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 Geniş kapsamlı kullanım alanına sahip olan sekonder metabolitlerin doğal ko-

şullar altında bitkilerden elde edilmesi sırasında çeşitli zorluklarla karşılaşılmak-

tadır.  Karşılaşılan başlıca sorunlar; doğal floradaki bitkilerin toplanmasının zor 

ve pahalı olması, bitkilerin doğadan sürekli toplanması sonunda nesillerinin za-

manla yok olması, sekonder metabolit miktar ve kalitesinin iklimsel koşullardan 

etkilenmesi, etkili maddelerin bitkilerde belli gelişim evrelerinde ve çok az mik-

tarda sentezlenmeleri, bitkilerin kültüre alınmalarında başarının düşük oluşu, 

ekonomik miktarlarda etkili madde üretimi için geniş tarım alanlarına ihtiyaç 

duyulması olarak özetlenebilir. Bu ve benzer nedenlerle sınırlı olan üretim, tü-

ketici isteklerinin değişmesi ile birlikte doğal maddelerin kullanımındaki talep 

artışını yeterli düzeyde karşılayamamaktadır. Tüm bu problemlerin önüne geç-

mek için sekonder metabolitlerin üretiminde biyoteknolojik yöntemler, özellikle 

bitki hücre ve doku kültürleri alternatif bir yöntem olarak görülmektedir. Farklı 

in vitro uygulamalar, sekonder metabolitlerin biyosentez ve birikiminin artırıl-

ması için kullanılmaktadır. Bu derlemede, bitki hücre ve doku kültürleri yoluyla 

sekonder metabolitlerin üretiminde kullanılan sistemler ve üretimin artırılmasını 

sağlayan uygulamalar hakkında bilgi verilmiştir. 
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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. 
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1. Kısaltmalar 

IAA    : İndol-3-asetik asit 

2.4-D  : 2,4-Diklorofenoksi asetik asit 

NAA  : Naftalen asetik asit 

BAP   : 6-Benzil amino pürin 

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

2. Giriş 

Bitkiler, insanoğlunun yaşamını sürdürebilmesi için 

gerekli olan karbonhidrat, protein ve yağların, yani pri-

mer metabolitlerin temel kaynağını oluştururlar. Bunun 
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yanı sıra, “sekonder metabolitler” adı verilen ilaç, 

kimya, gıda, tekstil, kozmetik sanayi ve tarımsal müca-

dele sektörlerinde ekonomik açıdan önemli ve yeri dol-

durulamaz bazı maddeler de bitkilerden elde edilmekte-

dir (Ramachandra ve Ravishankar, 2002).  

Sekonder metabolit kavramı ilk defa Kossel (1891) 

tarafından primer metabolitlerin karşıtı olarak tanımlan-

mış, Theis ve Lerdau (2003) ise sekonder metabolitleri 

bitkiler tarafından üretilen, fotosentez ürünü olmayıp, 

birtakım fizyolojik mekanizmaların fonksiyonlarıyla 

oluşan ve fotosentez ya da solunum gibi hayati fizyolo-

jik olaylar için mutlak gerekli olmayan maddeler şek-

linde tarif edilmiştir.  

Sekonder metabolitler birincil metabolizma yolları-

nın ara ürünlerinden, özel metabolik yollarla üretilmek-

tedirler ve genellikle biyosentez yollarına göre sınıflan-

dırılırlar (Bourgaud ve ark., 2001). Sekonder metabolit-

ler temelde terpenler, fenoller ve azot ve/veya kükürt 

içeren bileşikler olmak üzere 3 ana gruba ayrılırlar 

(Tablo 1) (Agostini-Costa ve ark., 2012). 

 

Tablo 1 

Sekonder metabolitlerin sınıflandırılması 

Tip Örnek 

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 Kükürt içeren bileşikler 

Alkoloidler Nikotin 

Glukozinolat Sinigrin 

 

Sekonder metabolitler, bitkide savunma, korunma, 

hayatta kalma, nesillerini sürdürme gibi çevresel koşul-

lara uyum faaliyetleri esnasında üretilmekte olup bazı-

ları geniş miktarlarda üretilirken, bazılarının üretimi ise 

sınırlı düzeyde kalmakta hatta bazı metabolitler sadece 

belirli türlerde üretilmektedir. Çoğunlukla bitkilerin 

belli organlarında bulunurlar ve bitkinin belli bir gelişim 

periyodu süresince üretilirler (Verpoorte ve ark., 1999; 

Sökmen ve Gürel, 2001). 

Geniş kapsamlı kullanım alanına sahip olan sekon-

der metabolitlerin doğal koşullar altında bitkilerden elde 

edilmesi sırasında çeşitli zorluklarla karşılaşılmaktadır. 

Karşılaşılan başlıca sorunlar; genellikle doğal flora 

içinde yetişen bu bitkilerin toplanmasının zor ve pahalı 

olması, bitkilerin doğadan sürekli toplanması sonunda 

nesillerinin zamanla yok olması, sekonder metabolit 

miktar ve kalitesinin iklimsel koşullardan etkilenmesi, 

etkili maddelerin bu bitkilerde belli gelişim evrelerinde 

ve çok az miktarda sentezlenmeleri, bitkilerin kültüre 

alınmalarında başarının düşük oluşu, ekonomik miktar-

larda etkili madde üretimi için geniş tarım alanlarına ih-

tiyaç duyulması olarak özetlenebilir. Bu ve benzer ne-

denlerle sınırlı olan üretim, tüketici isteklerinin değiş-

mesi ile birlikte doğal maddelerin kullanımındaki talep 

artışını yeterli düzeyde karşılayamamaktadır. 

Tüm bu problemlerin önüne geçmek için sekonder 

metabolitlerin üretiminde biyoteknolojik yöntemler, 

özellikle bitki hücre ve doku kültürleri alternatif bir yön-

tem olarak görülmektedir. Sekonder metabolitleri, bitki 

hücre ve doku kültürleri yoluyla kültür koşulları optimi-

zasyonu sağlayarak üretmenin bir dizi avantajları vardır. 

