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Oz

Doku kiiltiirii teknikleri, 1900°1i yillarin basinda uygulanmaya basglanmis ve bu oldukga {imit verici bulunmustur. Bitkiden
alinan tek bir par¢adan yeni bitkilerin ¢ok kisa siirede, arzu edilen sayida, dis sartlara bagimli olmaksizin tiretilebilecegi fikri
bilim adamlarini heyecanlandirmigtir. Ancak yapilan ¢aligmalarda her bitki tiirii i¢in sistemin optimizasyona gerek duymasi,
baz1 genotiplerin doku kiiltiiriinde iyi cevap verirken bazilarinin gelisimlerinin oldukga kisir kalmasi, yiiksek yapili bitkilerde
ise basarinin saglanamamasi bilim adamlarini doku kiiltiiriinii farkli amaglarla kullanma yoluna sevk etmistir. Bu yollardan biri
ve belki de en 6nemlisi degerli fitokimyasallarin doku kiiltiiriinde tiretimidir. Doku kiiltiiriinde gelisen bitkiler ¢evresel sartlarla
siirlandirilmaz ve uygun bir kiiltiir ortami saglanmasiyla istenilen bilesiklerin biyosentezi yapilabilir ve bu bilesiklerin miktari
arttirilabilir. Sekonder metabolitlerin doku kiiltiiri ortaminda iiretilmesiyle arz talep dengesine dayanan, cevresel etkilerden
bagimsiz iiretim saglanabilir. Sabit kararlilikta, belli bir standard1 olan maddeler iiretilebilir. Doga tahribat1 en aza indirilip,
daha az arazi kullaniminin ger¢eklesmesi saglanabilir. Yeni sekonder metabolitlerin eldesi miimkiin olabilir. Nesli tiikenme
tehlikesi altindaki tiirler korunabilir. Bilesenlerin biyosentez yollarinin aydinlatilmasinda, degistirilmesinde, sekonder
metabolitlerin tiretimi ve ¢esitli etkenlerle miktar arttirilmasinda, iyi {iriin veren tiirlerin seleksiyonunda bitki doku kiiltiirleri
umut vaat etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Bitki doku kiiltiirii, Fitokimyasal, T1bbi bitki, Uretim.

Abstract

Tissue culture techniques which started in the early 1900s were found to be very promising. Scientists were excited about the
idea that new plants could be produced from a single piece taken from the plant in a very short time, in the desired number,
regardless of external conditions. However, the system needs optimization for each plant species and some genotypes respond
well in tissue culture, while the development of siome other can be quite slow. Also, the failure to achieve success in higher
plants has prompted scientists to use tissue culture for different purposes. One of these ways, and perhaps the most important,
is the production of valuable phytochemicals in tissue culture. Plants growing in tissue culture are not limited by environmental
conditions, the desired compounds can be biosynthesized, the amount of these compounds can be increased by providing a
suitable culture environment. Production based on supply-demand balance and independent of environmental effects can be
achieved by tissue culture environment. Substances with constant stability and a certain standard can be produced. Natural
destruction can be minimized and less land use can be achieved. It may be possible to obtain new secondary products. The
production amount of herbal chemicals whose biosynthesis mechanism and intermediate products are known can be increased.
Endangered species can be protected. Plant tissue cultures are promising in the elucidation of the biosynthesis pathways of the
components, the production of secondary metabolites and increasing the amount of them by various factors.

Keywords: Plant tissue culture, Secondary metabolite, Medicinal plant, Production.

I. GIRIS

Modern kimya ve biyolojinin 200 yilinda primer metabolitlerin boliinme, biiyiime, {iretim, depolama, solunum
gibi hayati fonksiyonlardaki rolleri aydinlatilmaya ¢alistlmistir [1]. Biyoloji bilimine sekonder metabolit konsepti
Kossel tarafindan kazandirilmstir [2]. Kossel bu metabolitleri primer metabolitlerin karsitlar1 olarak betimlemistir.
30 y1l sonra bu konuda 6nemli bir adim Czapek tarafindan atilmistir. Czapek biitiin ¢aligmalarini bitki biyokimyasi
ve Ozellikle son iiriin anlamima gelen “endprodukt” adimi verdigi kimyasallarla yiirtitmistiir. [1]. Czapek ‘e gore
bu iiriinler, deaminasyon gibi sekonder modifikasyonlarin yapilabildigi nitrojen metabolizmasinin tiriinleriydi [3].
Ana molekiillere oranla sekonder iiriinler siklikla toplam karbonun %1’inden az olmak iizere bitkide oldukg¢a diisiik
oranda bulunmalar1 ve belli doku ve organlarda iiretilmeleriyle karakterize edilirler. 20. yiizyilin ortalarinda
kromatografi gibi analitik tekniklerin yayginlagmasi ile siirekli yeni kimyasallar tanimlanmis, bu durum bitki
biyokimyas1 disiplininin temellerinin atilmasini saglamigtir [1].
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Bitki Doku Kiiltirleri

Insanlar caglardan beri bitkileri c¢esitli amagclarla
kullanmaktadir. Karbonhidrat, protein, yag gibi primer

metabolit ihtiyaglar1 bitkilerden karsilanmaktadir.
Insanlar i¢in biiyilk ©Onemi olan bu primer
metabolitlerin yaninda, bitkide transport, enerji,

bliyime ve farklilasma olaylarinda dogrudan roli
olmayan, ancak bulundugu bitkinin sosyal iletigimini
saglayan birtakim maddeler bulunur. Bu maddelere
sekonder metabolit denir. Sekonder metabolitler
bitkinin bulundugu g¢evreye uyum saglamasini,
¢evresinin farkinda olmasini saglayan kimyasallardir.
Bitkilerde sekonder metabolitlerin, kuraklik, tuzluluk,
UV gibi cevresel stres faktorlerine karst koyma,
herbivorlara, mikroorganizmalara kars1 bitkiyi koruma,
polinasyon ve tohum dagilimi gibi 6nemli ekolojik
islevleri vardir [4].

