5. DERS — EMBRiIYO KULKURU, PROTOPLAST KULTURU, SEKONDER METABOLIT
URETIMI

EMBRIiYO KULTURU

Bitkilerin tohumlarindan ya da tohum taslaklarindan embriyolarin aseptik kosullarda izole
edilerek yapay besin ortamlari {izerinde kiiltiire alindig1 in vitro tekniktir.

Embriyo kiiltiirii tipleri;
1- Olgun tohum embriyolarinin kiiltiiri
2- Olgunlasmamis erken boliinme fazindaki proembriyolarin kiiltiiri
Embriyo Kiiltiiriiniin Kullanim Alanlar:
1- Biyolojik temel ¢aligsmalarda,
2- Tohumun ¢imlenememesi durumunda,
3- Islah siiresini kisaltmada,
4- Yasamayan embriyolarin kurtarilmasinda,
5- Haploid bitkilerin {liretiminde,
6- Tohum canliliklarinin test edilmesinde.
Embriyo Kiiltiiriinde Basariy1 Etkileyen Faktorler:
1- Genotip
2- Embriyonun kiiltiire alindig1 donem
3- Besin ortamlarinin bilesimi
4- Cimlenmeyi uyarici uygulamalar
5- Inkiibasyon kosullar1
6- Embriyolarin izolasyonu

PROTOPLAST KULTURU

Bir hiicrenin duvari uzaklastirildiktan sonra kalan kismina protoplast ad1 verilmektedir.

Aseptik kosullarda bir hiicreden protoplastin izole edilmesi, daha sonra canli protoplastta
yeniden hiicre duvarinin olusturulmasi, hiicrelerin mitoz boliinme ile c¢ogaltilmasit ve bitki
rejenerasyonunun saglanmasi asamalarini igeren in vitro teknik protoplast kiiltlirii olarak
tanimlanmaktadir.

Protoplast kiiltiirii, somatik melezlemelere olanak sagladigi igin bitki 1slahinda énemli bir tekniktir.
Bu teknik, genetik ve biyolojik sinirlamalar nedeniyle klasik yontemler ile gen akisinin
saglanamadig1 kombinasyonlarda melezlemeye olanak saglamaktadir. Ayrica protoplastlar, mutant
izolasyonu, hiicre zarindan madde tasinimi, hiicre organellerinin (niikleus, kloroplast,
mitokondri gibi) izolasyonu, gen aktarimu ile ilgili galismalarda da kullanilabilmektedir.

Protoplast Kiiltiiriinde Basariy1 Etkileyen Faktorler

1- Eksplant: Hizli biiyiiyen, geng, saglikli doku veya hiicreler yiiksek kalite ve canlilikta protoplast
verirler. Protoplast kaynaklari;

- Yaprak mezofil hiicreleri (6zellikle dikotiledon bitkilerde)

- Embriyogenik kallus ve hiicre siispansiyonlari (6zellikle monokotiledon bitkilerde)

- Geng bitki dokular1 (hipokotil, kotiledon gibi)



- Olgunlasmamis bitki doku ve organlar1 (embriyo, kotiledon, meyve kabugu vb)
- Meristematik hiicreleri i¢eren dokular(apikal, aksillar ve kdk ucu meristemleri)
- Ozel protoplast kaynaklar1 (polen, sepal, petal, stoma hiicreleri, yamru dokular gibi)

Yaprak mezofil hiicreleri:

- Ozellikle dikotiledonlar i¢in daha uygun protoplast kaynaklaridir.

- Klorofil igerirler ve bu nedenle somatik melezlemede renksel ayirimda avantaj saglar.

- Genellikle homojen biiyiikliikte hiicrelerdir.

- Protoplast kiiltiirlerinde geng ve tamamen agilmis yapraklarin mezofil hiicreleri en
uygundur.

- Izolasyon &ncesinde yapraklarin alt epidermisi soyularak uzaklastirilmalidir. Epidermis
tabakas1 enzimlerin etki derecesini azaltmakta ve epidermal hiicreler izolasyon sirasinda uygun
olmayan protoplast vererek kiiltiir ortamin1 kirletmektedir.

- Yaprak ana damarlari izolasyon 6ncesinde kesilerek uzaklastirilmalidir.

- Yikanma sirasinda yiiksek santrifiij hiz1 uygun degildir.