Bunlar şu şekilde sıralanabilir; a) Bitkinin kültürü esna-

sında karşılaşılan çevresel etkenler (iklim, coğrafi zor-

luklar, mevsimsel kısıtlamalar) ortadan kaldırılmakta, b) 

Daha az arazi kullanımı sağlanmakta, c) Bitkinin doğa-

dan toplanarak neslinin yok olması engellenmekte, d) 

Bitkilerde düşük miktarlarda bulunan ekonomik açıdan 

değerli metabolitlerin yeterli miktarda üretilebilmesi 

sağlanmakta, e) Üretimde homojenite, standart kalite ve 

verimlilik sağlanmakta, f) Metabolitlerin biyosentez 

mekanizmalarının anlaşılmasında yardımcı olarak kulla-

nılmaktadır. Tüm bu avantajlar sayesinde sekonder me-

tabolitlerin üretimi klasik yöntemlere kıyasla daha hızlı, 

daha basit, daha güvenilir ve daha öngörülebilir bir şe-

kilde yapılabilmektedir. Son yıllarda bitki hücre ve doku 

kültürü sistemleriyle sekonder metabolitlerin elde edil-

mesi üzerine yapılan çalışmalar hız kazanmıştır. 

Bu derlemede, bitki hücre ve doku kültürleri yoluyla 

sekonder metabolitlerin üretiminde kullanılan sistemler 

ve üretimin artırılmasını sağlayan uygulamalar hakkında 

bilgi verilmiştir. 

3. Bitki Hücre ve Doku Kültürleri Yolu ile Sekonder 

Metabolit Üretimi 

Bitki hücre ve doku kültürleri, aseptik koşullar al-

tında ve uygun besin ortamlarında bitki hücre (meriste-

matik hücreler, hücre süspansiyonu veya kallus hücre-

leri) doku, organ (apikal meristem, kök, gövde, yaprak 

vb.) veya bitkiciklerin üretildiği ya da ürünlerin (meta-

bolitler) elde edildiği tekniklerdir (Babaoğlu ve ark., 

2001). 

Sekonder metabolitlerin bitki hücre ve doku kültür-

leri ile üretilmesi, geleneksel metotlara kıyasla belirgin 

avantajlara sahiptir. Bu avantajlar; ilgili metabolitin çev-

resel faktörlerden bağımsız olarak kontrollü şartlarda 

üretilebilmesi, hastalık ve zararlılardan arındırılmış bit-

kisel materyalin elde edilmesi, herhangi bir bitkinin, is-

ter tropik ister subtropik kökenli olsun, in vitro kültüre 

alınabilmesi, kültür şartlarının sekonder metabolit üreti-

mini artıracak şekilde optimize edilebilmesi (Ramac-

handra ve Ravishankar, 2002) şekilde özetlenebilir. 

Bitki hücre ve doku kültürlerinden, sekonder meta-

bolitlerin üretiminin yanı sıra, bu ürünlerin biyosentez 
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mekanizmalarının anlaşılmasında da model olarak ya-

rarlanılmaktadır. Örneğin; biber (Capsicum frutences) 

hücre kültürlerinde kapsaisinin ve üzerlik otu (Peganum 

harmala) hücre kültürlerinde β-karbolin alkoloitlerin bi-

yosentez mekanizmalarına dair araştırmalar diğer se-

konder metabolitler için model teşkil etmektedir (Sök-

men ve Gürel, 2001). 

Hücre hatlarının (varyantlarının), arzu edilen meta-

boliti yüksek oranda üreten kültürlerden seçimi ve bu 

hatlardan, özellikle tek hücre kültürleri yapılarak bitki-

lerin rejenerasyonu, bitki hücre ve doku kültürü teknik-

lerinin sunduğu bir başka uygulama alanıdır (Sökmen ve 

Gürel, 2001). 

Bitki hücre ve doku kültürü ile sekonder metabolit-

lerin üretimde temelde 3 farklı sistem vardır. Bunlar aşa-

ğıdaki gibi özetlenebilir; 

3.1. Farklılaşmış ve Organize Olmuş Kültürler ile      

Metabolit Üretimi 

3.1.1. Kök Kültürleri 

Kök kültürleri bitki tarafından üretilen metabolitin 

sentez yerinin köklerde bulunduğu durumlarda bu or-

gandan alınan parçaların uygun besin ortamlarında kül-

türe alınmasıyla gerçekleşmektedir. Ayrıca bitkinin 

farklı dokularının (yaprak, gövde, nod vb.) kök gelişimi 

yönünde uyarılmasıyla elde edilen adventif kök kültür-

leri de bazı bitkilerden sekonder metabolit üretiminde 

tercih edilmektedir. 

Kök kültürleri genetik kararlığı, hızlı ve fazla mik-

tarda üretim kapasitesi ve spesifik bileşiklerin üretimine 

olanak vermesi sayesinde diğer kültür sistemlerine kı-

yasla daha avantajlı durumdadır (Charlwood ve 

Charlwood, 1991; Banerjee ve ark., 2012). Özellikle, 

sürgün, hücre süspansiyon ve kallus kültürleri ile geniş 

ölçekte sekonder metabolit üretiminin zor olduğu bitki-

lerde, kitlesel üretim yapabilmek adına biyoreaktör tek-

nolojisi için adventif kök kültürleri optimize edilmekte-

dir. Bu amaçla kantaron (Hypericum perforatum L.) 

(Cui ve ark., 2010), ginseng (Panax ginseng) (Paek ve 

ark., 2005) bitkilerinde adventif kök kültürleri geliştiri-

lerek biyoreaktörlerde sekonder metabolit üretimi sağ-

lanmıştır. Ayrıca normal kök kültürleri ile de yapılan ça-

lışmalar mevcuttur. Gypsophila paniculata (Fulcheri ve 

ark., 1998) ve Bupleurum falcatum L. (Kusakari ve ark., 

2000) bitkilerinde bu yolla sekonder metabolit üreti-

minde artış sağlanmıştır. 

