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Bitki biyokimyas: ve molekiiler biyoloji ile ilgili temel ¢aligmalarda yararlanilan Snemli bir ara¢ olan bitki hiicre
kiiltiiriinde ¢esitli yontemler mevcut olup bunlar arasinda, farklilasmis kiiltiirler (tiim bitki ve organ kiiltiirleri; siirgiin,
kok ve adventif kok kiiltiirleri) veya farklilasmamais kiiltiirler (kallus-hiicre siispansiyon kiiltiirleri, protoplast kiiltiirii) yer
almaktadir. Bitki hiicre siispansiyon kiiltiirleri, tiim bir bitki organizmasinin yapisal karmasikligini goz ardi ederek, cesitli
olaylarin arastirilmasi amaciyla pratik bir ara¢ olarak siklikla kullanilmaktadir. Siispansiyon teknigi ile kiiltiire alinmis
hiicreler, in vitro hiicre popiilasyonunun homojenligi, materyalin genis 6l¢ekte mevcudiyeti, hiicre gelisiminin hizl
temposu ve kosullarin giiclii bir sekilde tekrarlanabilir olmasi sayesinde karmasik fizyolojik siireclerin hiicresel ve
molekiiler diizeyde arastirilmasina olanak saglar. Bu degerlendirmede baslangi¢ materyalleri olan eksplantlardan
baslayarak bitki hiicre siispansiyon kiiltiirlerinin nasil baslatilacagi ve siirdiiriilecegi agiklanmakta ve sebzelerde
uygulanmis hiicre siispansiyon kiiltiirii ¢alismalarindan 6rnekler sunulmaktadir.

Anahtar Kelimeler: /n vitro, doku kiiltiirii, hiicre siispansiyon kiiltiirii
Cell Suspension Cultures in Vegetables

ABSTRACT

There are various methods in plant cell culture, which is an important tool used in basic studies on plant biochemistry and
molecular biology, and these include differentiated cultures (whole plant and organ cultures; shoot, root and adventitious
root cultures) or undifferentiated cultures (callus-cell suspension cultures, protoplast culture). Plant cell suspension
cultures are frequently used as a practical tool for the investigation of various phenomena, ignoring the structural
complexity of an entire plant organism. Cells cultured with the suspension technique enable the investigation of complex
physiological processes at the cellular and molecular level, thanks to the homogeneity of the in vitro cell population, the
large-scale availability of the material, the rapid pace of cell development and the strong reproducibility of the conditions.
In this research, it is explained how to initiate and maintain plant cell suspension cultures, starting from explants, which
are the starting materials, and examples of cell suspension culture studies applied to vegetables are presented.

Keywords: In vitro, tissue culture, cell suspension culture

GIRIS

In vitro kiiltiir, aseptik sartlarda, yapay bir besin
ortaminda, biitiin bir bitki, hiicre (meristematik
hiicreler, silispansiyon veya kallus hiicreleri), doku
(cesitli bitki kistmlari=eksplant) veya organ (apikal
meristem, kok vb.) gibi bitki kisimlarindan yeni doku,
bitki veya bitkisel iiriinlerin (metabolitler gibi)
iiretilmesidir. Bu yontemde bitkilerin totipotensi yani
bir bitki hiicresinin yeni bir bitki olusturma
Ozelliginden yararlanilmaktadir [1]. Bitki doku
kiiltiiri 3 temel asamada gerceklesir ve bu agsamalar
biitiin doku kiiltiiri yontemleri i¢in gegerlidir. Bu
asamalar; (1) besi ortami hazirligi; (2) eksplantlarin
ve alet ekipmanlarin sterilizasyonu; (3) steril
eksplantlarin ~ steril ortamda besin  ortamina

aktarilmasi ve uygun g¢evre sartlarinda yetistirilmesi
olarak bilinmektedir.

Bitki hiicre kiiltiirii, bitki biyokimyasi ve
molekiiler biyoloji ile ilgili temel c¢aligmalar i¢in
onemli bir aractir. Farklilagsmus kiiltiirlerin (tiim bitki
ve organ kiiltiirleri; siirgiinler, kok ve adventif kokler)
veya farklilasmamis  kiltiirlerin ~ (6rn.  hiicre
siispansiyonlar1 ve protoplastlar), hiicre siispansiyon
kiiltiirlerinde her zaman ifade edilmeyen dokuya 6zgii
biyosentetik yollarin incelenmesi i¢in faydali bir
yontem olarak goriilmektedir [1].