Biyokimyasal tekniklerdeki ve molekiiler biyolojideki
gelismeler sayesinde, agik sekilde gosterilmistir ki,
sekonder metabolitlerin bitkilerin bulunduklari ¢evreye
adaptasyonunda hayati rolleri vardir. Bitkinin
bulundugu ekosistemiyle etkilesimi bu bilesiklerce
saglamir.  Sekonder metabolitler, antibakteriyel,
antiviral antifungal etkileri gosterilmis bilesiklerdir ve
bu onlarin bulunduklar1 bitkiyi de patojenlere karsi
korudugunun kanitidir. Bazen bu kimyasallar
cimlenmeyi engelleyici, toksik etki gostererek diger
bitkilerin gelisimleri {izerine allelopatik etkiler de
gosterebilirler [1]. Ayni zamanda, bu kimyasallarin UV
absorbsiyonu yapan ¢esitleri vardir ki; yapraklar1 1518
zararl etkilerine kars1 korurlar [5].

Bitki sekonder metabolit genellikle biyosentetik iiretim
yollarina goére siniflandirilirlar [6]. Bu yolaklara gore
sekonder metabolitler; fenolik bilesikler, terpenler ve
alkaloidler olmak tizere ¢ ana aile iginde
smiflandirilirlar  (Sekil 1). En genis grup fenolik
bilesiklerdir. Alkaloidler bitkiler aleminde fenoliklere
gore daha seyrek bulunurlar. Bitkilerde miktar ve
kompozisyon agisindan farkliik  gdsteren bu
kimyasallar, kimyasal taksonomi, kimyasal ekoloji
disiplinlerinin dogmasini saglamigtir [1].

Sekonder Metabolitler
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Sekil 1. Bitki sekonder metabolitlerinin
smiflandirilmasi

Bitki sekonder metabolitlerinin insanlar i¢in dnemi,
bitkiler icin O6neminden az degildir. Bu bilesikler
insanlar tarafindan cesitli amaglar igin
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kullanilmaktadir. Gida, kozmetik, ziraat, tip alanlarinda
bu metabolitlerin ¢ok Onemli yararlar1 vardir. Bu
alanlardan belki de en 6nemlisi, insan saglig1 agisindan
cok onemli olmast nedeniyle, tipta sekonder metabolit
kullanimudir [4].

flag etken maddelerinin elde edildigi bitkilere tibbi
bitkiler denir. Tibbi bitkilerin bircogunda farmasétik
olarak oldukca aktif sekonder bilesikler mevcuttur.
Betula lenta L. bitkisi kan seyreltici ve kalp krizine
karsi koruma saglamasi sebebiyle tavsiye edilen
aspirinin  kaynagidir, Hypericum perforatum L.
hiperisin, pseudohiperisin, perforin, adiperforin aktif
bilesiklerinin kaynagi olan ve antidepresan etki
gosteren bir tibbi bitkidir [1]. Bu bilesiklerin kimyasi
bilinmeden, varliklar1 ortaya konmadan 6nce insanlar
cesitli hastaliklar1 tedavi etmede bitkileri kullanmaya
baglamistir. Bu tercih fitoterapi uygulamalarina temel
olusturmustur [4].

Giinimiizde sentetik firiinler insanoglunu kusatmis
durumdadir. Sentetik maddelerin yan etkilerinin
bulunmasi, bozunma pargalanma siirelerinin uzun
olmasi, bozunma iriinlerinin zehirli olmasi gibi
nedenlerle dogal bitkisel iiriinlere talep artmaktadir [4].
Bu yiizden gelismis iilkelerde tibbi bitkilerin tiiketimi
yayginlagsmaktadir.

Tibbi bitki tiiketiminin yayginlasmasi baska bir
problemi beraberinde getirmektedir. Tibbi bitkileri
yetistikleri dogal ortamdan toplamak, bulunduklari
habitata zarar vermekte ve genetik ¢esitliligi olumsuz
etkilemektedir. Bu bitkilerin  kiiltire alinmasi
gerekmektedir. Biyiik ticari sirketler tarim arazilerinin
yetersiz olusu, is giiciiniin pahali olmas1 gibi tamamen
ekonomik sebeplerle tibbi bitkileri izinsiz, kagak ve
kanunsuz olarak dogadan toplama yoluna gitmektedir.
Ciftciler ise iiriin verimini bilmedigi, iiriiniinii satma
garantisi olmadifi, yetistirme kosullar1 konusunda
yetersiz oldugu tibbi bitkileri tercih etmektense,
kolayca iretip pazarlayabilecegi kiiltiir bitkilerini
tercih etmektedir [4]. Bu problem bitki doku kiiltiiriinde
bu bitkilerin devamli ve yiiksek kaliteli kiltiirlerinin
mikro gogaltimi ile ¢6ziilebilir [7]. Bu noktada bitki
doku kiltiirii ¢aligmalari, tibbi bitkilerin soylarinin
tikenmesinin Onlenmesinde ve habitat tahribatinin
azaltilmasinda biiyiik 6nem arz etmektedir.

BiTKi DOKU KULTURLERINDE
SEKONDER METABOLIT
MIiKTARINI ARTTIRMAYA
YONELIiK UYGULAMALAR

Bitkilerin sahip oldugu biyoiiretim kapasiteleri
yardimiyla, bitki hiicre ve dokularmin, mikrobiyal
hiicrelerdeki fermentasyon islemine benzer sekilde
kullanilabilecegi diistintilmiistiir. Bitkilerin sekonder
metabolit liretiminin gelistirilmesi i¢in en Onemli
gereklilik,  {iretilecek  sekonder  metabolitlerin
biyosentez yolaklarmi anlamaktir. Metabolik yolaklar
hakkinda gereken bilgi hala olduk¢a simirhidir.
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Metabolik yolaklar hakkindaki bu sinirlt bilgi ticari
iretimin Oniindeki ilk bariyeri olusturmaktadir.
Mikrobiyal hiicrelere gore ¢ok biiyiik olma,
kiimelenme davranist gosterme, diisiik biiyiime oranina
sahip olma, karigtirma stresine duyarli olma gibi bitki
hiicrelerine ait karakteristik 6zellikler, kitlesel iiretimin
yolunu tikayan bir diger bariyerdir [8].

