin birikimine bakildigi Crataegus sinaica bitkisinde,
koklerden uyarilan kalluslarda yapraklardan uyarilan
kalluslara oranla daha iyi sonuglar alinmis, kok kaynakli
kalluslarda antosiyanin iiretimi ciddi bir sekilde artmis
ve 157.98 pg/g miktarma ulasmistir (Maharik ve ark.,
2009). Astragalus trojanus bitkisinin yaprak ve kok
eksplantlari kallus olusumu i¢in uyarilmis ve olugan kal-
luslarda astragaloside IV ile cycloastragenol metabolit-
lerinin miktarlar1 analiz edilmis, en yiiksek astragaloside
IV ve cycloastragenol birikimi kok kaynakli kalluslarda
(swrastyla 3.5 pg/mg ve 4.8 pg/mg) tespit edilmistir (Nar-
top ve ark., 2014).

3.2.2. Hiicre Siispansiyon Kiiltiirleri

Hiicre siispansiyon Kkiiltiirleri, tek hiicrelerin veya
kiiciik ¢apta hiicre gruplarinin sivi biiylime ortaminda
dagilim gosterdigi bitki hiicre kiiltiirii teknikleridir. Bu
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kiiltiirler dogrudan ana bitkiden alinan uygun doku par-
casi ile baglatilabilir. Bitkide sekonder metabolitin yiik-
sek oranda bulundugu doku pargasi ile baglatilan hiicre
stispansiyon kiiltiiriinde bagar1 orani daha fazladir (Sok-
men ve Giirel, 2001).

Hiicre siispansiyon kiiltiirleri kallus kiiltiirlerine ki-
yasla daha hizli biiylime gostermesi ve morfolojik olarak
daha homojen olmasi gibi avantajlara sahiptir. Ayrica
hiicre siispansiyon kiiltiirleri, arastirma konusuna uygun
olarak istenen hiicre hatlarinin olusturulmasina ve segi-
mine imkan saglar. Hiicre siispansiyon kiiltiirleri ile se-
konder metabolitlerin iiretiminde tiim bu avantajlarin
yaninda karsilasilan en belirgin sorun, bir ¢cok metaboli-
tin istenilen diizeyde iiretilememesidir (S6kmen ve Gii-
rel, 2001). Bu konuda ¢alisan arastirmacilar, disaridan
¢esitli metabolit birikimini artiran teknik yaklagimlarda
bulunulmasi gerektigini bildirmisler, son yillarda yapi-
lan arastirmalarda bu problem ortadan kaldirilmaya ca-
hisilmustir. Artemisia absinthium L. (Ali ve ark., 2013),
Salvia virgata ve Salvia fruticosa (Haas ve ark., 2014)
bitkilerinde, farkli bitylime diizenleyicileri kullanilarak
basarili bir hiicre siispansiyon kiiltiirii kurulmus ve se-
konder metabolit birikimleri ana bitkiyle kiyaslandi-
ginda 6nemli derecede artis gostermistir. Silybum ma-
rianum (Tumova ve ark., 2006) hiicre siispansiyon kiil-
tiirtinde ise, uygulanan onciil bilesikler sekonder meta-
bolit birikiminde ciddi artig saglamustir.

3.3. Mikrog¢ogaltim

Mikrogogaltim bir ¢ok bitki tiirlinde oldugu gibi
tibbi ve aromatik bitkilerin de vejetatif olarak hizli ve
cok miktarda ¢ogaltilabilmesine olanak saglayan bir
iretim seklidir. Mikrogogaltim, bir bitkiden alinan ve
tam bir bitkiyi olusturabilme potansiyeline sahip bitki
kisimlarindan (embriyo, tohum, gévde, siirgiin, kok, kal-
lus, tek hiicre ya da polen tanesi vb.) in vitro kosullar
altinda yeni bitkilerin elde edilmesi olarak tanimlan-
maktadir. Eger bitkilerin uygun besin maddeleri ihtiyag-
lar1, biiyiime diizenleyicisi ve kiiltiir istekleri yeterince
biliniyorsa, mikrogogaltim teknigi kullanilarak tiim bitki
tiirlerinin tiretilmesi miimkiindiir (Mansuroglu ve Giirel,
2001).