Bir bitki hiicresi siispansiyon kiiltiirii, normalde
ufalanabilir kallus pargalarinin uygun bir steril sivi
ortama aseptik olarak yerlestirilmesiyle baslatilan
steril (kapali) bir sistemdir [2]. Bu yoOntemde
oncelikle ylizey sterilizasyonu yapilmis bitkilerden
kesilen doku parcgalarindan bir kallus baslatilir.
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Eksplantlar ~ ¢esitli kati1 biiyiime ortamlarina
yerlestirilir; basarili  besiyerlerinde 2-6 hafta
icerisinde eksplantlarda kallus dokusu belirecektir.
Daha sonra eksplantlardan olusan kalluslar kesilir ve
ardindan alt kiiltiir islemi uygulanir. Kallus materyali
siv1 ortamda (erlenlerde) inokiile edilebilir ve siirekli
calkalanarak hiicre siispansiyon kiiltiirleri elde edilir.
Bir bitkiden alinan eksplanttan itibaren stabil bir
hiicre siispansiyon kiiltiirliine kadar tiim siire¢ 6-9 ay
stirebilmektedir. Hiicreler en sonunda “yeni’ sistemde
stabilize olur ve bundan sonra, baslangigtan sonraki
ilk aylarda biriken {irtinler artik birikmeyebilir.
Benzer sekilde, ortam degisikliklerinin etkileri de
ancak birkag alt kiiltiirden sonra gdzlemlenebilir. Bu
nedenle, istenen bilesiklerin iiretimini incelemeden
once bir hiicre kiiltiirliniin ilk olarak stabilize
olmasina izin vermek dnemlidir [1]. Hiicre biiyiimesi
ve metabolitlerin {iretimi igin genellikle belirli bir
derecede hiicre toplanmasi gerektiginden, bitki
hiicresi silispansiyon kiiltiirlerinde yaygin olarak
agregatlar veya kiimeler olusur (Sekil 1).
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[3]’dan uyarlanmistir)
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Yiksek bitkiler, her zaman miikemmel bir ilag,
bocek ilaci, aroma, koku ve gida renklendirici
kaynagi olan bir madde kiitlesi iiretebilir [4]. Bu
maddeler geleneksel olarak dogal olarak yetistirilen
biitiin bitkilerden elde edilir; Ginsenosid, Panax
quinquefolium’dan  farmasotik  kullamim  i¢in,
genellikle 4-6 yil siiren biiyiik 6l¢ekli mahsul ekimi
yoluyla elde edilir [5]. Dogal bilesiklerin ticari
iretimini de smirlayabilen bdolgesel ve c¢evresel
kisitlamalar vardir. Aspirin gibi basit kimyasal
yapilara sahip birka¢ 6nemli dogal iiriin kemosentez
yoluyla fretilebilirken, diger karmasik yapilarin
sentezlenmesi zordur veya sentezlerinin maliyeti
ticari bulunabilirliklerinden daha fazladir [6, 7]. Bu

farmasotik  bilesiklerin  bazilar1 igin bitki hiicre
siispansiyon  kiiltiirii,  geleneksel  yetistirme
yontemleri ve kimyasal sentez yollarinin yani sira
baska bir alternatif yontem saglayabilir.

Bitki doku wve hiicre siispansiyon kiiltiirleri,
biyoteknolojik yontemlerden birisidir ve arzu edilen
dogal dirlinler i¢in umut verici bir biyoliretim
platformu saglamaktadir. Siirgiinlerin veya koklerin
doku kiiltiirleri, ana bitkilerle karsilastirildiginda
farklilasmamigs metabolit oOzellikleri sergilerken,
benzer kiiltlirler genellikle hedef bilesikleri daha az
diizeyde biriktirir [8]. Uygulanabilirlik agisindan
basit ve uygun maliyetli olan bitki doku ve hiicre
siispansiyon kiiltiirleri, biiylik 0Olgekli tiretimin
sorunlariin iistesinden gelebilmektedir ve yaygin
olarak kullanilmaktadir [9].