Embriyogenik kallus ve hiicre siispansiyonlari

- Monokotiledonlarda 6zellikle tahillarda en fazla kullanilan protoplast kaynaklaridir.

- Homojen ve stabil protoplast verirler.

- Hizli gelisme ve boliinme yetenegine sahiptir.

- Protoplast flizyonunda yaprak mezofil hiicreleri ile birlikte kullanilirlar ve renksel olarak
ayrim saglarlar.

- Protoplast izolasyonu i¢in en uygun materyal alma donemi hiicre ya da kallusun alt kiiltiire
alinmasindan 3-4 giin sonraki devredir.

- Uzun siireli kiiltiirlerde genetik dengesizlikler ve varyasyonlar ortaya ¢ikabilmektedir.

2- Dondr bitki ve eksplanta yapilacak 6n uygulamalar:
- Protoplast kiiltiiriiniin basarisinda donér bitkinin gelisme devresi ve sartlari, kiiltiir ortami
komponentleri, sicaklik, 151k rejimleri nemlidir.
- Dondr bitki protoplast izolasyonundan once bir siire (2-7 giin) alt kiiltiire alinmali ya da
serada yetistiriliyorsa giibreleme vb. ile gelisimi hizlandirilmalidir.
- Donor bitkinin eksplant alinmadan 6nce 24-48 saat karanlikta inkiibe edilmesi hiicre turgor
basincini diisiirmekte (depo nisastalar tiiketilmekte) ve izolasyon daha kolay olabilmektedir.
Soguk uygulamasi (4-48 saat 4-10°C) ya da soguk-+karanlik uygulamasi ile plazma zarinin
lipid kompozisyonu degistirilebilir, oksidasyona neden olan enzim konsantrasyonu
azaltilabilir.

Enzimlerin zararl etkisini azaltmak i¢in 6nce yaprak dokular1 0.5-1 saat plazmolize edilmelidir.
Plazmolizasyon, hiicrenin ¢ok yogun bir tuz ortamina konulmasinin ardindan plazma zarmin
hiicre duvarindan ayrilmasi ve hiicrenin biiziilmesidir. Plazmolizasyon izolasyon sirasinda
elektrolitlerin hiicre igine sizmasini, enzimlerin sitoplazma igine girmesini ve ozmotik soku
engelleyebilmektedir. Plazmolizasyon soliisyonu, enzim soliisyonu ile ayni ozmotik basinca
sahip olmalidir.
- Kullanilacak dokular enzimlerin etkinligini artirmak tizere kesilip par¢alanmalidir. Yapraklarin
alt epidermisi soyulmali ya da soyma kolay yapilamiyorsa bir firga ile epidermis
parcalanmalidir. Dondr bitkinin yapraklar alinmadan 6nce 12-24 saat karanlikta tutulmasi turgor
basincini diigiirecegi i¢in epidermisin soyulmasini kolaylastirir.

3- Ozmotik kosullar ve plazmolizasyon

Ozmotik basinci ayarlamak i¢in hem izolasyon ve hem de kiiltiir soliisyonuna c¢esitli sekerler
ilave edilir. Manitol, sorbitol, glikoz ve sakkaroz ya da bunlarin karisimlari bu amagla
kullanilabilir.Dengeleyici olarak KCl, CaCl2 gibi tuzlar da kullanilabilir.

Protoplast Izolasyonunda Kullanilan Enzimler



Hiicre duvart seliiloz (%20-30), hemiseliiloz (monokotiledonlarda %37-65, dikotiledonlarda
%27-30), pektinlerden (monokotiledonlarda %35, dikotiledonlarda %35) olusmustur.

Protoplast izolasyonunda kullanilan enzimler genellikle seliilaz (6rn. Cellulase Onozuka R-
10), hemiseliilaz (6rn. Hemicelluase) ve pektinaz (6rn. Macerozyme R-10) enzim grubundandir.

Enzimlerin kompozisyonu ve konbantrasyonu basariy etkiler.

Izolasyon islemi 25°C sicaklikta, karanlikta ya da diisiik 151k yogunlugunda (100-500 liiks), 3-20

saatte yapilabilir. Inkiibasyon karisimi1 30-60 devir/dakika’da bir calkalayici iizerinde birakilabilir.
Inkiibasyon isleminden sonra saflastirma isleminde en fazla kullanilan yontemler;

1- Filtrasyon (100-30 um),

2- Santrifiij (2-5 dakika, 75-100 devirli),

3- Filtrasyon + Santrifiij,

4- Daha yogun bir ¢ozelti iizerinde ylizdiirme

Protoplast Fiizyonu ve Somatik Melezleme
Iki protoplastin ¢ekirdek ve sitoplazmalarmin birbiriyle birlesmesidir. Bu birlesme sonucu olusan
bitkiye somatik hibrit ad1 verilir.

