Turkish Journal of Agriculture - Food Science and Technology, 7(7): 971-980, 2019

DOI: https://doi.org/10.24925/turjaf.v7i7.971-980.2447

Turkish Journal of Agriculture - Food Science and Technology

Available online, ISSN: 2148-127X | www.agrifoodscience.com | Turkish Science and Technology

Production of Plant Secondary Metabolites from Cell and Organ Cultures
under In vitro Conditions

Tuncay Cahskan®?, Riistii Hatipoglu?®”, Saliha Kiric1?°

Kalecik Vocational School, Ankara University, 06870 Kalecik/Ankara, Turkey
2Department of Field Crops, Faculty of Agriculture, Cukurova University, 01000 Adana, Turkey

“Corresponding author

ARTICLEINFO

ABSTRACT

Review Article

Received : 28/01/2019
Accepted : 27/03/2019

Keywords:

Secondary Metabolite
Plant

In vitro

Cell and organ culture
Elicitors

Plant secondary metabolites are a group of organic compounds produced by plants to interact with
biotic and abiotic factors and for the establishment of defence mechanism. Secondary metabolites
are classified based on their biosynthetic origin and chemical structure. They have been used as
pharmaceutical, agrochemical, flavours, fragrances, colours and food additives. Secondary
metabolites are traditionally produced from the native grown or field grown plants. However, this
conventional approach has some disadvantages such as low yield, instability of secondary metabolite
contents of the plants due to geographical, seasonal and environmental variations, need for land and
heavy labour to grow plants. Therefore, plant cell and organ cultures have emerged as an alternative
to plant growing under field conditions for secondary metabolite production. In this literature
review, present state of secondary metabolite production through plant cell and organ cultures, its
problems as well as solutions of the problems were discussed.
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Sekonder metabolitler, bitkiler tarafindan biyotik ve abiyotik faktorlere karsi bir tepki olarak ve
savunma mekanizmasi olusturmak amactyla iiretilen farkli bir organik bilesik grubudur. Sekonder
metabolitler biyosentetik orijinlerine ve kimyasal yapilarina gore farkl siniflara ayrilirlar. Sekonder
metabolitler, giiniimiizde ilag hammaddesi, tarim ilaci, tat verici, koku maddesi, renk maddesi ve
gida katki maddesi gibi pek ¢ok alanda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Sekonder metabolit
tiretimi, geleneksel olarak ya dogadan bitki toplamaya veya s6z konusu bitkilerin tarla kosullarinda
kiiltiir edilmesine dayanmaktadir. Fakat bu sekilde geleneksel sekonder metabolit liretimi diisiik
verim, cografik, mevsimsel ve ¢evresel varyasyonlar nedeniyle bitkinin sekonder metabolit
iceriginin ¢ok degisken olmasi, sekonder metabolit iireten bitkilerin yetistiriciligi i¢in arazi ve yogun
isgiiciine gereksinim duyulmasi gibi dezavantajlara sahiptir. Bu nedenle, bitki hiicre ve organ
kiiltiirleri sekonder metabolitlerin iiretiminde tiim bitkiden elde etmeye alternatif bir yontem olarak
ortaya ¢ikmustir. Bu literatlir derlemesinde, bitki hiicre, doku ve organ kiiltiirleri ile sekonder
metabolit iiretiminin mevcut durumu, sorunlar1 ve sorunlarin ¢dziimiine yonelik olarak yapilan
caligmalar irdelenmistir.
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Giris

Sekonder metabolitler, bitkiler tarafindan sentezlenen,
ancak bitkilerin bilylime ve gelismesinde herhangi bir
direkt rolii olmayan organik bilesikler olup, daha g¢ok
herbivorlara, mikroorganizmalara ve ekolojik
varyasyonlara karsi savunma amaciyla iretilirler (Wink,
1988). Birbirinden farkli 50.000 den fazla sekonder
metabolit iirlinii bulunmaktadir. Bunlar; alkaloitler, ugucu
yaglar, fenoller, glikozitler, heterozitler, steroitler,
saponinler, flavonoidler, tanenler, renk maddeleri ve
regineler olup, genel olarak alkaloitler, terpenoitler ve
fenoller olmak {izere ii¢ temel grupta simiflandirilirlar
(Baydar, 2013). Sekonder metabolit iiriinlerinin ¢cogunlugu
bitkilerle diger organizmalar arasindaki karsilikli
etkilesimin en Onemli ekolojik ve fizyolojik
belirleyicisidirler.