Bitki hiicre siispansiyon kiiltiirleri, farmasotik
kullanim igin biiylik dlgeklerde sekonder metabolit
uretebilen, sivi bir ortamda Kkiiltiirlenen Dbitki
kallusundan serbest hiicreler veya kiigiik hiicre
gruplar1 olarak yorumlanabilir [10]. Bitki hiicre
siispansiyon kiiltiiri teknikleri giiniimiize kadar pek
cok bitkiden degerli sekonder metabolitlerin elde
edilmesi ve liretilmesinde 6nemli katkilar saglamistir.
Bu teknoloji paklitaksel [11], resveratrol [12, 13],
artemisinin [ 14], ginsenosidler [15] ve ajmalisin [16]
gibi yiiksek degerli dogal iiriinlerin iiretimi i¢in tim
bitkiye alternatif ve cazip bir potansiyel sunmaktadir.
Bitki hiicresi biyosentetik olarak totipotenttir; bu
durum, bitkinin her hiicresinin, uygun kosullar altinda
ana bitkide bulunanlarla aym1 olan kimyasallart
iretme kapasitesine sahip oldugu anlamina
gelmektedir. Son 15 yilda bitki molekiiler
biyolojisinde dnemli ilerlemeler kaydedilmistir ve bu,
bitki hiicre silispansiyon kiiltiirii tekniginin bitki
kaynakl1 farmasoétikler i¢in uygun bir alternatif iiretim
platformu olarak ortaya ¢ikmasma yardimei
olmustur. Bununla birlikte bu teknikle elde edilen
iirlinlerin, dogal terapotik diizenleme ve giivenlik
standartlarini da karsiladigi bilinmektedir [9].

Geleneksel yetistirme yontemleriyle
karsilagtirildiginda  bitki  hiicre  siispansiyon
kiiltiirlerinin birtakim istiinliikleri bulunmaktadir.
Bunlar; (a) Mevsimsel ve cografi kisitlamalara ve
diger ¢esitli ¢evresel degisikliklere tabi degildir, (b)
Bitki hiicre siispansiyon kiiltiirleri, aym kalite ve
verimde dogal {irlinlerin ardisik iiretimini saglayan
istikrarli  bir {retim platformu olarak kabul
edilmektedir, (c) Katilasmis ortamda kiiltiirlenen
kallusa paralel olarak kiiltiirlenen hiicrelerin
homojenligini ve daha yiiksek bir ¢ogalma
verimliligini saglamak i¢in baskindir [17, 18], (d)
Kiiltiirlenmis hiicreler, muhtemelen dogal bitkide
normalde bulunmayan yeni lriinleri sentezlemek i¢in
6nemli bir platform sunmaktadir [19, 20].
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Bitki hiicre siispansiyon kiiltiirii tekniginin dogal
iriinler {iretmeye yonelik siiregleri Sekil 2’de

gosterilmektedir. Hiicre siispansiyon kiiltiirii teknigi,
yalnizca bitki kaynakli farmasétiklerin elde edilmesi
icin degil, ayn1 zamanda arastirmacilarin bitki hiicre
fizyolojisi ve biyokimyasini, protoplast kiiltiiriinii ve
bitki somatik hibridizasyonunu arastirmalari i¢in bir
platform olarak da kullanilmaktadir.

siispansiyon

Pek c¢ok

arastirmaci  bitki  hiicre kiiltiirii

Geng yapraklar

Bitkiler (Cynara scolymus L.)
Kallus

) G

Dogal ilaglar

Hiicre Siispansiyon Kiiltiirlerinde Kullanilan
Eksplant Kaynaklart

Hiicre slispansiyon Kkiiltlirlerinin  eldesi i¢in
hipokotil veya kotiledon gibi farklilasmis bitkisel
materyaller bir eksplant kaynagi kullanilabilecegi
gibi, farklilagma gostermeyen bir doku kitlesi olan
kallustan alman bir par¢ga da kullanilabilir.
Farklilasmig doku pargasindan hiicre siispansiyonuna
gecis, kallustan olana gore daha uzun siire aldigindan,
hiicre siispansiyon kiiltiirlerini baslatmak i¢in daha
cok kalluslar tercih edilmektedir. Dolayisiyla bu
durum teknik agidan daha avantajlidir. Ciinkd in vitro
ortama uyum saglamig, belli bir biiylime oram
sabitesine sahip kallus kiiltiirlinden alinan pargalar,
ana bitkiden alinan parcalara gore sivi ortama daha
¢abuk uyum saglamaktadir.

Hiicre siispansiyon kiiltiirleri, kallus kiiltiirlerine
nazaran morfolojik olarak daha homojendir. Bu
durum alt kultir yapildikga zamanla baslangig
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Asag akis isleme siireci
Sekil 2. Dogal ilag iiretimine yonelik bitki hiicre siispansiyon kiiltiirii isleminin sematik gosterimi (Yue vd.
[9]’den uyarlanmistir)

tekniginin, bitki dokusu veya organ Kkiiltlirleriyle
karsilastirildiginda ticari uygulama igin daha fazla
potansiyele sahip oldugu goriisiindedir [17, 18, 21].
Bu arada, hiicre hatlarinin dengesizligi, yavas
bliylime ve Olcek biiyiitme engelleri gibi hiicre
stispansiyon kiiltiirlerinde metabolitlerin daha diisiik
iiretimiyle sonu¢lanan kaginilmaz sorunlarin ise hala
mevcut oldugu bilinmektedir.