Tibbi ve aromatik bitkilerin mikrogogaltimi, sekon-
der metabolitlerin in vitro yontemlerle gogaltilmasinin
sagladig1 faydalarin yani sira, bitkiye yilin her done-
minde ulasilabilmesi ve daha kisa kiiltiir siiresine ihtiyag
duyulmasi, nesli tehlikede olan tibbi bitkilerin korun-
mas, iiretilen bitkilerde fenotipik ve genotipik benzerli-
gin saglanmasi (homojenite), zor iiretilen tiirlerin daha
kolay tiretebilmesi gibi ciddi avantajlar saglar.

Mikrogogaltim, 6zellikle ekonomik degeri yiiksek
ancak bitki biinyesinde ¢ok diisiik oranlarda bulunan se-
konder metabolitlerin kisa siirede ve yilin her done-
minde iiretilmesi i¢in mutlak gereklidir. Ornegin; ceza-
yir meneksesinin (Catharantus roseus) 2 ton yapragin-
dan 1 g alkoloid elde edilmekte bu miktar ise [6semi has-
talarinin sadece 6 hafta boyunca tedavilerini karsilaya-
bilmektedir. Benzer gekilde, 200 yasindaki tam olgun bir

porsuk agacindan (Taxus brevifolia) elde edilen etken
madde, kanser hastasinin sadece bir tedavisini karsilaya-
bilmektedir (Chaturverdi ve ark., 2007). Catharantus
roseus (Pietrosiuk ve ark., 2007) ve Taxus tiirlerinde
(Chang ve ark., 2001) mikrogogaltim ¢aligmalar aragti-
rilmig ve basarilt bir sekilde gerceklestirilmistir.

4, Bitki Hiicre ve Doku Kiiltiirlerinde Sekonder
Metabolit Uretiminin Artirilmasi

4.1. Kiiltiir Kogullarimin Optimizasyonu

Birgok ¢evre ve beslenme faktoriiniin sekonder me-
tabolitlerin biyosentez yolunda etkili oldugu bilinmek-
tedir. Bitki doku ve hiicre kiiltiirlerinde, kiiltiir orta-
minda yer alan beslenme faktorleri; yani karbon, fosfor,
azot kaynaklar1 ve diger makro elementler ile bitki bii-
yiime diizenleyicileri, yani oksin ve sitokininler hem
metabolit olusumuna, hem de biiyiimeye etki etmekte-
dir. Kimyasal etkenlerin yanm sira, ortamdaki fiziksel
faktorler de in vitro sekonder metabolit iiretiminde dog-
rudan veya dolayl etkide bulunabilmektedir. Bu faktor-
lerin her biri kiiltiirii yapilan bitkiye, kiiltiir tipine, hatta
kiltiiriin  yasina gore etkide bulunmaktadir (Bhag-
yalakshmi ve ark., 2004; Gundlach ve ark., 1992; S6k-
men ve Giirel, 2001; Matkowski, 2008).

Kiiltiir ortamindaki kimyasallarin kompozisyonu,
hem yogun bir sekilde biyokiitle artisin1 saglamak hem
de istenilen metabolitlerin birikmesi amaci ile optimize
edilmelidir. Oksin ve sitokoninler biyosentetik yollarin
uygun bir sekilde tesvik edilmesi amaciyla oldukga
onemlidir. Glehnia littoralis bitkisinden antosiyanin
tiretilmesinde, 1AA ile 2.4-D’ye kiyasla iistiinlik goster-
digi icin oksin kaynagi olarak NAA tercih edilmis, or-
tama sitokinin eklenmesiyle daha fazla hiicre gelisimi ve
pigment biyosentezi gelistirilmistir (Miura ve ark.,
1998). Yapilan bagka bir calismada da, NAA’nin yiiksek
konstrasyonu Rudbeckia hirta bitkisi i¢in optimum bu-
lunmustur (Luczkiewicz ve Cisowski, 2001).