Bir protoplastin ¢ekirdek ve sitoplazmasinin diger bir protoplastin sitoplazmasi ile birlesmesi
sonucu olugan melez bitkiye somatik sibrit denir.

Flizyon kimyasal (PEG) ya da elektriksel yollarla ger¢eklestirilebilir.

Izole edilen protoplastlar negatif elektrik yiikiine sahip olduklarindan bir aray1 gelmezler. Birbirleri
ile temas edebilmeleri i¢in ortama pozitif yiikli bir iyonun verilmesi gerekir. Bu amagcla en fazla
Ca++ kullanilir. Bu iyonlar fiizyona sebep olmazlar. Flizyonun gerceklesmesi i¢in PEG (Polietilen
glikol) (%10-50) ilave edilir.Boylece protoplastlar birbirine yapisir ve aralarinda bir hiicre zari
kopriisii olusur ve flizyon gerceklesir, heterokaryonlar olusur.

Elektriksel fiizyonda hiicre membrani geriye doniisiimlii olarak parcalanir, membranin gegirgenlik
ve iletkenligi arttirilir.

Once protoplastlar elektrolitsiz bir soliisyonda  (%9-11 manitol, 0.5 mM CaCl2.H20) karistirilir
ve birbirlerine dokunmalarin1 saglayacak degisken (alternatif akim) bir elektrik akimi verilir. Her
iki yonden protoplastlar birbirine yapisarak kisa zincirler olusturur. Daha sonra soliisyona ¢ok kisa
araliklarla (milisaniye) direkt elektrik akimi verilir. Bu islem sonucu birbirine bitisik yerlerde
plazma membranlar1 parcalanir ve protoplastlar birbiri i¢ine girer.

SEKONDER METABOLIT URETIMIi

Primer Metabolitler

Bitkilerin temel fonksiyonlar i¢in ihtiya¢ duyulan karbonhidrat, protein ve yag gibi maddelerdir.
Sekonder Metabolitler

Bitkiler tarafindan tiretilen ancak temel fonksiyonlarinda ihtiya¢ duyulmayan diosgenin, kodein, morfin,
atropin gibi maddelerdir.

SEKONDER METABOLITLER: Bitkiler tarafindan farkl stres kosullarma (kuraklik, tuzluluk gibi)
uyum, ¢esitli canlilara kars1 (mikroorganizmalar, bocekler ve diger canlilar) savunma ve biyolojik
dongiilerinde gerekli bir unsur olarak tiretilmektedir.
Bu maddeler insanlar tarafindan tibbi ilag, kimya, kozmetik, zirai miicadele ve gida (tat ve koku

verici olarak) alanlarinda kullanilmaktadir.
Ornegin;

- llag sanayisinde emetin (amipli dizanteride), kinin (sitmada), kodein (&ksiiriikte);

- (ida alaninda kinin (acilastirict), vanilin (koku verici), meyan (tatlandirici);

- Kozmetikte yasemin yagi, giil yagi, lavanta yag;



- Zirai miicadelede piretrin, sinerin, nikotin (insiktisit).

Bitki Doku ve Hiicre Kiiltiirii ile Sekonder Matebolitlerin Uretimi

Dogadan toplama ya da kiiltiirii sirasinda karsilasilagilan problemler, kalite ve verimdeki farkliliklar,
arz-talep dengesinin korunabilmesi ve serbest iiretim sorunlart nedeniyle sekonder metabolitlerin ana
bitkiden dogrudan elde edilmesi yerine bu bitkinin hiicre ve dokularindan in vitro kosullarda tiretilmesi
alternatif bir yol olarak 6ne siiriilmektedir.

Alkoloidler, fenoller, flavonoidler, lignin, organik asitler, peptidler, steroidler ve tiirevleri, taninler,
terpenler ve vitaminler bitki hiicre kiiltiirleri ile iiretilebilen baz1 dogal bilesiklerdir.