3.1.2. Sürgün Kültürleri 

Sürgün kültürleri koltuk altı, nod (boğum) içeren sap 

parçaları veya sürgün ucundaki meristem dokusundan 

alınan parçaların uygun besin ortamında kültüre alınma-

sıyla gerçekleşmektedir. Sürgün kültürleri de kök kül-

türlerinde olduğu gibi genetik kararlılık, sekonder meta-

bolit üretiminde yüksek kapasite gibi benzer özellikleri 

gösterirler (Bourgaud ve ark., 2001). Bu sayede sürgün 

kültürlerinde, farklılaşmamış kültürlere, yani kallus ve 

hücre süspansiyon kültürlerine kıyasla metabolit üretimi 

daha yüksek düzeyde olmakta, hatta bazen üretilen 

madde miktarı ana bitkininkinden daha fazla olabilmek-

tedir. Örneğin, Hypericum hirsutum ve Hypericum ma-

culatum (Coste ve ark., 2011) ile Digitalis purpurea L. 

(Patil ve ark., 2013) sürgün kültürlerinde, metabolit bir-

kiminin ana bitkiden daha yüksek oranda olduğu tespit 

edilmiştir. 

3.1.3. Embriyo Kültürleri 

Bitkide bulunan metabolitin sentezlendiği yer emb-

riyo ise, bu metabolitin üretimi embriyo kültürüleri ile 

gerçekleştirilir. Ancak burada kastedilen ana bitkiden çı-

karılıp kültürü yapılan embriyodan ziyade, somatik 

embriyo kültürleridir. Bu kültürler ya doğrudan somatik 

embriyogenezle ya da dolaylı somatik embriyogenezle 

teşvik edilerek embriyoların oluşturulmasıyla elde edilir 

(Sökmen ve Gürel, 2001). Aynı zamanda sekonder me-

tabolitlerin üretiminde somatik embriyoların elde edil-

mesi kitlesel üretime ve genetik manipülasyonlara uy-

gunluğu açısından da avantajlıdır (Gopi ve ark., 2006). 

Bu nedenle tıbbi bitkilerde somatik embriyogenesis sis-

temlerinin geliştirilmesine artan bir ilgi vardır (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 tıbbi bitkilerde 

somatik embriyogenesis aracılığıyla rejenerasyon çalış-

maları yapılmış, tıbbı bitkilerde somatik embriyogenesis 

protokolünün geliştirilmesinin sekonder metabolit üreti-

minin yanı sıra ticari anlamda üretime, genetik transfor-

masyona ve sentetik tohum üretimine imkan sağlayacağı 

görüşü belirtilmiştir.  

3.2. Farklılaşmamış ve Organize Olmamış Kültürler ile 

Metabolit Üretimi 

3.2.1. Kallus Kültürleri 

Kallus kültürleri ana bitkiden kesilip çıkartılan ve 

bölünme yeteneğini yitirmemiş organ veya doku parça-

larının in vitro koşullarda kültüre alınması sonucu olu-

şan morfolojik düzensizliğe sahip kütleler olarak tarif 

edilebilir. Kallus kültürünün başlatıldığı doku parçası-

nın orijini sekonder metabolitlerin üretiminde önem ka-

zanmaktadır (Sökmen ve Gürel, 2001). Hem köklerden 

hem de yapraklardan kallus uyarımı yapılarak antosiya-

nin birikimine bakıldığı Crataegus sinaica bitkisinde, 

köklerden uyarılan kalluslarda yapraklardan uyarılan 

kalluslara oranla daha iyi sonuçlar alınmış, kök kaynaklı 

kalluslarda antosiyanin üretimi ciddi bir şekilde artmış 

ve 157.98 µg/g miktarına ulaşmıştır (Maharik ve ark., 

2009). Astragalus trojanus bitkisinin yaprak ve kök 

eksplantları kallus oluşumu için uyarılmış ve oluşan kal-

luslarda astragaloside IV ile cycloastragenol metabolit-

lerinin miktarları analiz edilmiş, en yüksek astragaloside 

IV ve cycloastragenol birikimi kök kaynaklı kalluslarda 

(sırasıyla 3.5 μg/mg ve 4.8 μg/mg) tespit edilmiştir (Nar-

top ve ark., 2014). 

3.2.2. Hücre Süspansiyon Kültürleri 

Hücre süspansiyon kültürleri, tek hücrelerin veya 

küçük çapta hücre gruplarının sıvı büyüme ortamında 

dağılım gösterdiği bitki hücre kültürü teknikleridir. Bu 
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kültürler doğrudan ana bitkiden alınan uygun doku par-

çası ile başlatılabilir. Bitkide sekonder metabolitin yük-

sek oranda bulunduğu doku parçası ile başlatılan hücre 

süspansiyon kültüründe başarı oranı daha fazladır (Sök-

men ve Gürel, 2001). 

Hücre süspansiyon kültürleri kallus kültürlerine kı-

yasla daha hızlı büyüme göstermesi ve morfolojik olarak 

daha homojen olması gibi avantajlara sahiptir. Ayrıca 

hücre süspansiyon kültürleri, araştırma konusuna uygun 

olarak istenen hücre hatlarının oluşturulmasına ve seçi-

mine imkan sağlar. Hücre süspansiyon kültürleri ile se-

konder metabolitlerin üretiminde tüm bu avantajların 

yanında karşılaşılan en belirgin sorun, bir çok metaboli-

tin istenilen düzeyde üretilememesidir (Sökmen ve Gü-

rel, 2001). Bu konuda çalışan araştırmacılar, dışarıdan 

çeşitli metabolit birikimini artıran teknik yaklaşımlarda 

bulunulması gerektiğini bildirmişler, son yıllarda yapı-

lan araştırmalarda bu problem ortadan kaldırılmaya ça-

lışılmıştır. Artemisia absinthium L. (Ali ve ark., 2013), 

Salvia virgata ve Salvia fruticosa (Haas ve ark., 2014) 

bitkilerinde, farklı büyüme düzenleyicileri kullanılarak 

başarılı bir hücre süspansiyon kültürü kurulmuş ve se-

konder metabolit birikimleri ana bitkiyle kıyaslandı-

ğında önemli derecede artış göstermiştir. Silybum ma-

rianum (Tumova ve ark., 2006) hücre süspansiyon kül-

türünde ise, uygulanan öncül bileşikler sekonder meta-

bolit birikiminde ciddi artış sağlamıştır. 