Insanligin ilk giinlerinden beri sekonder metabolit
iireten bitkiler enfeksiyonlarin ve hastaliklarin tedavisinde
kullanilmistir (Karuppusamy, 2009). Diinya genelindeki
insanlarin %70-80’inin oncelikli olarak, birincil saglik
bakim ihtiyaglarmi karsilamak i¢in biiyiikk oranda
geleneksel bitkisel ilaglar kullandigi tahmin edilmektedir
(Rani ve Kumar, 2017). Son 100 yilda bazi sentetik ilaglar
dogal iiriinlerin yerini almistir. Aspirinde oldugu gibi ¢cogu
zaman bu sentetik {irlinler i¢in bitki yapilar1 yol gésterici
olmustur. Giiniimiizde sekonder metabolit {iriinleri,
ozellikle eczacilik, kimya sanayisi ve gida sanayisinde
olmak tizere genis bir kullanim alanina sahiptir. Bir¢cok
bitki eczacilikta, tarimsal kimyada ve aroma endiistrisinde
kullanilan yararlt sekonder metabolit iiriinlerinin ana
kaynagini olusturur. Bitkisel sekonder metabolit iiriinleri
ticareti her y1l %12-15 artig gostermektedir (Raskin ve ark.,
2002). Yaklagik 250 000-500 000 arasinda oldugu tahmin
edilen bitki tiirlerinin yalnizca %5-15’i biyoaktif madde
icerigi agisindan incelenmistir (Spjut, 1985). Bitkisel
kokenli yeni kimyasallarin kesfedilmesi ile ilgili
aragtirmalar halen devam etmekte olup, gelecekte de
devam etmeleri beklenmektedir. Diinyada tibbi bitkiler
ham drog ve ekstrakt olarak kullanmilmaktadir. Birgok aktif
madde izole edilmis bilesik halinde kullanilir. Ornegin;
morfin agr1 kesici olarak, kodein 6ksiiriik kesici, papaverin
fosfodiesteraz  inhib6torli, efedrin  uyarici, ajmalin
antiritmik, Kkinin antimalarial, reserpin antihipertansif,
galanthamin asetilkolin esteraz inhibitorii, skopolamin arag
tutmasi, berberin sedef hastaligi, kafein uyarici, kapsaisin
romatizma agrilar, kolsisin gut gibi hastaliklarin
tedavisinde kullanilir (Wink ve ark., 2005).

Biyoteknolojik yaklasimlar ve 6zellikle de bitki doku
kiiltiirleri  bitkilerden arzu edilen tibbi bilesiklerin
iretilmesi ile ilgili alternatif aragtirmalarda énemli bir rol
oynar. Temel prensip olarak bir bitkide bulunan bir
bilesigin bitki hiicresinin kimyasal totipotensitesinden
yararlanarak tiretilmesi miimkiindiir. Sekonder metabolit
tretiminde bitki hiicre kiiltiirlerinin kullanilmasini ilk
tartismaya agan Rotier ve Nickel (1956) olmustur
(Shylaraj, 1998). Daha sonra alkaloidler, steroidler,
terpenler, flavonoidler bu teknikle iiretilmistir. In vitro
kiiltiir teknolojisinin kesfedilmesinden itibaren bitkilerin
iirettigi kimyasal bilesikleri tiretecek bitki doku ve organ
kiiltiirlerinin  kapasitesi anlagilmistir. Kiiltliir edilmis
hiicrelerin bu biyokimyasallar1 {iretim potansiyellerinin
dondr bitkilerle esdeger veya daha yiiksek oldugu ortaya