Azadirachta indica hiicre siispansiyon kiiltiiriinde
besin ortamu igeriginin biyokiitle ve azadiraktin treti-
mine etkilerinin arastirildig1 bir ¢alismada, besin orta-
mindaki 4:1 oranindaki nitrat:amonyum miktari, stan-
dart MS besin ortamina kiyasla azadiraktin tiretimini 1.5
kat artirmistir. Besin ortamindaki sukroz miktarinin
azaltilmas1 (15 mg/l) biyokiitle ve azadiraktin {ireti-
minde diisiise, toplam fosfat miktarinin azaltilmasi ise
azadiraktin {iretiminde artisa (6.98 mg/l) neden olmus-
tur. Nitrat:amonyum orani 4:1 oraninda degisitirilmis
besin ortaminda fosfat tamamen uzaklastirildiginda bi-
yokiitlenin (59.36 g/1) %36 oraninda artig1 gézlemlen-
mistir (Sujanya ve ark., 2008). Bu ¢aligmalar gostermek-
tedir ki, kiiltiir ortaminin igeriginin ¢aligilan bitki tiirtine
gore optimize edilmesi gerekmektedir.

iki ve ii¢ asamali gelisim sistemi de metabolit iireti-
minde optimizasyon i¢in faydali olabilir. Tk asama daha
hizli ve daha fazla biyokiitle gelisimi tesvik edilirken,
ikinci agamada ise istenilen metabolitin biriktirilmesini



70

M Tanur Erkoyuncu ve M Yorgancilar / Selguk Tar Bil Der, 2(1):66-76

amaclamaktadir (Matkowski, 2008). Bu yontem Rud-
beckia hirta bitkisinin kuru agirlhiginda %S5 antosiyanine
ulagilmasini saglamig ve basarili bir sekilde uygulanmus-
tir (Luczkiewicz ve Cisowski, 2001).

Safran bitkisinin (Crocus sativus) kiiltiirlerinde, bi-
yokiitle artig1 i¢in 1 mg/l BAP ve 2 mg/l NAA olan bii-
yiime diizenleyicisi kompozisyonu, krosin birikimi i¢in
0.5 mg/l BAP ve 2 mg/l IAA bilesimine degistirilerek
iki agamali sistem basar1 bir sekilde uygulanmis ve 430
mg/l krosin birikimi elde edilmistir (Chen ve ark., 2003).

Bitki hiicre ve doku kiiltiirlerinde, sekonder metabo-
lit tiretimi Ve birikimini kiiltiir ortamimin kimyasal bile-
senlerinin yaninda fiziksel kosullarida etkilemektedir.
Fiziksel kosullar arasinda 151k, sicaklik ile hiicre slispan-
siyon kiiltiirleri i¢in ¢alkalama ve havalandirma sayila-
bilir. Isik faktorii, doku ve hiicrelerde sekonder metabo-
litlerin birikimi etkilemekte ve fotoperyod, 151k kalitesi
ve siddeti onemli parametreler olmaktadir (S6kmen ve
Girel, 2001). Bu anlamda, antisiyonin pigmentlerinin
1s1kla antisiyonin olusumunu artirdiginin tespit edilmesi
iyi bir 6rnektir (Harborne, 2001; Stintzing ve Carle,
2004).

Prunus cerasus kallus ve siispansiyon kiiltiiriinde,
151k faktorii, maruz birakildigi dokulardaki rengin hizli
bir sekilde beyazdan mora doniigmesine sebep olmustur
(Blando ve ark., 2005). Antosiyanidin profili hem yap-
raklarda hem de meyvelerde dominat bir bilesik olarak
siyanidin-3-glikozit seklinde farkli bulunmus, delfinidin
eksikligi gorilmiis ve siyanidin-3-rutosit (yapraklarda
baskin) az oranda bulunmustur Bu durum, in vitro ko-
sullar altinda olusan farkli metabolik profiller i¢in iyi bir
ornek teskil etmektedir. Fakat kiiltiire 151k uygulanmasi
maliyette artisa sebep olabilir ve kiiltlir kaplarinda iste-
nilmeyen sicaklik derecelerine sebep olabilir (Mat-
kowski, 2008).

4.2. Farkhlagmis Dokularda Uretim

Bitki doku kiiltiirlerinde, sekonder metabolitlerin
iretimi genellikle hiicre ¢ogalmasi ve farklilasmasina
baghdir (George, 2008). Ozellikle, belli bir organ (kok,
siirglin veya embriyo benzeri yapilar) olusturmak {izere
farklilasan kiiltiirlerde sekonder metabolit birikiminin
daha fazla oldugu go6zlenmistir (Sokmen ve Giirel,
2001).