Biyologlarin ve kimya miihendislerinin katkilariyla,
bitki organ ve hiicre kiiltiirleri bitkisel tiriinlerin genis
Olcekte iretilmelerine imkan saglamistir.
Biyoreaktorler iizerine yapilan ¢aligmalar, siirekli bir

sekilde belli kalitede iirin elde edilmesinin Oniinii
acmugtir. Molekiiler biyoloji alanindaki ¢alismalar
sayesinde, hasat edilen iiriin orami arttirtlmus, farkli
iriinlerin ortaya ¢ikmasi saglanmig, riin  verimi
arttirtlmistir. Dahasi, yan etkisiz, giivenli ilaglara olan
talep, giivenli oldugu test edilmis dogal bilesenlerin
kullanimini arttirmistir. Biitiin bu faktorler, bitkilerden
farmasoétiklerin ve besin katki maddelerinin eldesinin,
hem kalite hem miktar anlaminda iyilestirilmesi i¢in
yeni biyoteknolojik metotlarin kullanimi iizerinde
yogunlagilmasini saglamigtir [9]. Tablo 1.’de bazi

Tablo 1. Bazi 6nemi bitkisel kaynakli farmasétikler [9]

onemli fitofarmasotikler gosterilmistir.

Uriin Kullanim Bitki tiirii Maliyet (US$)
Ajmalicine Antihipertansif Catharanthus roseus 37
Artemisinin Antimalaryal Artemisia annua 400
Ajmaline - Rauwolfia serpentina 75
Acinitine - Aconitum spp. n/a*
Berberine Bagirsak rahatsizhigi Coptis japonica 3250
Camptothecin Antitimor Camptotheca acuminata 432
Capsaicin Kontrairritan Capsicum frutescens 750
Castanospermine Glikozid inhibitori Castanospermum australe n/a*
Codeine Yatistirict Papaver somniferum 17
Colchicine Antitimor Colchium autumnale 35
Digoxin Kalp uyarict Digitalis lanata 3000
Diosgenin Steroidal 6nci Dioscorea deltoidea 1000
Ellipticine Antitimor Orchrosia elliptica 240
Emetine - Cephaclis ipecaccuanha 1500
Forskolin Bronsiyal astim Coleus forskolii nla*
Ginsenosides Saglik tonik Panax ginseng nla*
Morphine Yatistirict Papaver somniferum 340
Podophyllotoxin Antitimor Podophyllum petalum nla*
Quinine Antimalaryal Cinchona ledgeriana 500

Sanguinaria canadensis 4,8
Sanguinarine Antiplak

Papaver somniferum
Shikonin Antibakteriyel Lithospermum erythrorhizon 4500
Taxol Antikanser Taxus brevifolia 600
Vincristine Antilosemik C. roseus 2,000,000
Vinblastine Antilosemik C. roseus 1,000,000

*n/a: Mevcut degil
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Bitki Doku Kiiltirleri

2.1.Uretici Giicii Yiiksek Hatlarin Taranmasi ve
Secilmesi

Bu asama, kitlesel iiretim yapilabilmesi i¢in, istenen
kimyasali yiiksek miktarda iireten bitkilerin se¢imi ile
baslar. Yiiksek oranda istenen bilesigi iireten cesitli
hiicre klonlar1 belirlenir. Bu sayede verimli hiicre
topluluklar1 elde edilebilir [9].

Bitki hiicre popiilasyonlarinda biyokimyasal aktivite
bakimindan var olan heterojenlik yiiksek verimli
hiicreler elde etmeyi saglayabilir [10]. Klonal
seleksiyon ile antosiyanin miktarimin arttirilisi Daucus
carota L.‘da gosterilmistir [11]. HPLC ve RIA
yontemleri yliksek kapasiteli hiicre irklarinin se¢iminde
kullanilabilir [12, 13]. Nothapodytes nimmoniana
bitkisinde yaprak, govde ve kok sirasiyla 0.081, 0.23 ve
0.33-0.77 % kuru agirhik kampotekin igermektedir
[14]. Bu nedenle uygun tiiriin ve tir i¢cinde uygun
organin se¢imi sekonder metabolit {iretiminde oldukca
onemlidir.

Mutasyon stratejisi de yiiksek verimli hiicre hatlarinin
seciminde kullanilmigtir. Bu yontemde, hiicrelerin
bliylik bir ¢ogunlugu sitotoksik bir maddeye ya da
gevresel bir stres etmenine maruz birakilir. Sadece bu
etkene dayanikli olanlar yasanmuni siirdiiriir [9].
Fanilalaninin bir analogu olan p-florofenilalanin (PFP)
fenolik bilesik bakimindan yiiksek verimli hiicre
hatlarinin ~ taranmasinda siklikla  kullanilir  [15].
Capsicum annuum L. bitkisinde PFP yardimiyla
kapsaisin maddesinin miktar1 arttirilmistir [16].

2.2. Ortamin Kimyasal Bilesiminin Diizenlenmesi
Birgok sekonder metabolit yolagi besin miktari, stres
faktorleri, 151k, biiyiime diizenleyiciler gibi dis faktorler
ile degistirilebilir. Bu yiizden kiiltiirin kimyasal
bilesiminin degistirilmesi {iriin miktarinda artigla
sonuglanabilir.

2.2.1. Karbon Kaynag:

Bitki hiicre kiiltiirlerinde basit sekerlerin karbon
kaynag1 ve ozmotik diizenleyici olarak gorevleri vardir.
Eschscholzia  californica (Acem  Lalesi)’nin
siispansiyon kiiltiirlerinde, sukroz konsantrasyonunun
%38 oraninda arttirilmasi ile benzofenantridin verimi 10
kat artmustir [17]. Sukrozun farkli konsantrasyonlarda
kullanimi ile yaratilan ozmotik stresin, Vitis vinifera
(Uziim)’nin ~ siispansiyon  kiiltiiriinde  antosiyanin
iretimini etkiledigi belirtilmistir [18]. Sukroz, glikoz
ve fruktozun Artemisia annua bitkisinin tlyli kok
fenotipi olusturulmus kiiltiirlerinde artemisin {iretimi
iizerine etkisi aragtirtlmis ve glikozun diger iki sekere
gbre artemisin Uretimini daha c¢ok uyardigi tespit
edilmigtir [19].