cikmistir. Giinlimiiz pazarlarinda dogal ve yenilenebilir
trlinlere duyulan talebin artmasi sekonder bitkisel
tirlinlerin potansiyel fabrikalar1 olarak in vitro bitki
materyallerinin 6nemini artirmigtir ve bu konudaki
aragtirmalar  yogunlagmustir.  Sekonder  metabolit
iiriinlerinin in vitro kosullarda {iretimi ayni zamanda
kontrolli. kosullarda bu {riinlerin biyokimyasal ve
metabolik siireglerinin yakindan incelenmesine olanak

saglar (Karupusamy, 2009).

Sekonder metabolit {irlinlerin in vivo kosullarda tim
bitkiden elde edilmesi yerine in vitro kosullarda hiicre
kiiltiirlerinden elde edilmesinin 6nemli bazi avantajlari
vardir. Bu avantajlar;

e Uretim ¢ok daha giivenli, basit ve &ngoriilebilir
sekilde yapilabilir

e Biyokimyasallarin izolasyonu bitkiden ekstraksiyonla
izolasyona gore ¢ok daha hizli ve etkin olabilir

e In vitro kosullarda iiretilen bilesikler bitkide iiretilen
bilesikler ile benzer olabilir

e Tarla kosullarinda kaliteyi olumsuz
bilesikler in vitro kosullarda engellenebilir

e Hicre ve doku kiiltiirlerinde biiylik hacimlerde
tanimlanmis standart biyokimyasallar iiretilebilir.

e Hiicre ve doku kiiltiirleri bitkinin sekonder metabolit
iiretmesine neden olan uyaricilart test etmek igin
model olarak kullanilabilir

e In vitro kosullarda hiicre kiiltiirleri radyoaktif olarak
isaretlenebilir ve bu kiiltiirlerden elde edilen sekonder
metabolit tiriinleri deney hayvanlarinin beslenmesinde
kullanildiginda bu  f{rlinler metabolik  olarak
izlenebilir.

etkileyen

In vitro kosullarda sekonder metabolit iiriinleri dis
kosullardan bagimsiz olarak yil boyu iiretilebilir. Uretim,
giivenli, Ongoriilebilir ve dis hava kosullarindan
bagimsizdir. Bazi durumlarda birim taze agirlik basina
tretilen sekonder metabolit iriini miktar1 dogal
kosullardakinden daha yiiksek olabilir. Sekonder metabolit
iriiniindeki dogal kosullarda yetisen bitkiden kaynaklanan
arzu edilmeyen koku ve aroma in vitro kosullardaki
iretimde degistirilebilir veya yok edilebilir. Bitki hiicre ve
doku Kiiltiirleri kauguk iiretiminin tropik bdlgelerde
yapilma zorunlulugu veya antosiyaninin yiiksek 1s1k alan
bolgelerde iiretilmesi zorunlulugu gibi politik sinirlar1 ve
cografik engelleri ortadan kaldirir. Bir yabani bitki veya
nadir bir bitkide ekonomik 6nem tasiyan bir bilesigin
varlig1 belirlendiginde hiicre kiiltiirleri bu bilesigin yabani
bitkinin meyveleri veya diger organlarindan {iretimine
pratik bir alternatif olusturur. In vitro kosullarda bitki
dokularindan sekonder metabolit iiriinlerinin
ekstraksiyonu dogal kosullarda tiim bitkiden ekstraksiyona
gore ¢ok daha kolaydir. Bitki doku kiiltirleri bir
biyokimyasal iiriiniin kimyasal profilini kimyasal veya
cevresel ortami degistirerek degistirme ve boylelikle
potansiyel olarak daha degerli iriin elde etme olanag:
saglayabilir.