3.3. Mikroçoğaltım 

Mikroçoğaltım bir çok bitki türünde olduğu gibi 

tıbbi ve aromatik bitkilerin de vejetatif olarak hızlı ve 

çok miktarda çoğaltılabilmesine olanak sağlayan bir 

üretim şeklidir. Mikroçoğaltım, bir bitkiden alınan ve 

tam bir bitkiyi oluşturabilme potansiyeline sahip bitki 

kısımlarından (embriyo, tohum, gövde, sürgün, kök, kal-

lus, tek hücre ya da polen tanesi vb.) in vitro koşullar 

altında yeni bitkilerin elde edilmesi olarak tanımlan-

maktadır. Eğer bitkilerin uygun besin maddeleri ihtiyaç-

ları, büyüme düzenleyicisi ve kültür istekleri yeterince 

biliniyorsa, mikroçoğaltım tekniği kullanılarak tüm bitki 

türlerinin üretilmesi mümkündür (Mansuroğlu ve Gürel, 

2001). 

Tıbbi ve aromatik bitkilerin mikroçoğaltımı, sekon-

der metabolitlerin in vitro yöntemlerle çoğaltılmasının 

sağladığı faydaların yanı sıra, bitkiye yılın her döne-

minde ulaşılabilmesi ve daha kısa kültür süresine ihtiyaç 

duyulması, nesli tehlikede olan tıbbi bitkilerin korun-

ması, üretilen bitkilerde fenotipik ve genotipik benzerli-

ğin sağlanması (homojenite), zor üretilen türlerin daha 

kolay üretebilmesi gibi ciddi avantajlar sağlar.  

Mikroçoğaltım, özellikle ekonomik değeri yüksek 

ancak bitki bünyesinde çok düşük oranlarda bulunan se-

konder metabolitlerin kısa sürede ve yılın her döne-

minde üretilmesi için mutlak gereklidir. Örneğin; ceza-

yir menekşesinin (Catharantus roseus) 2 ton yaprağın-

dan 1 g alkoloid elde edilmekte bu miktar ise lösemi has-

talarının sadece 6 hafta boyunca tedavilerini karşılaya-

bilmektedir. Benzer şekilde, 200 yaşındaki tam olgun bir 

porsuk ağacından (Taxus brevifolia) elde edilen etken 

madde, kanser hastasının sadece bir tedavisini karşılaya-

bilmektedir (Chaturverdi ve ark., 2007). Catharantus 

roseus (Pietrosiuk ve ark., 2007) ve Taxus türlerinde 

(Chang ve ark., 2001) mikroçoğaltım çalışmaları araştı-

rılmış ve başarılı bir şekilde gerçekleştirilmiştir. 

4. Bitki Hücre ve Doku Kültürlerinde Sekonder    

Metabolit Üretiminin Artırılması 

4.1. Kültür Koşullarının Optimizasyonu 

Birçok çevre ve beslenme faktörünün sekonder me-

tabolitlerin biyosentez yolunda etkili olduğu bilinmek-

tedir. Bitki doku ve hücre kültürlerinde, kültür orta-

mında yer alan beslenme faktörleri; yani karbon, fosfor, 

azot kaynakları ve diğer makro elementler ile bitki bü-

yüme düzenleyicileri, yani oksin ve sitokininler hem 

metabolit oluşumuna, hem de büyümeye etki etmekte-

dir. Kimyasal etkenlerin yanı sıra, ortamdaki fiziksel 

faktörler de in vitro sekonder metabolit üretiminde doğ-

rudan veya dolaylı etkide bulunabilmektedir. Bu faktör-

lerin her biri kültürü yapılan bitkiye, kültür tipine, hatta 

kültürün yaşına göre etkide bulunmaktadır (Bhag-

yalakshmi ve ark., 2004; Gundlach ve ark., 1992; Sök-

men ve Gürel, 2001; Matkowski, 2008). 

Kültür ortamındaki kimyasalların kompozisyonu, 

hem yoğun bir şekilde biyokütle artışını sağlamak hem 

de istenilen metabolitlerin birikmesi amacı ile optimize 

edilmelidir. Oksin ve sitokoninler biyosentetik yolların 

uygun bir şekilde teşvik edilmesi amacıyla oldukça 

önemlidir. Glehnia littoralis bitkisinden antosiyanin 

üretilmesinde, IAA ile 2.4-D’ye kıyasla üstünlük göster-

diği için oksin kaynağı olarak NAA tercih edilmiş, or-

tama sitokinin eklenmesiyle daha fazla hücre gelişimi ve 

pigment biyosentezi geliştirilmiştir (Miura ve ark., 

1998). Yapılan başka bir çalışmada da, NAA’nın yüksek 

konstrasyonu Rudbeckia hırta bitkisi için optimum bu-

lunmuştur (Luczkiewicz ve Cisowski, 2001).  

Azadirachta indica  hücre süspansiyon kültüründe 

besin ortamı içeriğinin biyokütle ve azadiraktin üreti-

mine etkilerinin araştırıldığı bir çalışmada, besin orta-

mındaki 4:1 oranındaki nitrat:amonyum miktarı, stan-

dart MS besin ortamına kıyasla azadiraktin üretimini 1.5 

kat artırmıştır. Besin ortamındaki sukroz miktarının 

azaltılması (15 mg/l) biyokütle ve azadiraktin üreti-

minde düşüşe, toplam fosfat miktarının azaltılması ise 

azadiraktin üretiminde artışa (6.98 mg/l) neden olmuş-

tur. Nitrat:amonyum oranı 4:1 oranında değişitirilmiş 

besin ortamında fosfat tamamen uzaklaştırıldığında bi-

yokütlenin (59.36 g/l) %36 oranında artığı gözlemlen-

miştir (Sujanya ve ark., 2008). Bu çalışmalar göstermek-

tedir ki, kültür ortamının içeriğinin çalışılan bitki türüne 

göre optimize edilmesi gerekmektedir. 