A- Farkhlasmis ve organize olmus kiiltiirler ile metabolitlerin iiretimi

1- Kok kiitiirleri: Ornegin, Solanaceae familyasinda (Datura ve Nicotiana tiirlerinde), Agrobacterium
rhizogenes ile Ri-DNA transferi sonrasinda tiiylii kok yapisinin elde edilmesi ile piridin (nikotin, anatabin)
ve tropan (atropin, skopolamin, hiyosiyamin) alkoloidlerin yiiksek oranda in vitro kosullarda elde edilmesi.
2- Siirgiin kiitiirleri: Ornegin, Catharanthus roseus bitkisinin siirgiin ucu kiiltiirlerinden indol alkoloidlerin
(katharantin ve vindolin) yiiksek oranda iiretimi.

3- Somatik embriyo kiitiirleri: Ornegin, Theobroma cacao (kakao) bitkisinin embriyo kiiltiirlerinden kakao
yaginin iiretimi.

B- Farkhlasmams ve organize olmamus Kiiltiirler ile metabolitlerin iiretimi
Bu kiiltiirlerde sekonder metabolitlerin iiretimi farklilagmus kiiltiirlerdeki kadar yogun degildir. Bunun
nedenleri:
- Sekonder metabolitlerin biyosentezinden sorumlu genlerin farklilasmayan dokularda ifade
edilememesi,
- Farklilasmamus kiiltiirlerde sekonder metabolitlerin iiretimi i¢in gerekli substratin bagka biyosentez
mekanizmalarina kaymasi,
- Depo bolgeleri bulunmadigi i¢in birikimin miimkiin olmamasi,
- Sentezlenen metabolitlerin hizli yikimu.

Farklhilasmamis ve organize olmamus kiiltiirler ile metabolit iiretimi;

1- Kallus kiitiirleri : Ornegin, Hyosyamus niger kallus dokusundan hiyosiyamin metabolitinin {iretimi.
2- Hiicre siispansiyon kiiltiirleri: Ornegin, Catharanthus roseus hiicre kiiltiirlerinde bazi alkoloidlerin
(aymalisin ve serpentin) birikimi.

Siispansiyon Kiiltiirlerinde Sekonder Metabolit Uretimini Etkileyen Faktorler
1) Bitkisel kosullar
2) Besin ortaminin yapist
3) Inkiibasyon kosullari
4) Onciil maddeler (6rnegin Nicotiana tobacum’ da énciil madde olarak polifenoller igin feniladenin’in;
nikotin i¢in ornitin’in kullanimi)
5) Elisitorler (Fitoaleksin adi verilen savunma mekanizmasi kimyasallarin iiretilmesinde 6nemlidir)
6) Tutuklama (Biiylimenin baskilanmasi, metabolitlerin iiretimini artirabilmektedir)
7) Eszamanl kiiltiirler
8) Iki asamali kiiltiirler

ELiSITORLER: Ozel sekonder metabolitler olan fitoaleksinler mikroorganizmalar tarafindan infekte
edildikten sonra bitkilerde birikmektedir. Bu bilesikler anti-mikrobial aktiviteye sahiptir. Bitkinin kimyasal
bir savunmasidir.
Bir patojen ya da patojenin hiicre duvar tarafindan aciga ¢ikarilan bilesikler benzer bir etki
verebilmektedir. Bunlar elisitorler olarak tanimlanir ve fitoaleksin iiretimini baslatan prosese sahiptir.
Patojen orijinli bilesiklerden baska UV radyasyon, soguk, sicak, etilen, fungusitler, antibiyotikler,
agir metaller ve yiiksek tuz konsantrasyonlar1 da tirlin birikimini uyarabilen faktorlerdir.



Tablo. Hiicre kiiltiirlerinde elisitor uygulamasindan sonra sekonder metabolitlerin liretimi ile ilgili 6rnekler

Elisitor Bitki tiirii Sekonder metabolit
Glycine max .
Phytophthora megasperma Soybean Glycollin

Fungal homogenate

Ruta gravolens

Acridone exposides

Phytium aphanidermatum

Catharanthus roseus
Periwinkle

Strictosidine lactam
Ajmaciline
Tabersonine
|[Lochnericine
Catharanthine

Botrytis
Colletotrichum
\Verticillium
Altenaria
IArachidonic acid
Chitosan

Nigram

Papaver somniferum
Opium poppy

Sanguinarine