Bugiine kadar yapilan arastirmalarda organize olmamis
kallus ve hiicre siispansiyon kiiltiirleri kullanilarak birgok
degerli biyokimyasal bilesik elde edilmis olmasia
karsilik, baz1 durumlarda farklilasmus bitkicikler veya bitki
organlarma gereksinim duyulmaktadir (Dronenburg ve
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Knorr, 1997). Bu durum ozellikle eger ilgi duyulan
metabolit yalnizca belirli bir bitki dokusunda veya
bitkideki salgi bezlerinde iiretiliyorsa ortaya ¢ikmaktadir.
Bunun tipik Ornegini  Panax ginseng  bitkisi
olusturmaktadir. Saponinler ve diger degerli metabolitler
ginseng koklerinde tiretildigi icin in vitro kok kiiltiirlerine
gereksinim duyulur. Aymi sekilde, kantaron (Hypericum
perforatum) bitkisi antidepresan olarak kullanilan
hiperisinleri ve hiperforinleri yapraklarinda depoladigi i¢in
bu bitkinin farklilagsmamuis hiicre kiiltiirlerinde s6z konusu
biyokimyasallarin akumiile oldugu gosterilememistir. Yine
tiitin  bitkisinde lizinin anabasine doniigiimii  bitki
koklerinde olmaktadir. Daha sonra anabasin yapraklarda
nikotine donismektedir. Tiitliniin kallus ve siirgiin
kiiltiirleri iz miktarda nikotin tretir. Ciinkii, bu kalluslar
koklerde tretilen hammadde olan anabasin igermezler.
Bazi durumlarda ise sekonder metabolit iriiniiniin
sentezlenmesi i¢in hiicrelerin farklilagmis olmasi gerekir.
Catharanthus roseus bitkisinde vinkristin veya vinblastin
sentezinde boyle bir durum séz konusudur. Bir bitkide
belirli bir sekonder metabolit iiretiminin &zel bir bitki
yapisina bagli olmasi bazi durumlarda potansiyel olarak
toksik bir bilesigin bitkinin diger yapilarindan ayr
tutulmasinin bir mekanizmasidir.

Bitki hiicre ve doku Kkiiltiirlerinden yararlanarak
sekonder metabolit {iretimi konusunda son yillarda 6nemli
ilerlemeler kaydedilmistir. Bazi sekonder metabolit
tirlinlerinin bitki hiicre ve doku kiitiirlerinden yararlanarak
ticari olarak iiretimi miimkiin hale gelmistir. Bitki hiicre ve
doku kiiltiirii ile sekonden metabolit iiretimi konusundaki
patent sayis1 28.000°e ulagmistir (Ochoa-Villarreal ve ark.,
2016). In vitro kosullarda ticari olarak iiretimi yapilan bazi
sekonder metabolit lirlinleri ve iireten sirketler Cizelgel’de
verilmigtir.

Bu iiriinlerden ginseng kok kiiltiirlerinden, sikonin ve
berberin ise hiicre kiiltiirlerinden elde edilir. Vanilin ve
takol metabolitleri de hiicre kiiltiirleri ile yar1 ticari olarak
iretilebilmektedir.

Laboratuvar o6lgekli olarak ¢ok sayida sekonder
metabolit {iriniiniin tiretimi gergeklestirilmistir (Cizelge 2).

Sekonder Metabolitlerin In Vitro Kosullarda Uretimi

Morfolojik olarak farklilasma egiliminde olan hiicre
veya hiicre gruplarinda potansiyel olarak sekonder
metabolit {iretim olanag1 daha fazladir. Bu nedenle yiiksek
saflikta ve verimlilikte kallus ve hiicre siispansiyon

kiiltiirlerinden sekonder metabolit {iretiminde yaygin
olarak faydalanilir (Baydar, 2013).

Farklilagmis  ve Olmus  Kiiltiirler ile
Metabolit Uretimi

Fritillaria unibracteata bitkisinde organ kiiltiirii kiigiik
sogan parcalari ile baslatilir. 4,44 uM BA ve 5,71 uM IAA
iceren MS ortaminda kiiltiir edilen soganlar 50 giin sonra
hasat edilir. Soganin in vitro kosullardaki biiyiime hizi
dogal kosullara gére 30-50 kat daha fazladir. in vitro
kosullarda elde edilen soganlarin alkoloid igerigi dogal
kosullardaki soganlara gore daha yiiksektir (Gao ve ark.,
2004).