Farklilasmamus kiiltiirler ile sekonder metabolitlerin
iretiminin zor ve hatta imkansiz oldugu durumlarda
farklilagmus kiiltiirler ile metabolitlerin biriktirilmesi ya-
rarli olabilmektedir. Bu 6zellik, birka¢ metabolit sini-
finda bildirilmis olmakla beraber 6zellikle alkoloidler
icin gecerlidir ayrica bir¢ok antioksidan bilesenleri igin
bu konuda c¢alismalar yayinlanmistir (Matkowski,
2008). Feslegen (Ocimum basilicum) hiicre siispansiyon
kiiltiirlerinde elde edilen rozmarinik asit birikiminin,
mikrogogaltim yoluyla elde edilen bitkiciklerdeki oran-
dan daha az bulundugu bildirilmistir (Kintzios ve ark.,
2004). Benzer sekilde, bogiirtlen (Rubus chamaemorus)
bitkisinde bulunan ellajik asitler (fenolik asit), siirgiin
kiltiriinde 3 kat, kallus kiltiriinde ise 10 kat daha az

ortaya ¢tkmustir (Thiem ve Krawczyk, 2003). Adacay1
(Salvia officinalis) (Grzegorczyk ve ark., 2007) ve bibe-
riye (Rosmarinus officinalis) (Caruso ve ark., 2000) in
vitro kiiltiirlerinde, karnosol ve karnoksil asit birikimi
sadece siirgiin kiiltiirlerinde belirlenmis olup, kallus,
stispansiyon ve sagak kokler kiiltiirlerinde bu metabolit-
lere rastlanmamustir. Schisandra chinensis bitkisinde
lignan (deoxyschizandrin ve schisandra) metabolitleri-
nin tiretiminde, siirgiin gelisimi yoniinde farklilasan kal-
lus kiiltiirii ile farklilagmayan kallus kiiltiiriiniin kiyas-
landigt caligmada, farklilasan kallus kiiltiiriinde
deoxyschizandrin 308.51 mg, schisandra 22.09 mg mik-
tarinda iretilirken, farklilasmayan kallus kiiltiiriinde
deoxyschizandrin 18.5 mg, schisandra 1.0 mg mikta-
rinda iiretilmistir (Szopa ve Ekiert, 2013).

Farklilagmis kiiltiirler arasinda hizli biiyiilyen soma-
tik embriyo kiiltiirlerinin potansiyelleri sekonder meta-
bolitlerin tiretimi i¢in kullanilabilmekte, fakat bu baslik
altindaki calismalar yetersiz kalmaktadir (Lee ve Son,
1995). Son yillarda bu alanda yapilan ¢aligmalar artmus,
ornegin fenol gilkozitleri, ligninlar ve filavonoidler gin-
seng bitkisinin somatik embriyolarindan elde edilmistir
(Shoahel ve ark., 2006).

4.3. Yiiksek Verimli Hiicre Hatlarinin Se¢cimi

Kiiltiire alinmig hiicre ve dokularin en verimli olan
hatlari, ilgili bilesigin seviyesi gézlemlenerek segilebil-
mekte ya da islemi kolaylastiracak secilmis bir ajan ta-
rafindan tamamlanabilmektedir. Se¢ilmis hattaki meta-
bolit birikiminin, hem seg¢ilmemis hiicre ve doku kiiltiir-
lerinden elde edilen miktardan hemde bitkinin dogal bi-
yosentetik verimliliginden yiiksek olmasi gerekmektedir
(Matkowski, 2008).

Kiltiir ortaminda fenilalanin miktarinin artmasi,
yiiksek seviyede PAL (fenilalanin amonyak liyaz) en-
zim aktivitesi ifade edebilen hiicreler hari¢ diger hiicre-
lerin ¢ogunluguna zarar vermektedir. Ortamda canli ka-
labilen, yiiksek seviyede PAL igeren hiicre topluluklar
secilir ve secilen hatlarda PAL 1 yiiksek diizeyde ifade
edilmesi fenilpropanoid bilesiklerin artmasina sebep
olur ki bunlarim birgogu istenilen antioksidanlardir
(Matkowski, 2008). Bu sistemle, lavantada (Lavandula
officinalis) da (Georgiev ve ark., 2006) rozmarinik asit
iireten hiicreler ve Lithospermum erythrorhizon (Bulga-
kov ve ark., 2001) bitkisinde sikonin {ireten hiicreler
radyoaktif isaretli fenilalanin kullanilarak segilmistir.
Secilen hatlar zaman igeren stabil durumda kalmis ve is-
tenilen bilesikleri, kontrol kiiltiirlerine goére iki kat daha
fazla sentezleyebilmislerdir.