İki ve üç aşamalı gelişim sistemi de metabolit üreti-

minde optimizasyon için faydalı olabilir. İlk aşama daha 

hızlı ve daha fazla biyokütle gelişimi teşvik edilirken, 

ikinci aşamada ise istenilen metabolitin biriktirilmesini 
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amaçlamaktadır (Matkowski, 2008). Bu yöntem Rud-

beckia hırta bitkisinin kuru ağırlığında %5 antosiyanine 

ulaşılmasını sağlamış ve başarılı bir şekilde uygulanmış-

tır (Luczkiewicz ve Cisowski, 2001). 

Safran bitkisinin (Crocus sativus) kültürlerinde, bi-

yokütle artışı için 1 mg/l BAP ve 2 mg/l NAA olan bü-

yüme düzenleyicisi kompozisyonu, krosin birikimi için 

0.5 mg/l BAP ve 2 mg/l IAA bileşimine değiştirilerek 

iki aşamalı sistem başarı bir şekilde uygulanmış ve 430 

mg/l krosin birikimi elde edilmiştir (Chen ve ark., 2003). 

Bitki hücre ve doku kültürlerinde, sekonder metabo-

lit üretimi ve birikimini kültür ortamının kimyasal bile-

şenlerinin yanında fiziksel koşullarıda etkilemektedir. 

Fiziksel koşullar arasında ışık, sıcaklık ile hücre süspan-

siyon kültürleri için çalkalama ve havalandırma sayıla-

bilir. Işık faktörü, doku ve hücrelerde sekonder metabo-

litlerin birikimi etkilemekte ve fotoperyod, ışık kalitesi 

ve şiddeti önemli parametreler olmaktadır (Sökmen ve 

Gürel, 2001). Bu anlamda, antisiyonin pigmentlerinin 

ışıkla antisiyonin oluşumunu artırdığının tespit edilmesi 

iyi bir örnektir (Harborne, 2001; Stintzing ve Carle, 

2004). 

Prunus cerasus kallus ve süspansiyon kültüründe, 

ışık faktörü, maruz bırakıldığı dokulardaki rengin hızlı 

bir şekilde beyazdan mora dönüşmesine sebep olmuştur 

(Blando ve ark., 2005). Antosiyanidin profili hem yap-

raklarda hem de meyvelerde dominat bir bileşik olarak 

siyanidin-3-glikozit şeklinde farklı bulunmuş, delfinidin 

eksikliği görülmüş ve siyanidin-3-rutosit (yapraklarda 

baskın) az oranda bulunmuştur Bu durum, in vitro ko-

şullar altında oluşan farklı metabolik profiller için iyi bir 

örnek teşkil etmektedir. Fakat kültüre ışık uygulanması 

maliyette artışa sebep olabilir ve kültür kaplarında iste-

nilmeyen sıcaklık derecelerine sebep olabilir (Mat-

kowski, 2008). 

4.2. Farklılaşmış Dokularda Üretim 

Bitki doku kültürlerinde, sekonder metabolitlerin 

üretimi genellikle hücre çoğalması ve farklılaşmasına 

bağlıdır (George, 2008). Özellikle, belli bir organ (kök, 

sürgün veya embriyo benzeri yapılar) oluşturmak üzere 

farklılaşan kültürlerde sekonder metabolit birikiminin 

daha fazla olduğu gözlenmiştir (Sökmen ve Gürel, 

2001). 

Farklılaşmamış kültürler ile sekonder metabolitlerin 

üretiminin zor ve hatta imkansız olduğu durumlarda 

farklılaşmış kültürler ile metabolitlerin biriktirilmesi ya-

rarlı olabilmektedir. Bu özellik, birkaç metabolit sını-

fında bildirilmiş olmakla beraber özellikle alkoloidler 

için geçerlidir ayrıca birçok antioksidan bileşenleri için 

bu konuda çalışmalar yayınlanmıştır (Matkowski, 

2008). Fesleğen (Ocimum basilicum) hücre süspansiyon 

kültürlerinde elde edilen rozmarinik asit birikiminin, 

mikroçoğaltım yoluyla elde edilen bitkiciklerdeki oran-

dan daha az bulunduğu bildirilmiştir (Kintzios ve ark., 

2004). Benzer şekilde, böğürtlen (Rubus chamaemorus) 

bitkisinde bulunan ellajik asitler (fenolik asit), sürgün 

kültüründe 3 kat, kallus kültüründe ise 10 kat daha az 

ortaya çıkmıştır (Thiem ve Krawczyk, 2003). Adaçayı 

(Salvia officinalis) (Grzegorczyk ve ark., 2007) ve bibe-

riye (Rosmarinus officinalis) (Caruso ve ark., 2000) in 

vitro kültürlerinde, karnosol ve karnoksil asit birikimi 

sadece sürgün kültürlerinde belirlenmiş olup, kallus, 

süspansiyon ve saçak kökler kültürlerinde bu metabolit-

lere rastlanmamıştır. Schisandra chinensis bitkisinde 

lignan (deoxyschizandrin ve schisandra) metabolitleri-

nin üretiminde, sürgün gelişimi yönünde farklılaşan kal-

lus kültürü  ile farklılaşmayan kallus kültürünün kıyas-

landığı çalışmada, farklılaşan kallus kültüründe 

deoxyschizandrin 308.51 mg, schisandra 22.09 mg mik-

tarında üretilirken, farklılaşmayan kallus kültüründe 

deoxyschizandrin 18.5 mg, schisandra 1.0 mg mikta-

rında üretilmiştir (Szopa ve Ekiert, 2013).  

Farklılaşmış kültürler arasında hızlı büyüyen soma-

tik embriyo kültürlerinin potansiyelleri sekonder meta-

bolitlerin üretimi için kullanılabilmekte, fakat bu başlık 

altındaki çalışmalar yetersiz kalmaktadır (Lee ve Son, 

1995). Son yıllarda bu alanda yapılan çalışmalar artmış, 

örneğin fenol gilkozitleri, ligninlar ve filavonoidler gin-

seng bitkisinin somatik embriyolarından elde edilmiştir 

(Shoahel ve ark., 2006). 