Barut agacinin (Frangula alnus) siirgiin uglar1 0,1 m/|
2,4-D ve 0,5 mg/l BAP igeren MS ortamda kiiltiir edilerek
yiiksek oranda anthraquinone igeren siirgiinler elde
edilmistir (Kovacevic, ve Grubisic, 2005).

Organize

Gentianella autriaca bitkisinde fidelerin
epikotillerinden elde edilen siirgiin kiiltiirlerinin ana
bitkinin  icerdigi sekonder metabolitleri igerdigi

saptanmustir (Vinterhalter ve ark., 2008).

Bitki tarafindan {tretilen metabolitin sentez yerinin
koklerde bulundugu durumlarda bu organdan alinan
parcalarin uygun besin ortamlarinda kiiltiire alinmasiyla
sekonder metabolit {iretimi gergeklesmektedir (Erkoyuncu
ve Yorgancilar, 2015). Ayrica bitkinin farkli dokulariin
(yaprak, govde, nod vb.) kok gelisimi yoniinde
uyarilmasiyla elde edilen adventif kok kiiltiirleri de bazi
bitkilerden sekonder metabolit iiretiminde tercih
edilmektedir.

Kok kiiltiirleri genetik kararligi, hizli ve fazla miktarda
iretim kapasitesi ve spesifik bilesiklerin iiretimine olanak
vermesi sayesinde diger kiiltlir sistemlerine kiyasla daha
avantajli durumdadir. Ozellikle, siirgiin, hiicre siispansiyon
ve kallus kiiltiirleri ile genis olgekte sekonder metabolit
tretiminin  zor oldugu bitkilerde, kitlesel {iretim
yapabilmek adina biyoreaktor teknolojisi i¢in adventif kok
kiiltiirleri optimize edilmekte-dir. Bu amagla kantaron
(Hypericum perforatum L.) (Cui ve ark., 2010) ve ginseng
(Panax ginseng) (Paek ve ark, 2005) bitkilerinde adventif
kok Kkdiltiirleri gelistirilerek biyoreaktorlerde sekonder
metabolit {iretimi saglanmistir. Ayrica normal kok
kiiltiirleri ile de yapilan ¢aligmalar mevcuttur. Gypsophila
paniculata (Fulcheri ve ark., 1998) ve Bupleurum falcatum
L. (Kusakari ve ark., 2000) bitkilerinde bu yolla sekonder
metabolit liretiminde artig saglanmistir.

Cizelge 1 In vitro kosullarda ticari olarak iiretilen sekonder metabolit iiriinleri”

Table 1 Commercially produced secondary metabolites

Urlin Tiir Sirket Ulke
Sikonin Lithospermum erythrorhizon Mitsui Chemical Japonya
Antosiyanin Euphorbia milii Nippon Shinyaku Japonya
Arbitin Catharantus roseus Mitsui Chemical Japonya
Berberine Captis japonica Mitsui Chemical Japonya
Ginseng Panax ginseng Nitto Denko Japonya
Betasiyanin Beta vulgaris Nippon Shinyaku Japonya
Carthamin Carthamus tinctorius Kibun Foods Japonya
Geraniol Geranium sp. Kanebo Japonya
Rosmarinik Asit Coleus blumei Natterman Almanya
Digoxin Digitalis lanata Boehringer Almanya

“Kaynak: Ochoa-Villarreal ve ark. (2016)
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Cizelge 2 In Vitro Bitki Hiicre, Doku ve Organ Kiiltiirlerinden Elde Edilen Sekonder Metabolitler
Table 2 In vitro secondary metabolites from plant cell, tissue and organ cultures