2.2.2. Nitrat Kaynagi

Nitrojen  konsantrasyonu,  hiicre  siispansiyon
kiiltiirinde protein yapili maddelerin ve aminoasitlerin
miktarin1  etkiler. MS, BS5 gibi bitki biiyiime

ortamlarinda hem amonyum hem de nitrat nitrojen
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kaynag1 olarak kullanilir. Bunlarin birbirine oranlari
sekonder metabolit miktarim1 etkileyebilir [9].
Tanacetum cinerariifolium L. (Krizantem) bitkisinin
kallus kiiltiiriinde nitrat stresi uygulamasinin, piretrin
miktarini iki haftada iki kat arttirdig1 tespit edilmistir.
[20].

2.2.3. Fosfat Kaynagi

Fosfat konsantrasyonu kiiltlir ortaminda sekonder
metabolit iretimini etkileyen bir diger unsurdur.
Fosfatin hiicre biiyiimesini uyardigi ve bu nedenle
sekonder metabolit {iretiminde olumsuz etkisinin
oldugu belirtilmistir [9]. Azaltilmig fosfat oraninin
Catharanthus roseus (Karanfil) bitkisinde aymalisin,
Peganum harmala (Uzerlik) bitkisinde harman
alkaloitlerinin iiretimini uyardig1r gosterilmistir [21].
Ote yandan, fosfat miktar1 MS ortaninda iki katina
cikarildiginda Gymnema sylvestre hiicre kiiltiiriinde
gimnemik asit miktarinda Onemli bir artig elde
edilmistir [22].

2.2.4. Biiyiime Diizenleyiciler

Bitki biiyiime diizenleyicilerin tiirleri, birbirlerine olan
oranlar1 hem biiyiimeyi hem de bitki hiicrelerinin
iretkenligini 6nemli oranda etkiler [23]. 2,4-D’nin
sekonder metabolit tiretimini olumsuz etkiledigi pek
cok caligma ile gosterilmistir. 2,4-D’nin ortamdan
alinmas1 ya da NAA ve [AA gibi farkli bir oksin
tireviyle degistirilmesi sonucu, Daucus carota’nin
siispansiyon kiiltiiriinde antosiyanin miktari, Morinda
citrifolia bitkisinde atrakinonlarin miktari arttirilmistir
[24, 25]. Bununla birlikte Daucus carota’da karotenoid
biyosentezinin 2,4-D ile uyarildigi da gosterilmistir
[26]. Sitokininlerin ise sekonder metabolit iiretimine
etkileri, kullanilan sitokinin ¢esidine ve ¢alisilan
bitkiye gore degismektedir. Xanthisma gracile L.
bitkisinde kinetin antosiyanin iiretimini uyarirken,
Populus kiiltiirlinde antosiyanin iiretimini baskilamigtir
[26, 27]. 2-izopentiladenin(2-iP) ise A. annua
bitkisinde artemisin tiretimini uyarmstir [28].

2.2.5. Onciil llavesi
Bitki hiicrelerinde {iiretilen herhangi bir kimyasalin
yolagi net olarak biliniyorsa, bu yolakta yer alan bir ara

driintin ~ kiltlir  ortamina  verilmesi  enzimsel
reaksiyonlar1 uyarabilir ve bdylece istenilen bilesigin
iretimi  saglanabilir.  Vanilla planifolia kallus

kiiltirinde 1 mM ferulik asitin dnciil madde olarak
kiiltiirde kullanim ile vanilin konsantrasyonu 1,7 kat
artmugtir [29]. Nicotiana tabacum bitkisinde fenilalanin
onciil madde olarak kullanilmig ve polifenol miktari
arttirilmustir [30].

2.3. Ortamun Fiziksel Cevresinin Diizenlenmesi
Isik, sicaklik, pH, oksijen seviyesi gibi cevresel
kosullar kiiltiir ortaminda gergeklesen reaksiyonlari
degistirebilir ve bu yolla sekonder iiretimini
etkileyebilirler.
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2.3.1. Sicaklik

Doku kiiltiirlerinde ortam sicaklig1 genellikle 18- 26°C
arasinda secilir, ancak her bitkinin optimum gelisim
gosterdigi bir sicaklik degeri bulunabilir. Tiitiin hiicre
kiiltiirlerinde ubikinon veriminin 32°C ‘de optimum
oldugu belirtilmistir [31. Kiiltiir sicakligini diistirmenin
yag asitlerinin oraninda bir artisa sebep oldugu
bildirilmistir [32]. Ginseng’in tiiyli kdok fenotipi
olusturulmus  kiiltiirlerinde  farkli  sicakliklarin
biyokiitle {izerine etkisi arastirllmis ve 20-13°C
sicaklikta en yiiksek biyokiitleye ulagilmigtir [33].

2.3.2. Isik

Isigin kalitesi, siddeti ve periyodu doku kiiltiiriinde
kimyasal madde sentezini etkilemektedir. Marticaria
chamomilla’nin kallus kiiltiiriinde 15181n seskuiterpen
iretimini etkiledigi rapor edilmistir [34]. UV ve
kizilotesi 1sinlar da bir tiir 151k kaynagi olarak
kullanilabilirler ve yine sekonder metabolit {iretimini
etkilerler. UV 1s1gmin  Vitis  vinifera’nin  kallus
kiiltiirinde resveratrol bilesiginin iiretimini uyardig1
rapor edilmistir [35]. Melastoma malabathricum
bitkisinde 15181in antosiyanin iretimi {izerine etkisi
aragtirtlmisgtir.  300-600 Ix 151k yogunlugunda
antosiyanin birikiminde artis olmustur, 10 gilinliik
stirekli karanlik sonucu ise pigment miktart en az
bulunmustur [36].

2.3.3.Ph

Bitki biiyiime ortamlarinin ph’s1 genellikle 5-6 arasinda
secilir.  Cogunlukla 5,8 pH kullanilir. Kiiltiiriin
gelisimiyle birlikte hidrojen konsantrasyonu degisir.
Ipomea hiicre kiiltiiriinde triptofanin indol metabolitine
doniisiimii ph 6,3’te iki katina ¢ikmustir [37]. Withania
somnifera tliylii kok fenotipi olusturulan kiiltiirlerinde
pH 6 iken vitanol iiretimi optimum olmustur [38].