) .

Bitki hiicreleri

. ‘ \ J
Bitki hiicre
siispansiyon Kiiltiirii

Alt kiiltiir

Biyoreaktorde hiicre kiiltiirii

kiiltiirtinden farklilagma riskini ortadan
kaldirmaktadir. Son olarak, arastirma konusuna
uygun olarak istenen hiicre hatlariin olusturulmasi
ve secimi de bu kiiltiir sisteminin diger bir avantajidir.
Hiicre siispansiyon Kkiiltiirlerinin sahip oldugu bu
avantajlar, sekonder metabolitlerin bitki hiicre
kiltiirleri ile iiretiminde bu teknigi diger kiiltiir
tekniklerine gore daha iistiin duruma getirmektedir.

Bitki Hiicre Siispansiyon Kiiltiirlerinde Biiyiime
Egrisi

Hiicre siispansiyon kiiltiirii tekniginde genel
olarak hiicrelerin biliylime egrileri dort fazda
incelenmektedir (Sekil 3);

1. Lag faz1 (Adaptasyon fazi): Baslangi¢ fazidir.
Bu fazda hiicreler ortama uyum saglar; boliinme
heniiz baglamamuistir, durgunluk fazi da denir.

2. Log fazi (Logaritmik artis fazi): Hiicrelerin
bolinlip geometrik olarak ¢ogaldigi fazdir. Yani
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hiicre popiilasyonundaki hiicre sayis1 katlanarak (2-4-
8-16 vb.) artar. Hiicrelerin besi ortamini yavas yavas
tiiketmesi baslamistir.

3. Lineer faz: Kiiltiirdeki dogrusal fazdir. Bu fazda
hiicre sayis1 birim zamana kars1 sabit oranda artar.
Sonraki asamada bu artis hiz1 azalir (yavaslama fazi),
clinkii ortamdaki besin maddeleri azalmaya
baglamistir.

4. Durgunluk fazi: Kiiltiir durgunluk fazina girer.
Bu fazda popiilasyondaki hiicrelerde boliinme durur,
var olan hiicreler de yaglanmaya baglar.

Durgunluk fazi
Yavaslama fazi

Lineer faz

» Hiicre Sayisi

Log fazi

Lag fazi

- . e

. —3 Zaman
Sekil 3. Bitki hiicre siispansiyon kiiltlirlerinde
bliylime egrisi fazlarinin sematik gosterimi

Bahsedilen biitiin bu fazlar bir kiiltiiriin biliylime
egrisini ortaya ¢ikarir. Boylece zamana karsi hiicre
sayis1 saptanarak biiyiime egrisi belirlenmis olur. En
son fazda kapali ortamdaki besi ortaminda bulunan
besin elementleri tilkenmeye baglar ve ayni zamanda
ortamdaki oksijen seviyesi yetersiz hale gelir. Bu
durumda alt kiiltiire ihtiyag ortaya ¢ikar. Eger, kiiltiir
bu noktada geriye (baslangic hiicre seviyesine)
seyreltilirse yani alt kiiltiir islemi yapilirsa, bunu
izleyen benzer inkiibasyon déneminde, ayni sekilde
biiyiir ve ayn1 miktarda hiicre materyalini meydana
getirir. Kiiltlirlerin bu o6zelligi in vitro sartlarda
bitkisel {irlinleri kararli bir sekilde tiretmek i¢in biiyiik
bir avantaj olarak algilanmaktadir. Kokeni 1800°’li
yillara dayanan bu kiiltlirlerin esasini, ¢cok daha eski
yillardan beri ¢alisilan ve enzimler, antibiyotik,
etanol gibi {irlinlerin iiretimiyle endiistriyel seviyede
kullanim yerini rutine oturtmus mikrobiyolojik
siireclere benzetebiliriz. Aradaki tek fark, bitki hiicre
siispansiyon  kiiltiirlerinde ~ biyolojik  siirecte
mikroorganizmalar yerine bitki hiicrelerinin yer
almasidir. Bu hiicreler {irettikleri maddelerin bir
kismin1 ortama salgilarken bir kismini hiicre bazinda
depolayabilirler. Bu yoniiyle kiiltirde yer alan
iiretken durumdaki bu hiicreler kiigiik birer fabrikaya
benzetilebilir.