Eger istenilen iiriin, antosiyaninler gibi renkli bir bi-
lesik ise, birikim yapan hiicrelerin ayrimi gorsel secim
ile yapilabilmekte ve daha kolay bir sekilde gergeklesti-
rilmektedir (Matkowski, 2008). Bu duruma iyi 6rnekler-
den biri, Glehnia littoralis bitkisinin beyaz renkli gelis-
mis kalluslarindan, tek bir mor noktanin ayrimu ile 1518a
bagimsiz antosiyanin biriktiren hiicre hatlarinin segimi
yapilabilmistir (Miura ve ark., 1998; Kitamura ve ark.,
2002). Benzer sekilde, mor tath patateste segilen hiicre
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hatlar1 15182 maruz birakilmadan yiiksek miktarda anto-
siyanin biriktirmektedir (Konczak ve ark., 2005).

4.4. Onciiller ve Biyotransformasyon

Bitki doku ve hiicre kiiltiirlerinde iiretilmesi istenen
bir metabolitin biyosentez mekanizmasi biliniyorsa ve
bu metabolik yolda yer alan baglangic maddesi ve/veya
ara uriinler saptanmis ise, kiiltiirleri bu maddelerle bes-
leyerek enzimatik yollar uyarilabilir ve boylelikle hedef
metabolitin iiretimi artirilabilir (S6kmen ve Giirel,
2001).

Altin kok (Rhodiola rosea) kallus kiiltiiriinde, or-
tama sinabil alkol ekleninceye kadar sekonder metabolit
elde edilmemis, ortama bu kimyasal eklenince ise etkin
bir sekilde farmakolojik olarak aktif rosin ve rosavin an-
tioksidanlarina doniistiiriilmistir (Gyorgy ve ark.,
2004). Benzer sekilde, porsuk agaci (Taxus cuspidata)
kiiltiirlerinde ortama fenilalanin 6nciil madde olarak
ilave edilince taxol veriminde artig saglanmistir (Fett-
Neto ve ark., 1993, 1994).

Cistanche salsa hiicre kiiltiirlerinde, feniletanoid gli-
kozitlerinin karigim halinde zenginlestirilerek onciil
madde olarak kullanilmasi, tirozin, fenilalanin, kafeik
asit gibi onciil maddelerin ayr1 ayri olarak kullanilma-
sia kiyasla sekonder metabolit Giretimini iki katina ¢i-
karmustir (Liu ve ark., 2007). Bu nedenle, uygun bir 6n-
clil maddenin belirlenmesi in vitro sekonder metabolit
iiretimini basar bir sekilde artirmak i¢in 6nemlidir.

Sekonder metabolitlerin tiretiminin artirilmast igin
onciil maddeler ile elisitorlerin birarada kullanilmas et-
kili bir stratejidir. Bu amagla, tztim (Vitis vinifera)
hiicre siispansiyon kiiltiiriinde elisitér ve dnciil madde
birlikte kullanilmus, fenilalanin ve methyl jasmonate
kombinasyonu antosiyanin biyosentezini en iist diizeyde
tesvik etmis, antosiyanin i¢erik ve veriminde sirasiyla
4.6 ve 3.4 katlik artis saglanmistir (Qu ve ark., 2011).

4.5. Elisitorler ve Stres Uyarimi Ile Uretim

Bitki hiicre kiiltiirlerinde sekonder metabolit iireti-
mini artirmak, ayni zamanda yiiksek konsantrasyonlarda
iretimi kisa siirede saglamak amaciyla biyotik ve abiyo-
tik elisitorler (uyaricilar) kullanilir (Barz ve ark., 1988).
Sekonder metabolitlerin en 6nemli rollerinden biri stres
tepkilerine yanit olarak gelistirilmis olmalaridir (Grass-
man ve ark., 2002). Sekonder metabolitleri yiiksek mik-
tarlarda elde edebilmek igin biyosentez sirasinda stres
faktorlerine maruz birakilmasi kullanilmaktadir (Ver-
porte ve ark., 2002; Vanisree ve Tsay, 2004).