2.3.4. Havalandirma ve Calkalama

Uretim  biyoreaktorler vasitasiyla genis Olcekte
yapiliyorsa havalandirma ve c¢alkalamanin kiiltiir
ortami i¢in Onemi biyiiktiir. Yiiksek havalandirma
oraninin alkaloid {iretimini disiirdigi bildirilmistir
[39]. Kiltir  atmosferindeki  karbondioksitin
monoterpen iiretimini uyardigi rapor edilmistir [40].
Bazi1 durumlarda yiiksek oksijen oraninin hiicreler igin
toksik olabilecegi ve metabolizmay1 diisiirebilecegi
belirtilmistir [41].

2.4. Kiiltiir Cesitleri

Bitki doku kiiltiirti; aseptik sartlarda, yapay bir besin
ortaminda biitiin bir bitki, hiicre, doku veya organ gibi
bitki kisimlarindan yeni doku bitki veya bitkisel
urlinlerin {iretilmesidir. Bu amacla kullanilan bitki
parcasina eksplant denir. Eksplant, kok, gdvde, yaprak,
yaprak sapi, nod, internod olabilecegi gibi polen, sepal,
petal, ovaryum, anter gibi 6zel bitki kisimlar1 da
olabilir. Teorik olarak bitkide arzu edilen kimyasali en
¢ok bulunduran organdan eksplant almip doku
kiiltiiriine baslanmasi, sekonder metabolit miktarinin
arttirtlmasinda basarili sonuglar verebilir. Farklilagsmis
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kiltarleridir.
ve hiicre

kiltiler kok, siirgiin,
Farklilasmamis  kiiltiirler
siispansiyon kiiltiirleridir [4].

embriyo
ise kallus

2.4.1. Kok Kiiltiirleri

Istenilen bilesik en ¢ok kok organinda iiretiliyorsa,
kokten alinan eksplant ile kiiltlir baglatilabilir. Kok
kiiltiirlerinin Rhizobium rhizogenes tiirii toprak grubu
bakterileriyle inokiile edilmesi sonucu tiyli kok
fenotipi ortaya c¢ikmaktadir (Sekil 2). Transforme
olmus kokler biyoreaktore alinip bilyiik 6lgekte iiretim
yapilabilmektedir. Tiiylii kok fenotipi genetik olarak
kararlidir, hizli biliylime gosterir, bazi durumlarda
disaridan oksin ilavesi olmaksizin kiiltiir devamlilig
saglanabilir, cogu zaman inkiibasyon ortaminda 1518a
ihtiyag duymazlar [9]. Bu avantajlar nedeniyle
sekonder metabolit {iretiminde transforme kok
kiiltiirleri siklikla kullanilmistir. Solanaceae familyast
iiyelerinde 6zellikle Nicotiana ve Datura’da tiiylii kok
fenotipi ile piridin (nikotin, anatabin) ve tropan
(atropin, hiyosiyamin, scolopamin) alkaloidlerinin
yiikksek oranda {iretimi saglanmigtir [42]. Morinda
citrifolia bitkisinin yan kok kiiltiiriinde antrakinon
iretimi dogadaki Orneklerine gore birkag kat fazla
bulunmustur [43]. Withania somnifera bitkisinin
yaprak  eksplantindan  tiiyli  kok  fenotipleri
olusturulmus ve vitanol miktarma hem bu kiiltiir
cesidinin hem de metil jasmonat ve salisilik asit
elisitorlerinin etkisi ¢aligilmigtir [44].

Sekil 2. Cichorium intybus tiiylii kok fenotipi

2.4.2. Stirgiin Kiiltiirleri

Doku kiiltiiriinde bitkinin gévdesinden alinan eksplant
ile de baslanabilir. Siirgiinler koklerde oldugu gibi
Rhizobium rhizogenes ile transforme edilebilirler.
Mentha piperita bitkisinin Rhizobium rhizogenes ile
gen aktarimi yapilmis kiiltiirlerinde monoterpen
iretimi arastirilmistir. Kiiltiirden gelisen siirgiinlerde
yaprak iizerinde yag bezleri tespit edilmistir [45].
Bacopa monnieri bitkisinin govde kiiltiirlerinden
rejenere edilen bitkilerin, dogada yetisen Orneklere
gore 3 kat daha fazla bakosit A igerdigi gosterilmistir
[46]. Nothapodytes nimmoniana bitkisinin govde
kiiltiirinden rejenere edilen bitkilerde kampotekin
miktar1 tarlada yetisen Orneklerden daha fazla
bulunmustur [47].
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2.4.3. Embriyo Kiiltiirleri

Embriyoda gelisen ve burada depolanan bir metabolitin
iiretimi i¢in embriyo kiiltlirleri kullanilabilir. Somatik
embriyogenez ile iiretilen embriyolardan sekonder
metabolit iiretimi yapilabilir. Somatik embriyo kiiltiirii
ozellikle lipit gibi depo kimyasallarinin {iretiminde
kullanilir [4]. Hashagin embriyo kiiltiirinde depo
lipitleri ve triagil gliserol birikimi gézlenmistir [48].

2.4.4. Kallus Kiiltiirleri

Ana bitkiden alinan eksplant bitki biiyiime diizenleyici
tastyan ortamda bir dizi boliinmeler sonucu morfolojik
olarak farklilasmamuis hiicre gruplari meydana getirir.
Kallus dokusu her sey olmaya hazir bir dokudur.
Devamliligr alt kiiltiire alinmasia baghdir. Kitlesel
iiretim i¢in de uygundur. Kallus dokularinin en énemli
dezavantaji  kiiltiir ~ siiresince  genetik  kararlilik
gosterememeleridir. Kiiltiirlerde somaklonal
varyasyonlar goriilebilir ve bu durum metabolit
tretimini olumsuz etkileyebilir. Kallusta sekonder
metabolit {iretiminin rapor edildigi ¢alismalar vardir,
ancak 6nemli miktarda metabolit olusumu herhangi bir
organ olusturmak {izere farklilagmis kallus dokularinda
goriilmektedir. Farklilagsma ortadan kalkinca sekonder
metabolit verimi de 6nemli oranda diismektedir [4].
Datura ve Atropa gibi Solanaceae familyas: tiyelerinde
kok olusturmak iizere farklilasan kallus kiiltiirlerinde
tropan alkaloidlerinin miktar1 artmistir [42]. Ercis
iizim gesitleriyle yapilan ¢alismada {iziim bitkisinden
elde edilen kalluslarda  resveratrol  {iretimi
gergeklestirilmigtir [35].