4.3. Yüksek Verimli Hücre Hatlarının Seçimi 

Kültüre alınmış hücre ve dokuların en verimli olan 

hatları, ilgili bileşiğin seviyesi gözlemlenerek seçilebil-

mekte ya da işlemi kolaylaştıracak seçilmiş bir ajan ta-

rafından tamamlanabilmektedir. Seçilmiş hattaki meta-

bolit birikiminin, hem seçilmemiş hücre ve doku kültür-

lerinden elde edilen miktardan hemde bitkinin doğal bi-

yosentetik verimliliğinden yüksek olması gerekmektedir 

(Matkowski, 2008). 

Kültür ortamında fenilalanin miktarının artması, 

yüksek seviyede PAL (fenilalanin amonyak liyaz) en-

zim aktivitesi ifade edebilen hücreler hariç diğer hücre-

lerin çoğunluğuna zarar vermektedir. Ortamda canlı ka-

labilen, yüksek seviyede PAL içeren hücre toplulukları 

seçilir ve seçilen hatlarda PAL’ın yüksek düzeyde ifade 

edilmesi fenilpropanoid bileşiklerin artmasına sebep 

olur ki bunların birçoğu istenilen antioksidanlardır 

(Matkowski, 2008). Bu sistemle, lavantada (Lavandula 

officinalis) da (Georgiev ve ark., 2006) rozmarinik asit 

üreten hücreler ve Lithospermum erythrorhizon (Bulga-

kov ve ark., 2001) bitkisinde şikonin üreten hücreler 

radyoaktif işaretli fenilalanin kullanılarak seçilmiştir. 

Seçilen hatlar zaman içeren stabil durumda kalmış ve is-

tenilen bileşikleri, kontrol kültürlerine göre iki kat daha 

fazla sentezleyebilmişlerdir. 

Eğer istenilen ürün, antosiyaninler gibi renkli bir bi-

leşik ise, birikim yapan hücrelerin ayrımı görsel seçim 

ile yapılabilmekte ve daha kolay bir şekilde gerçekleşti-

rilmektedir (Matkowski, 2008). Bu duruma iyi örnekler-

den biri, Glehnia littoralis bitkisinin beyaz renkli geliş-

miş kalluslarından, tek bir mor noktanın ayrımı ile ışığa 

bağımsız antosiyanin biriktiren hücre hatlarının seçimi 

yapılabilmiştir (Miura ve ark., 1998; Kitamura ve ark., 

2002). Benzer şekilde, mor tatlı patateste seçilen hücre 
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hatları ışığa maruz bırakılmadan yüksek miktarda anto-

siyanin biriktirmektedir (Konczak ve ark., 2005). 

4.4. Öncüller ve Biyotransformasyon 

Bitki doku ve hücre kültürlerinde üretilmesi istenen 

bir metabolitin biyosentez mekanizması biliniyorsa ve 

bu metabolik yolda yer alan başlangıç maddesi ve/veya 

ara ürünler saptanmış ise, kültürleri bu maddelerle bes-

leyerek enzimatik yollar uyarılabilir ve böylelikle hedef 

metabolitin üretimi artırılabilir (Sökmen ve Gürel, 

2001). 

Altın kök (Rhodiola rosea) kallus kültüründe, or-

tama sinabil alkol ekleninceye kadar sekonder metabolit 

elde edilmemiş, ortama bu kimyasal eklenince ise etkin 

bir şekilde farmakolojik olarak aktif rosin ve rosavin an-

tioksidanlarına dönüştürülmüştür (György ve ark., 

2004). Benzer şekilde, porsuk ağacı (Taxus cuspidata) 

kültürlerinde ortama fenilalanin öncül madde olarak 

ilave edilince taxol veriminde artış sağlanmıştır (Fett-

Neto ve ark., 1993, 1994). 

Cistanche salsa hücre kültürlerinde, feniletanoid gli-

kozitlerinin karışım halinde zenginleştirilerek öncül 

madde olarak kullanılması, tirozin, fenilalanin, kafeik 

asit gibi öncül maddelerin ayrı ayrı olarak kullanılma-

sına kıyasla sekonder metabolit üretimini iki katına çı-

karmıştır (Liu ve ark., 2007). Bu nedenle, uygun bir ön-

cül maddenin belirlenmesi in vitro sekonder metabolit 

üretimini başarı bir şekilde artırmak için önemlidir. 

Sekonder metabolitlerin üretiminin artırılması için 

öncül maddeler ile elisitörlerin birarada kullanılması et-

kili bir stratejidir. Bu amaçla, üzüm (Vitis vinifera) 

hücre süspansiyon kültüründe elisitör ve öncül madde 

birlikte kullanılmış, fenilalanin ve methyl jasmonate 

kombinasyonu antosiyanin biyosentezini en üst düzeyde 

teşvik etmiş, antosiyanin içerik ve veriminde sırasıyla 

4.6 ve 3.4 katlık artış sağlanmıştır (Qu ve ark., 2011). 

4.5. Elisitörler ve Stres Uyarımı İle Üretim 

Bitki hücre kültürlerinde sekonder metabolit üreti-

mini artırmak, aynı zamanda yüksek konsantrasyonlarda 

üretimi kısa sürede sağlamak amacıyla biyotik ve abiyo-

tik elisitörler (uyarıcılar) kullanılır (Barz ve ark., 1988). 

Sekonder metabolitlerin en önemli rollerinden biri stres 

tepkilerine yanıt olarak geliştirilmiş olmalarıdır (Grass-

man ve ark., 2002). Sekonder metabolitleri yüksek mik-

tarlarda elde edebilmek için biyosentez sırasında stres 

faktörlerine maruz bırakılması kullanılmaktadır (Ver-

porte ve ark., 2002; Vanisree ve Tsay, 2004). 