Cesitli sekonder metabolitlerin sentezinde polisak-
karitler, proteinler, glikoproteinler, bakteri, mantar ve
maya kaynakli biyotik elisitorler ile UV, agir metal
iyonlar1 gibi ¢evresel faktorler kaynakli abiyotik elisi-
torlerin yanisira jasmonik asit/methyl jasmonate, salisi-
lik asit ve hidrojen peroksit gibi cesitli stres olusturan
mediatorler elisitorler olarak kullanilmaktadir (Sokmen
ve Giirel, 2001; Matkowski, 2008).

Jasmonik asitin kullanildigi, aygicegi (Helianthus
annuus L.) hiicre kiiltiirlerinde a-tocoferol (Gala ve ark.,

2005), kiraz (Prunus avium) kallus kiiltiiriinde de siya-
nidin glukositlerinin (Blando ve ark., 2005) iiretimi arti-
rilmistir. Kitosan, polisakkarit biyotik bir elisitér olup,
kok boyasi (Rubia akane) bitkisinin hiicre kiiltiiriinde
kullanilmig, antrakinon iretiminin artisim saglamistir
(Jin ve ark., 1999). Kantaron (Hypericum perforatum)
bitkisinin farkli in vitro kiiltiirlerinde (kallus, hiicre ve
stirglin kiilttirleri) salisilik asit uygulamasi ile hiicre siis-
pansiyon kiiltliriinde hiperisin ve pseudohypericin iire-
timi ikiye katlanmig ancak diger iki kiiltiir tipinde etkisi
olmamustir. Elisitor etkisinin, in vitro kiiltiir tipine, uy-
gulanan elisitoriin konsantrasyonuna ve siiresine bagl
oldugu bildirilmistir (Gadzovska ve ark., 2012). Digita-
lis tiirlerinin kallus kiiltiirlerinde Ca, Mg ayr1 ayr1 ve bir-
likte olmak lizere kardenolit iiretimine etkileri arastiril-
mugtir. Tiim tiirlerde en yiliksek toplam kardenolit iire-
timi hem Ca hem de Mg uygulanmis besin ortamlarinda
elde edilmistir. Bu protokol, kardenolitlerin biiyiik 6l1-
cekli diretimi icin yeni stratejilerin gelistirilmesinde ya-
rarli olacaktir (Sahin ve ark., 2013). Biinyesinde bulu-
nan glisirizik asitin biiylik bir kismini koklerinde ihtiva
eden hint meyan kokii (Taverniera cuneifolia) bitkisinin
kok kiiltiirlerine methyl jasmonate ile bakteriyel ve fun-
gal elisitorler uygulanmis ve glisirizik asit iiretiminde
elisitorlerin kullanimiyla artis saglanmistir (Awad ve
ark., 2014).

4.6. Agrobacterium rhizogenes Transformasyonu -
Sacak Kokler

Agrobacterium rhizogenes, Rhizobiacea familyasin-
dan, toprakta yasayan gram-negatif bir bakteri olup di-
kotiledon bitkileri enfekte ederek “sagakli kok™ hastali-
gma neden olmaktadir (Ozcan ve ark., 2001). Sacakli
kokler, bol dallanmalari, kilcal koklerinin ¢ok yogun ol-
mast ve en hizli ¢gogalan hiicre kiiltiirleri kadar veya on-
lardan daha fazla biyokiitle iiretim potansiyelleri ile ka-
rakteristiktir (Kim ve ark., 2002). Sagak kok kiiltiirleri,
uygulamadaki kolayligi, ekonomik olusu, genetik trans-
formasyon oraninin yiiksekligi, aktarilan genin stabil bir
sekilde genoma yerleserek metabolit veriminin de stabil
olmasi, digtan herhangi bir oksin kaynagina ihtiya¢ du-
yulmadan hizli kok biiyiimesi, ana bitki ile esit hatta
daha yiiksek oranda sekonder metabolit iiretim potansi-
yeli gostermeleri ve sentezin gerceklestigi metabolik
yolda yapilmak istenen genetik manipulasyonlara ola-
nak tanimasi gibi avantajlara sahip olmasi nedeniyle di-
ger hiicre ve doku kiiltiirii tekniklerinin uygun olmadig:
birgok kok kaynakli olan ya da olmayan metabolitlerin
iiretiminde tercih edilmektedir (Giri ve Narasu, 2000;
Hammond, 2000; Ramachandra ve Ravishankar, 2002).