2.4.5. Hiicre siispansiyon Kiiltiirleri

Tek hiicrenin ya da kiiglik hiicre gruplarinin sivi
kiiltiirtine hiicre stlispansiyon kiiltiirii denir. Hiicre
sispansiyon kiiltiirlerinin verimleri sekonder metabolit
acisindan diisiiktiir, ancak homojen yapilari, hizlica
iremeleri, biyoreaktor kullanimina uygun olmalari, alt
kiiltiirde degisime ugrama oranlarinin diisiik olmasi
gibi sebeplerle tercih edilirler. Kiiltiire eger kallustan
elde edilen tek hiicreyle baglanirsa kiiltiiriin basari sansi
artar [4]. Taxus wallichiana bitkisinde taksol {iretimi
hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde saglanmistir [49]. Baz1
bitkilerde hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde sekonder
metabolit ana bitkiye gore daha fazla {iretilmistir.
Bunun ornegi C. roseus’ta aymalisin ve serpentin
birikimidir [50].

2.5. Elisitor Uygulama
Bitki sekonder metabolitleri, stres kosullarina karsi
dogal bir savunma mekanizmasinin sonucu iiretilir.
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Bitkiler patojenlerin {iirettigi maddelere karsi yeni
bilesikler tiretirler. Sekonder metabolizmay1 uyaran
maddelere elisitor denir. Elisitorler sinyalleri tetikler
ve bu da savunma sistemi bilesiklerinin, yani bizim
cesitli amaglarla kullandigimiz kimyasal bilesiklerin
iiretimine sebep olur. Elisitorler hiicre i¢inde ya da
hiicre disinda olusabilirler. Orijinlerine gore biyotik ya
da abiyotik olarak smiflandirilabilirler [8]. Doku
kiiltiirinde sekonder metabolit {iretimi biyotik ve
abiyotik stres faktorlerinin etkisi altindadir [51].
Elisitorlerin sinyal yollar1 aydinlatildikga, istenilen
sekonder bilesigin iiretimi miimkiin hale gelebilecektir.
Teoride, bitki sekonder bilesikleri ¢esitli stres
kosullarina bir reaksiyon olarak f{iretiliyorsa, bu
kosulun saglandigi yapay bir ortamda da istenilen
bilesigi iiretmesi gerekmektedir. Elisitor
konsantrasyonu, uygulama siiresi, hangi asamada ve
hangi kiiltiir zamaninda uygulanacagi sekonder
metabolit iiretimini basarili bir sekilde yiiriitmek i¢in
dikkate alinmasi gereken 6zelliklerden bazilaridir [52].
Hypericum hirsutum ve Hypericum maculatum
bitkilerinde salisik asit ve jasmonik asit elisitorleri
kullanilarak hiperisin iiretimi arttirtlmaya calisilmustir.
Sonugcta, salisilik asitin jasmonik asite gore hiperisin
olusumunu daha ¢ok uyardigi tespit edilmistir [53].
Hypericum adenotrichum bitkisinin in vitro yetistirilen
stirgiinlerinde mannan ve pektin elisitorlerinin hiperisin
iretimine etkisi aragtirtlmis ve pektinin hiperisin
iretimini 2,7 kat, pseudohiperisin iiretimini 4,8 kat
arttirdigr, mannanin hiperisin retimini 1,7 Kkat,
pseudohiperisin {retimini 2,8 kat arttirdig1 tespit
edilmistir [54].

Elisitor etkisi haberci Ca2+ kanallarinin agilmasi, hiicre
zar1 biitiinliigiinii etkileyen faktorler, hiicre ici yollarin
inhibisyonu/aktivasyonu  ve  ozmotik  stresteki
degisikliklerle kendini gosterir. Elisitor uygulamasi
bitkide, hiicre dis1 ortamdan ya da hiicre i¢i depolardan
stoplazmaya Ca2+ akis, protein fosforilasyon
mekanizmasinda  degisiklikler,  protein  kinaz
aktivitesinde artig, mitojenle aktive olan protein kinaz
uyarimi, G-protein aktivasyonu H+-ATPaz
inaktivasyonunun  neden  oldugu sitoplazma
asidifikasyonu, membran polarizasyonundaki azalma
ve hiicre dist pH artisi, reaktif oksijen tiirlerinin
olusumu gibi fizyolojik degisiklikler yaratir (Sekil 3).
Sinyal yolaklarinin uyarimi bitkide farkli sekonder
metabolitlerin {iretimini saglar. Elisitorlerin hiicredeki
bu uyar1 mekanizmalar1 birbiriyle baglantili ve oldukg¢a
kompleks reaksiyonlardir ve halen aragtirilmaktadir
[55].
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Sekil 3. Bitki hiicresindeki elisitoriin etki mekanizmasinin sematik gdsterimi [55]

2.6. Geg¢irgenlik

Cogu durumda, bitki hiicrelerinde firetilen iriinler
vakuollerde depolanir. Uretilen maddelerin
vakuollerden disar1 salimabilmesi i¢in plazma
membrani ve tonoplast olmak tizere iki katli membran
sisteminin  astlmas1  gerekmektedir [9]. Hiicre
gecirgenligi tek ya da daha fazla membran sisteminde
por olusumuyla miimkiindiir. Bu porlar vasitasiyla
molekiillerin hiicre iginde girisi ya da hiicre disina
cikisi  saglanmis olur. Hiicreler arasi iretilmis
kimyasalin hiicre disina ¢ikisi, kitlesel iiretim adina
belki de en belirgin zorluk olmustur. Gegirgenlik
arttirmak i¢in kullanilan kimyasallar genelde hiicre
canliligi lzerine olumsuz etki yapmaktadirlar [8].
izopropanol, dimetilsiilfoksit, kitosan gibi organik
maddeler, elektroporasyon, ultrasonikasyon, yiiksek
basing gibi yontemler hiicre gecirgenligini arttirmak
icin kullanilmistir. Taxus wallichiana L. bitkisinde
taksolun hiicre disina salinimint  arttirmak  igin
hekzadekan, dekanol, dibiitilfitalat kullanilmistir [56].