Sebzelerde Yapilan Hiicre Siispansiyon Kiiltiirii
Calismalart

Sebzelerde hiicre siispansiyon kdiltiirii
uygulamalar1 genellikle igerdikleri degerli biyoaktif
bilesenleri liretmeye ya da arttirmaya yonelik olarak
yuriitilmektedir.

Ornegin;

*Havugta karotenoidler,
bilesiklerin arttirilmasi;

*Sarimsagin  hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde
hiicre  biyokiitlesinin  biiyiimesi ve biyoaktif
organosiilfiir bilesiklerinin iiretiminin analiz edilmesi
ve arttirilmasina uygun ¢aligmalar yapilmasi;

*Marulda  hiicre  siispansiyon  kiiltiiriiniin
optimizasyonu ile igerdigi sekonder metabolitler,
potansiyel antioksidan, antienflamatuar, antidepresan
aktivitelerinin ortaya koyularak degerlendirilmesi;

*Enginarda nutrasétik agidan Gnemli olan
biyomolekiillerin {iretimi i¢in alternatif bir in vitro
sistem gelistirilmesi amaciyla hiicre siispansiyon
kiiltiirlerinden yararlanilmast ve toplam polifenol,
antosiyanin igerigi ile antioksidan potansiyelinin de
analiz edilmesi;

*Enginarda yapilan bir diger caligmada ise
beslenme stresi altinda, ¢evresel stres ile bitki dokusu
tepkisi arasinda fenolik ve prolin metabolizmasindaki
degisiklikleri iceren metabolik yollarin arastirilmasi;

*Domateste likopen ekstraksiyonunun
optimizasyonu amaciyla  hiicre  siispansiyon
kiiltiirlerinden yararlanilmast;

*Tathi patateste fenolik bilesenlerin ve antosiyanin
kompozisyonunun arastirilmasi amaciyla hiicre
siispansiyon  kiiltiirlerinden  yararlanilmas1  gibi
giinlimiize kadar yapilagelmis ve yapilmaya devam
etmekte olan bir¢ok ¢alisma mevcuttur [22, 23, 24,
25, 26, 27, 28].

Giincel calismalar dahilinde hiicre siispansiyon
kiiltiirii  tekniginden yararlanilarak tutuklayicilar,
elisitorler ya da iki asamali kiiltiirlerin kullanimi gibi
birtakim deneysel yaklagimlar iizerinde
durulmaktadr.

tokoferoller, fenolik

SONUC

Bitki hiicre siispansiyon kiiltiirii teknigi, bitki
bilimi arastirmalar1 ve farmasotik kullanima yonelik
sekonder metabolitlerin in vitro liretimi i¢in giivenilir
bir model sistemdir. Bu teknolojinin en biilyiik

avantaji kontrollii kosullar altinda
gerceklestirilebilmesi ve metabolitlerin  birikimini
arttirmak igin cesitli elisitorlerden

yararlanilabilmesidir. Cesitli cografi, mevsimsel ve
cevre kosullarindan bagimsiz olup, aym kalite ve
verimde iriinlerin siirekli birikimini saglayan
istikrarli bir {iretim sistemine katkida bulunur. Bu
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biyoteknoloji  sayesinde antikanser, antitiimor,
antioksidatif ve antidiyabetik vb. gibi c¢esitli
aktivitelere sahip ¢ok sayida dogal tibbi iiriin elde
edilmistir. Kuskusuz, bitkilerin ~ metabolik
mithendisligi ve mikroorganizmalarda heterolog
iretim, biiyilkk Olgiide biyosentetik yolaklarin,
sentetik ~ biyoloji ~ araglarmim  ve  genom
mithendisligindeki ilerlemelerin  aydinlatilmasina
bagh olan ¢ok umut verici yaklagimlardir. Ozellikle
mikrobiyal hiicre fabrikalarimin ingasinin, biyoaktif
bitki sekonder metabolitlerinin uygun maliyetli
iiretimini miimkiin kilmasi beklenebilir. Pek c¢ok
arastirma, dogru  secilmis  biiylime  ortami
bilesimlerinin ve elisitorlerin stres faktorleri olarak
etkisinin, slispansiyon kiiltiirlerinin olusturulmasinda
onemli unsurlar oldugunu gostermistir. Bu
parametreler birlikte hiicresel biyokiitle biiyiimesini
saglayabilir ve sekonder metabolit {iretimlerini
arttirabilir. Bu nedenle, biyoteknolojik calismalarda
en uygun sistem olarak hiicre siispansiyon
kiiltiirlerinin aragtirilmasinin daha fazla potansiyele
sahip oldugu diisiiniilmektedir.
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