Çeşitli sekonder metabolitlerin sentezinde polisak-

karitler, proteinler, glikoproteinler, bakteri, mantar ve 

maya kaynaklı biyotik elisitörler ile UV, ağır metal 

iyonları gibi çevresel faktörler kaynaklı abiyotik elisi-

törlerin yanısıra jasmonik asit/methyl jasmonate, salisi-

lik asit ve hidrojen peroksit gibi çeşitli stres oluşturan 

mediatörler elisitörler olarak kullanılmaktadır (Sökmen 

ve Gürel, 2001; Matkowski, 2008). 

Jasmonik asitin kullanıldığı, ayçiçeği (Helianthus 

annuus L.) hücre kültürlerinde α-tocoferol (Gala ve ark., 

2005), kiraz (Prunus avium) kallus kültüründe de siya-

nidin glukositlerinin (Blando ve ark., 2005) üretimi artı-

rılmıştır. Kitosan, polisakkarit biyotik bir elisitör olup, 

kök boyası (Rubia akane) bitkisinin hücre kültüründe 

kullanılmış, antrakinon üretiminin artışını sağlamıştır 

(Jin ve ark., 1999). Kantaron (Hypericum perforatum) 

bitkisinin farklı in vitro kültürlerinde (kallus, hücre ve 

sürgün kültürleri) salisilik asit uygulaması ile hücre süs-

pansiyon kültüründe hiperisin ve pseudohypericin üre-

timi ikiye katlanmış ancak diğer iki kültür tipinde etkisi 

olmamıştır. Elisitör etkisinin, in vitro kültür tipine, uy-

gulanan elisitörün konsantrasyonuna ve süresine bağlı 

olduğu bildirilmiştir (Gadzovska ve ark., 2012). Digita-

lis türlerinin kallus kültürlerinde Ca, Mg ayrı ayrı ve bir-

likte olmak üzere kardenolit üretimine etkileri araştırıl-

mıştır. Tüm türlerde en yüksek toplam kardenolit üre-

timi hem Ca hem de Mg uygulanmış besin ortamlarında 

elde edilmiştir. Bu protokol, kardenolitlerin büyük öl-

çekli üretimi için yeni stratejilerin geliştirilmesinde ya-

rarlı olacaktır (Şahin ve ark., 2013). Bünyesinde bulu-

nan glisirizik asitin büyük bir kısmını köklerinde ihtiva 

eden  hint meyan kökü (Taverniera cuneifolia) bitkisinin 

kök kültürlerine methyl jasmonate ile bakteriyel ve fun-

gal elisitörler uygulanmış ve glisirizik asit üretiminde 

elisitörlerin kullanımıyla artış sağlanmıştır (Awad ve 

ark., 2014). 

4.6. Agrobacterium rhizogenes Transformasyonu -      

Saçak Kökler 

Agrobacterium rhizogenes, Rhizobiacea familyasın-

dan, toprakta yaşayan gram-negatif bir bakteri olup di-

kotiledon bitkileri enfekte ederek “saçaklı kök” hastalı-

ğına neden olmaktadır (Özcan ve ark., 2001). Saçaklı 

kökler, bol dallanmaları, kılcal köklerinin çok yoğun ol-

ması ve en hızlı çoğalan hücre kültürleri kadar veya on-

lardan daha fazla biyokütle üretim potansiyelleri ile ka-

rakteristiktir (Kim ve ark., 2002). Saçak kök kültürleri, 

uygulamadaki kolaylığı, ekonomik oluşu, genetik trans-

formasyon oranının yüksekliği, aktarılan genin stabil bir 

şekilde genoma yerleşerek metabolit veriminin de stabil 

olması, dıştan herhangi bir oksin kaynağına ihtiyaç du-

yulmadan hızlı kök büyümesi, ana bitki ile eşit hatta 

daha yüksek oranda sekonder metabolit üretim potansi-

yeli göstermeleri ve sentezin gerçekleştiği metabolik 

yolda yapılmak istenen genetik manipulasyonlara ola-

nak tanıması gibi avantajlara sahip olması nedeniyle di-

ğer hücre ve doku kültürü tekniklerinin uygun olmadığı 

birçok kök kaynaklı olan ya da olmayan metabolitlerin 

üretiminde tercih edilmektedir (Giri ve Narasu, 2000; 

Hammond, 2000; Ramachandra ve Ravishankar, 2002). 

Adaçayı bitkisinin (Salvia officinalis) saçak kökle-

rinde, rozmarinik asit seviyesi ve antioksidan aktivite-

leri, bakteri transfer edilmemiş organlarına kıyasla ol-

dukça fazla bulunmuştur (Grzegorczyk ve ark., 2006, 

2007). Benzer şekilde, kök boyası (Rubia tinctoria) bit-

kisinin saçak kök kültürlerinde etken madde, bakteri 

transfer edilmemiş organlarına kıyasla fazla bulunmuş-

tur (Saito ve ark., 1991). 
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Bakteri transformasyonu ile elde edilen saçak kök 

kültürlerinde, istenen şekilde düzenlenmiş Ri plazmiti 

(vektör) sayesinde, saçak kökün genomik DNA’sının 

değiştirilebilmesi yani gen aktarımı yapılabilmektedir. 

Bu sistem ise, transformasyonun yapılmadığı dokularda 

olmayan yeni sekonder metabolitlerin sentezlenebilme-

sini sağlamaktadır (Banerjee ve ark., 1995; Ramac-

handra ve Ravishankar, 2002). Sekonder metabolitler 

bitkinin sadece toprak üstü aksamlarında toplandığı du-

rumlarda bile, saçak kök kültürlerinde metabolitlerin 

toplandığı görülmektedir (Srivastava ve Srivastava, 

2007). Örneğin, normalde etken maddesi sadece toprak 

üstü aksamında toplanan kına bitkisinin (Lawsonia iner-

mis) saçak kök kültürlerinde etken madde üretebilmek-

tedir (Bakkali ve ark., 1997). Benzer şekilde, Artemisia 

annua bitkisinde etken madde artemisinin sadece toprak 

üstü aksamda toplanırken, saçak kök kültürlerinde arte-

misinin üretildiği pek çok çalışmada bildirilmiştir (We-

athers ve ark., 1994; Jaziri ve ark., 1995; Liu ve ark., 

1999; Giri ve ark., 2000). 