2.7. immobilizasyon

Tutuklama  mikroorganizmlarda uzun zamandir
kullanilan bir tekniktir. Bu teknikte amag, katalitik
olarak aktif enzim ya da hiicrelerin sabit fazda
tutunmalarim1 ~ saglayip, likit faza gecislerinin
engellenmesidir. Bitki hiicrelerinin bir araya gelme
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egilimlerini bir noktaya kadar karsilayan bu sistemde,
iirtin hiicre digina saliniyorsa, hasat da biiyiik 6lgiide
kolaylagir. Hiicrelerin biiylimeleri yavastir ve bu da
sekonder metabolit {iretimini uyaran bagka bir
etmendir. Ortam kosullarin1 saglamak daha kolaydir,
biyokiitleyi arttirmak daha kolaydir [4]. Bu sistem,
biyoreaktorlerde hiicre kiimelenmesi ve karistirma
stresine karsi gelistirilmistir [8]. Morinda citrifolia
bitkisinde aljinat matrikte antrakinon {retimi
saglanmustir [57]. Capsicum spp. bitkisinde ferulik asit
onciilii kullanilarak aljinat matrikste kapsaisin tiretimi
saglanmustir [58].

2.8. Biyodoniisiim

Biyodoniisiim, bir bilesigin fonksiyonel gruplarmin
yasayan organizmalar, tutuklanmig enzim ya da
hiicreler yoluyla bagka bir kimyasal iiriine
doniistimiidiir [9]. Bu amagla gergeklesen reaksiyonlar
hidroksilasyon,  glikozilasyon, oksidorediiksiyon,
hidrojenasyon, hidroliz, metilasyon, asetilasyon,
izomerizasyon ve ¢esitli esterlesme tepkimeleridir [58].
Cesitli sebeplerle kurulan kiiltiirlerde reaksiyonlar
durabilir. Bu durumda disaridan verilen substrat
istenilen maddeye donistiriilebilir. Kullanilacak
substrat sentetik ya da dogal olabilir. Capsicum
annuum L. bitkisinde substrat olarak dijitoksin
kullanmilmis ve digoksin ile purpureaglikosidaz A
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iretilmistir [60]. Kiiltlire alinan Ginseng hiicre ve
kokleri ile, paenol maddesi radikal siiptiriicii etkisi olan
glikozitlere doniistiiriilmiistiir [61].

2.9. Biyoreaktor

Bitki hiicrelerinin benzersiz fitofarmasotiklere ev
sahipligi yapiyor oldugu gergeginin ortaya ¢ikmasi, bu
kimyasallarin endiistriyel anlamda genis Olgekte
tiretiminin  yapilmasimi gerektirmistir. Siispansiyon
kiltiirleriyle en fazla 1 litrelik tiretim hacmi soz
konusuyken, biyoreaktorlerde birkag bin litreye ulasan
iiretim s6z konusu olabilir. Ozellikle ekonomik agidan
O6nem arzeden kimyasallara sahip ve nadir bulunan
bitkilerin biyoreaktor sistemlerine adaptasyonu hayati
onem tagimaktadir. Biyoreaktorlerde iiretilecek tirtiniin
maliyeti dogada yetisen bitkiden alinacak iiriin
maliyetinden fazla olmamalidir. Mikroorganizmalar
uzun zamandir biyoreaktor sistemlerde
kullanilmaktadir.  Bitki  hiicrelerinin  biyoreaktdr
sistemlerinde kullanilmalar1  mikroorganizmalardan
farkli olmaktadir. Bitki hiicrelerinin boyutlarinin fazla
olmasi, sekillerinin homojen olmamasi, kiimelenme
davranist sergilemeleri, diigiikk bilylime hizina sahip
olmalari, karistirmaya duyarli olmalari, biyoreaktérde
kullanimlar1 agisindan asilmasi gereken sorunlardir.
Catharanthus roseus bitkisindeki serpentin kimyasallar1
100 1t hacimli biyoreaktorlerde {iretilmistir [62].
Capsicum spp. bitkisinden kapsaisin kimyasal1 {iretimi
icin biyoreaktor sistem kurulmustur [9].

2.10. Genetik Miihendisligi, Metabolik Miihendislik
Genetik miihendisligi ile yabanci genlerin bitkiye
transferi ve bu genlerin bitkide ifadesi saglanabilir,
ancak gorece bitkiye gen aktarmak kolayken, aktarim
sonras1 genetik kararliligr saglamak olduk¢a zordur.
Kararlt bir transformasyon birka¢ faktére baglidir. En
onemlileri, trasnformasyon i¢in uygun tiirii segmek ve
uygun aktarim protokolii gelistirmektir. Rhizobium
radiobacter dikotiledonlarda, elektroporasyon
monokotiledonlarda siklikla kullanilan gen aktarim
yontemleridir [63]. Yine promotor aktarimi gen
ifadesinin diizenlenmesine yonelik kullanilan bir diger
yontemdir. Gen ifadesinin kontrolii i¢in uyarilabilir
promotor transferi yapilir. Bu ydntem 6zellikle
karmasik biyokimyasal bir yolakta aktarimi yapilan
genin ifadesinin etkilerini arastirmak icin oldukca
kullanighdir [64].

1990’11 yillarin  basinda metabolik mithendislik
disiplini  dogmustur.  Metabolik ~ miithendislik
rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak hiicrelerin
enzimatik, transport ve diizenleyici fonksiyonlarimin
degistirilmesi ile hiicresel aktivitede artis saglanmasi
olarak tamimlanabilir [65]. Bu teknoloji metabolit
haritalama ve basarili yolak elisidasyonu sonrasi sinirl
enzim aktivitesinin belirlenmesine dayanir. Bu sinirli
enzim aktivitesi, uygun bir genetik aktarim ile
iyilestirilebilir. Bazi1 organizmalardan gen izolasyonu,
promotor transferi, istenen 6zelligin eldesi i¢in antisens
Ve co-supressor yontemler uygulanmustir [1].