Adagayn bitkisinin (Salvia officinalis) sacak kokle-
rinde, rozmarinik asit seviyesi ve antioksidan aktivite-
leri, bakteri transfer edilmemis organlarina kiyasla ol-
duke¢a fazla bulunmustur (Grzegorczyk ve ark., 2006,
2007). Benzer sekilde, kok boyast (Rubia tinctoria) bit-
kisinin sagak kok kiiltiirlerinde etken madde, bakteri

transfer edilmemis organlarina kiyasla fazla bulunmus-
tur (Saito ve ark., 1991).
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Bakteri transformasyonu ile elde edilen sagak kok
kiiltiirlerinde, istenen sekilde diizenlenmis Ri plazmiti
(vektor) sayesinde, sacak kokiin genomik DNA’sinin
degistirilebilmesi yani gen aktarimi yapilabilmektedir.
Bu sistem ise, transformasyonun yapilmadigi dokularda
olmayan yeni sekonder metabolitlerin sentezlenebilme-
sini saglamaktadir (Banerjee ve ark., 1995; Ramac-
handra ve Ravishankar, 2002). Sekonder metabolitler
bitkinin sadece toprak {istii aksamlarinda toplandigi du-
rumlarda bile, sagak kok kiiltiirlerinde metabolitlerin
toplandig1 goriilmektedir (Srivastava ve Srivastava,
2007). Ornegin, normalde etken maddesi sadece toprak
iistii aksaminda toplanan kina bitkisinin (Lawsonia iner-
mis) sacak kok kiiltiirlerinde etken madde tiretebilmek-
tedir (Bakkali ve ark., 1997). Benzer sekilde, Artemisia
annua bitkisinde etken madde artemisinin sadece toprak
iistli aksamda toplanirken, sacak kok kiiltiirlerinde arte-
misinin tretildigi pek ¢cok ¢alismada bildirilmistir (We-
athers ve ark., 1994; Jaziri ve ark., 1995; Liu ve ark.,
1999; Giri ve ark., 2000).

Bakteri transformasyonu ile elde edilmis sagak kok-
lerden sekonder metabolit biyosentezi genetik olarak
kontrol edilmekle beraber, ¢evresel faktorlere de bagli-
dir (Giri and Narasu, 2000; Kim ve ark., 2002). Bu ne-
denle yiiksek verimliligi etmek i¢in kiiltiir kosullarinin
optimum diizeyde tutulmast ayrica elisitor ve uygun 6n-
ciillerin kullanilmasi gibi ¢esitli stratejiler gelistirilmis-
tir. Kuzovkina ve ark., (2001), S. baicalensis sagak kok
kiiltiirlerinde, L-fenilalanin ve metil jasmonat kullana-
rak wogonin, baikaleinve baikalin tiretimi 2.3 kat artir-
miglardir.

4.7. Biyoreaktorler

Biyoreaktor, iginde besin ortami ve ¢ogaltimi yapi-
lacak bitkinin yer aldigi, oksijen, karbondioksit, pH ve
sicaklik gibi ¢evre sartlarimin kontrol altinda tutuldugu
bir ¢esit fermantasyon kabidir. Bitki doku kiiltiirii yon-
temleri kullanilarak biyoreaktorler ile sekonder metabo-
litlerin tretimi, fazla miktarlarda ve seri bir sekilde ya-
pilabilmekte boylece endiistriyel anlamda iiretimler ger-
¢eklesmektedir.