Bakteri transformasyonu ile elde edilmiş saçak kök-

lerden sekonder metabolit biyosentezi genetik olarak 

kontrol edilmekle beraber, çevresel faktörlere de bağlı-

dır (Giri and Narasu, 2000; Kim ve ark., 2002). Bu ne-

denle yüksek verimliliği etmek için kültür koşullarının 

optimum düzeyde tutulması ayrıca elisitör ve uygun ön-

cüllerin kullanılması gibi çeşitli stratejiler geliştirilmiş-

tir. Kuzovkina ve ark., (2001), S. baicalensis saçak kök 

kültürlerinde, L-fenilalanin ve metil jasmonat kullana-

rak wogonin, baikaleinve baikalin üretimi 2.3 kat artır-

mışlardır. 

4.7. Biyoreaktörler 

Biyoreaktör, içinde besin ortamı ve çoğaltımı yapı-

lacak bitkinin yer aldığı, oksijen, karbondioksit, pH ve 

sıcaklık gibi çevre şartlarının kontrol altında tutulduğu 

bir çeşit fermantasyon kabıdır. Bitki doku kültürü yön-

temleri kullanılarak biyoreaktörler ile sekonder metabo-

litlerin üretimi, fazla miktarlarda ve seri bir şekilde ya-

pılabilmekte böylece endüstriyel anlamda üretimler ger-

çekleşmektedir. 

Biyoreaktör sistemlerinin; tamamen kontrollü üre-

tim koşullarına sahip olması, ürün verimliliğinde, kalite 

ve homojenitede tutarlılık, bitki hücre ve doku kültürle-

rinin endüstriyel anlamda kullanılması için (özellikle 

ekonomik açıdan önemli metabolitlerin üretiminde) bü-

yük ölçekli kültürlerin kurulmasını sağlaması önemli 

avantajları arasındadır. Ancak çalışılan bitkinin türüne 

ve kültür tipine göre biyoreaktör tasarımlarının yapıl-

ması gerekmekte, bu da zaten masraflı olan biyoreaktör 

sistemlerinin maaliyetini daha da artmaktadır. Bu ne-

denle, biyoreaktörlerle sekonder metabolitlerin üretil-

mesindeki örnekler oldukça sınırlıdır (Hwang, 2005). 

Var olan birkaç tane endüstriyel sistemlerden biri Lit-

hospermum erythrorhizon (Misawa, 1994; Bulgakov ve 

ark., 2001) bitkisi kullanılarak elde edilen şikonin tek-

nolojisidir. Bunun dışında, küçük ölçekli pilot çalışma-

larda, fındıktan (Sivakumar ve ark. 2005)  α- tokoferol, 

lavanta (Pavlov ve ark., 2005) ve fesleğenden (Kintzios 

ve ark., 2004) rosmarinik asit, şeker pancarından (Pav-

lov ve ark., 2007) betalainler üretiminin yapıldığı yayın-

lanmıştır. 

5. Bitki Doku Kültüründe Sekonder Metabolitlerin 

Analizi  

Bitki doku kültürü yöntemlerini kullanarak sekonder 

metabolitlerin yeterli miktarda üretilebilmesinden sonra 

bu maddelerin bitkilerin hangi organlarında ne kadar 

miktarda olduğu ve hatta moleküler ağırlığı hesaplana-

bilir. Sekonder metabolitlerin miktar tayinini yapmak 

için; vakum sıvı kromatografisi, açık kolon kromatogra-

fisi, orta basınçlı sıvı kromatografisi, yüksek basınçlı 

sıvı kromatografisi (HPLC), ESI-kütle (Elektrosprey 

İyonlaştırma) spektroskopisi ve FAB-kütle (Hızlı Atom 

Bonbardımanı) spektroskopisi cihazları kullanılmakta-

dır (Atar ve Çölgeçen, 2013). 

6. Sonuç 

Günümüzde sentetik maddelerin olumsuz etkilerinin 

ortaya çıkması ve tüketici bilincinin artması bitkisel kö-

kenli doğal ürünlere olan talebi artırmıştır. Bitkisel kö-

kenli doğal ürünlerin elde edilmesinde zaman ve emek 

kaybının önlenmesi, maliyetin düşürülmesi ve doğa tah-

ribatının önlenmesi bakımından, bitki doku kültürleri 

yöntemleri ile üretim önemli bir gelişme sağlayacaktır. 

Ayrıca bitki doku kültürü yöntemleri; son zamanlarda 

ekim alanlarının azalması, iklimsel değişiklikler ve bazı 

türlerin yok olma tehlikesiyle karşı karşıya kalması gibi 

olumsuz durumlara alternatif bir çözüm sunar. Bitki 

doku kültürü yöntemleri sayesinde bitkiler çoğaltılabilir, 

transgenik bitki üretimi sağlanabilir, ilaç hammaddesi 

olarak kullanılan sekonder metabolitlerin üretimi arttırı-

labilir. Özellikle ekonomik ve tıbbi açıdan değerli se-

konder metabolitlerinı in vitro üretimi üzerine yapılan 

çalışmalar artırılmalıdır. Bu metabolitlerin, üretiminin 

artmasını sağlamak hem dünya ekonomisine hem de in-

san sağlığına oldukça fazla katkı sağlayacaktır.  

Görüldüğü gibi sekonder metabolitler üretimi konu-

sunda bitki hücre ve doku kültüründe birçok çalışma 

vardır. Kallus kültürü, süspansiyon kültürü, sürgün kül-

türü, saçak kök kültürü yöntemleri ile başarılı sonuçlar 

elde edilebilmektedir. Sekonder metabolitlerin önemi 

düşünüldüğünde, bundan sonraki çalışmalarda özellikle 

biyoreaktörlerin en uygun çalışma koşullarının oluşturu-

larak daha fazla üretimin gerçekleştirilmesi sağlanmalı-

dır. 
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