Antisense DNA
oligonucleotide

mRNA
>

Iy

/
Protein

Amino acids

Ribosome

Sekil 4. Antisens RNA teknolojisi [66]

Genetik mithendisligi, izolasyon, karakterizasyon,
aktarim yapilan organizmada genetik materyalin
yeniden diizenlenmesi basamaklarint igerir. Genetik
manipiilasyonlara basvurulmasinda temel iki sebep
vardir. Bunlar; farkli bitki ya da hiicrelerde bulunan
istenilen 6zellikleri tek bir organizmada toplamak, aktif
ve spesifik regiilasyon mekanizmalarini birlestirmektir
[8]. Domates genetik olarak modifiye edilip, tiiketime
sunulan ilk bitkidir. Domatesin erken g¢iiriimesini
engellemek i¢in, poligalakturonazi kodlayan gen
antisens RNA teknolojisi ile baskilanmigtir [67].
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Gen aktarimi yapilmus tiitiin bitkisin tiiyli kok fenotipi
olusturulmus kiiltiirlerinde, tam uzunlukta IgGl
monoklonal antikoru iiretilmistir [68].

Bitki hiicre kiiltiirlerinin ~ farmasotik amagclarla
kullanimlar1 ancak istenilen kimyasalin dogadaki
bitkilere gore daha fazla iiretimi s6z konusuysa ya da
yeni Dbilegikler elde edilebiliyorsa goze anilir. Bu
durumlar, rutin hiicre hatt1 se¢imiyle ya da biiylime gibi
diger parametrelere bakilarak anlagilamaz. Bu nedenle,
metabolik yolaklar iizerine ¢aligmalara ve bu yolaklar
kontrol eden genlerin ekspresyonlarinin arttirilmasi ya
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da smrlayict basamagin belirlenip bu basamakta
gorevli enzimlerin ifadelerinin diizenlenmesine yonelik
caligmalara ihtiyag vardir. Mikroorganizmalarla
bitkilere dogrudan gen aktarilabileceginin gdsterilmesi,
yabanct genlerle bitki hiicrelerinin tanistirilmasina
imkan saglamistir ve belki de bu yolla bitki hiicreleri
“’yesil biyoreaktdr’> olarak endiistriyel anlamda
kullanilabileceklerdir [69].
Genetik manipiilasyon siireci;
1. lstenilen 6zellikleri kodlayan genlerin elde
edilme kabiliyeti
2. Ifade edilen genin istenilen iiriinii vermesi ve bu
iiriiniin taginmasinin yapilabilmesi
3. Basarili transformasyon ve transgenik bitkinin
tekrar tekrar tiretilebilmesi
4. Genin uygun bolgeye integrasyonu
5. Degisen metabolik
degerlendirilmesine baglhidir [9].
Genetik manipiilasyon ile sekonder metabolit miktarini
arttirmaya yonelik stratejiler;
o Sekonder metabolit dnciillerinin agir1 tiretimi
o Ozel bir yolag1 simrlandiran bir gen iiriiniiniin
asir1 ifadelenmesi
e Mevcut metabolik yolaktan bagka bir yolaga
kaymanin saglanmast
o Antisens yontemlerle ifadenin azaltilmasi (Sekil

yolaklarin

4)
o Regiilator genlerde manipiilasyon
e Hedef lirliniin tiretiminde, spesifik

promotorlarla dokuya ya da organa 6zgii ifade
artisinin saglanmasi seklinde siralanabilir [9].

Triptofan  dekarboksilaz,  triptofan1  triptamine
doniigtiiren enzimdir. Triptamin ise sitriktosidin
sentazin substratidir [70]. C. roseus bitkisinden

triptofan dekarboksilazt kodlayan ¢cDNA klonunun
titiin bitkisinde ifadesi saglanmis ve triptamin ve
tiramin seviyesinde artig saglanmistir [71]. Bu deney,
Brassica napus bitkisine de uygulanmistir ki bu bitkide
triptofan genellikle glukosinolata doniistiirilmektedir.
Glukosinolat ise sigirlarin bitkiyi tatsiz bulup yemeyi
reddetmelerini saglayan bir kimyasaldir. Bu deney
sonucunda glukosinolat {iretimi azalmig ve bitkiyi
sigirlarin tilketmesi kolaylasmistir [72].

C. roseus bitkisinde sitriktosidin sentaz geni tiitiin
bitkisinde ifade edilmistir [73]. Sitriktosidin sentaz,
indol aklaloidlerinin {iretiminde dnemli bir enzimdir.

Polifenol oksidaz yiiksek yapili bitkilerde dnemli bir
enzimdir ve bu enzimin regiilasyonu bir¢ok avantaj
saglar. PPO’nun az ifadelenmesi, bitki mahsuliiniin
kalitesini arttirirken, asir1 ifadesi zararli tehlikesine
kars1 bitkinin direncini arttirir. Yiiksek ve diisiik PPO
seviyesine sahip transgenik tiitin ve domates
bitkilerinde fenotipik etki goriilmemistir [74].

III. SONUC VE ONERILER
Sonug olarak, bitki doku kiiltiirii teknigi ve bu teknige
gelisen teknolojiyle getirilen yeni yaklasimlar, ¢ok

495

degerli metabolitlerin {liretimine imkan tanimaktadir,
ancak genis 6lgekte tiretim birkag metabolit ile sinirh
kalmigtir.  Antikanser, antiviral, anti-epileptik, anti-
bakteriyel 6zelligi olan kimyasallarin genis Olgekte
iiretilmeleri, bitki biyokimyasi hakkinda daha fazla
bilginin elde edilmesine, sekonder metabolit
yolaklarmin aydinlatilmasina, yolaklarda {retimi
sinirlayan basamaktaki substrat ve enzimi kodlayan
genler iizerinde calisilmasina, yabanci genlerin bitki
hiicrelerine  aktarilmasina  baghdir. Biitiin  bu
yaklagimlar ~ bir  yapbozun  eksik  parcasini
tamamlamakta ve bu sayede ortaya ¢ikan resim
gelecekte yesil fabrikalarin kurulmasi adina umut vaat
etmektedir.
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