Biyoreaktor sistemlerinin; tamamen kontrollii iire-
tim kosullarina sahip olmast, iiriin verimliliginde, kalite
ve homojenitede tutarlilik, bitki hiicre ve doku kiiltiirle-
rinin endiistriyel anlamda kullanilmasi igin (6zellikle
ekonomik agidan 6nemli metabolitlerin iiretiminde) bii-
yik olgekli kiiltiirlerin kurulmasini saglamasi 6nemli
avantajlar1 arasindadir. Ancak galigilan bitkinin tiirline
ve kiiltiir tipine gore biyoreaktor tasarimlarinin yapil-
masi gerekmekte, bu da zaten masrafli olan biyoreaktor
sistemlerinin maaliyetini daha da artmaktadir. Bu ne-
denle, biyoreaktorlerle sekonder metabolitlerin tiretil-
mesindeki 6rnekler olduk¢a sinirhidir (Hwang, 2005).
Var olan birkag tane endiistriyel sistemlerden biri Lit-
hospermum erythrorhizon (Misawa, 1994; Bulgakov ve
ark., 2001) bitkisi kullanilarak elde edilen sikonin tek-
nolojisidir. Bunun disinda, kiigiik 6l¢ekli pilot ¢aligma-
larda, findiktan (Sivakumar ve ark. 2005) - tokoferol,
lavanta (Pavlov ve ark., 2005) ve feslegenden (Kintzios

ve ark., 2004) rosmarinik asit, seker pancarindan (Pav-
lov ve ark., 2007) betalainler iiretiminin yapildig: yayin-
lanmugtur.

5. Bitki Doku Kiiltiiriinde Sekonder Metabolitlerin
Analizi

Bitki doku kiiltiirii yontemlerini kullanarak sekonder
metabolitlerin yeterli miktarda iiretilebilmesinden sonra
bu maddelerin bitkilerin hangi organlarinda ne kadar
miktarda oldugu ve hatta molekiiler agirligi hesaplana-
bilir. Sekonder metabolitlerin miktar tayinini yapmak
icin; vakum s1vi kromatografisi, agik kolon kromatogra-
fisi, orta basingli sivi kromatografisi, yliksek basingli
stvi kromatografisi (HPLC), ESI-kiitle (Elektrosprey
Iyonlastirma) spektroskopisi ve FAB-kiitle (Hizli Atom
Bonbardimani) spektroskopisi cihazlar1 kullanilmakta-
dir (Atar ve Cdlgegen, 2013).

6. Sonug¢

Giliniimiizde sentetik maddelerin olumsuz etkilerinin
ortaya ¢ikmasi ve tiiketici bilincinin artmasi bitkisel ko-
kenli dogal tirtinlere olan talebi artirmigtir. Bitkisel ko-
kenli dogal tiriinlerin elde edilmesinde zaman ve emek
kaybinin 6nlenmesi, maliyetin diislirilmesi ve doga tah-
ribatinin 6nlenmesi bakimindan, bitki doku kiiltiirleri
yontemleri ile iiretim 6nemli bir gelisme saglayacaktir.
Ayrica bitki doku kiiltiirii yontemleri; son zamanlarda
ekim alanlarinin azalmasi, iklimsel degisiklikler ve bazi
tiirlerin yok olma tehlikesiyle kars1 karsiya kalmasi gibi
olumsuz durumlara alternatif bir ¢6ziim sunar. Bitki
doku kiiltiirli yontemleri sayesinde bitkiler ¢ogaltilabilir,
transgenik bitki tiretimi saglanabilir, ilag hammaddesi
olarak kullanilan sekonder metabolitlerin {iretimi arttiri-
labilir. Ozellikle ekonomik ve tibbi agidan degerli se-
konder metabolitlerini in vitro iiretimi iizerine yapilan
calismalar artirillmalidir. Bu metabolitlerin, itiretiminin
artmasini saglamak hem diinya ekonomisine hem de in-
san sagligina oldukca fazla katki saglayacaktir.

Goriildugi gibi sekonder metabolitler tiretimi konu-
sunda bitki hiicre ve doku kiiltiiriinde birgok c¢aligma
vardir. Kallus kiiltiirti, siispansiyon kiiltiirt, siirgiin kiil-
tiirdi, sacak kok kiiltiirii yontemleri ile basarili sonuglar
elde edilebilmektedir. Sekonder metabolitlerin 6nemi
disiiniildiigiinde, bundan sonraki ¢aligmalarda 6zellikle
biyoreaktdrlerin en uygun ¢aligma kosullarinin olusturu-
larak daha fazla iiretimin gergeklestirilmesi saglanmali-
dir.
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