Bitki Ad1 Aktif Madde Besi Ortami Kiiltiir tipi Kaynak
Achillea gypsicola Flavonol B5+BAP+NAA Hiicre siispansiyon Ac¢ikgéz, 2017
Aconitum heterophyllum |Aconites MS + 2,4-D + Kin Sagak kok Giri ve ark. 1997
Adhatoda vasica Vasine MS + BAP + IAA Siirgiin kiltiirti Shalaka ve Sandhya, 2009
Agastache rugosa Rosmarinic asit MS + 2,4-D + Kin + 3% sucrose Sagak kok Lee ve ark., 2007
Agave amaniensis Saponins MS + Kinetin Kallus Andrijany ve ark., 1999
Ailanthus altissima Alkaloidler MS + 2,4-D + Kinetin Suspension Anderson ve ark., 1987
Ammi majus Umbelliferone MS + BAP Siirgiin kiltiirti Krolicka ve ark., 2006
Anchusa officinalis Rosmarinic asit B5 +2,4-D Stispansiyon De-Eknamkul ve Ellis,1985
Angelica gigas Deoursin MS +2,4-D + GAs3 Sagak kok Xu ve ark., 2008
Ammi majus Triterpenoid MS +2,4-D + BA Siispansiyon Staniszewska ve ark., 2003
Arachys hypogaea Resveratol G5 + 2, 4-D + Kin Sagak kok Kim ve ark., 2008
Artemisia annua Artemisinin MS + NAA + Kinetin Kallus Baldi ve Dixit, 2008
Astragalus mongholicus [Cycloartane MS + 1AA + NAA Sagak kok lonkova ve ark.,1997
Azadirachta indica Azadirachtin MS +2,4-D Siispansiyon Sujanya ve ark., 2008
Beta vulgaris Betalain pigmentleri MS + I1AA Sagak kok Taya ve ark.,1992
Bupleurum falcatum aikosaponinler B5 + IBA Kok Kusakari ve ark., 2000
Camellia chinensis Flavones MS + 2,4-D + NAA Kallus Nikolaeva ve ark., 2009
Capsicum annum Capsiacin MS + 2,4-D + Kin, Kallus Umamaheswari ve Lalitha, 2007
Cassia senna Sennosides MS + NAA + Kin Kallus Shrivastava ve ark., 2006
Catharanthus roseus Indole alkaloidleri MS + IAA+Kinetin Siispansiyon Zhao ve ark., 2001
Catharanthus roseus Vincristine MS +2,4-D + GAs Siispansiyon Lee-Parsone ve Rogce, 2006
Catharanthus roseus Indole alkaloid MS +2,4-D + GAs +Vanadium Siispansiyon Tallevi ve Dicosmo, 1988
Catharanthus roseus Catharathine MS + 2,4-D + UV-B radiation Siispansiyon Ramani ve Jayabaskaran, 2008
C. cinerariaefolium Pyrithrin MS + 2,4-D + Kinetin Kallus Rajasekaran ve ark.,1991
Citrus sp. Limonin MS + 2,4-D + Kinetin Kallus Barthe ve ark., 1987
Coffea arabica Caffeine MS + 2,4-D + Kinetin Kallus Waller ve ark., 1983
Corydalis ambigua Corydaline MS + IAA + 3% sucrose Embriyo Hiraoka ve ark., 2004
Crataegus sinaica Flavonoid MS + 2,4-D + NAA + BAP  Kallus Maharik ve ark., 2009
Cymbopogon citratus Essensial yag MS + IAA + GA3 Siirgiin Quiala ve ark., 2006
Datura stramonium Hyocyamine MS + IAA Sagak kok Hilton ve Rhodes, 1993
Digitalis purpurea Cardenolides MS + BA Siispansiyon Hagimori ve ark., 1982
Drosera rotundifolia 7-Methyljuglone MS + BAP + NAA Siirgiin kiltiirii Hohtola ve ark., 2005
E. senticosus Eleuthroside MS + 2,4-D Siispansiyon Shohael ve ark., 2007
Ephedra sp. L Ephedrine MS + Kin,+ 2,4-D Siispansiyon O’Dowd ve ark., 1993
Eriobotrya japonica Triterpenler LS + NAA + BA Kallus Taniguchi ve ark., 2002
Eucalyptus tereticornis  |Steroller ve phenolik bls. MS + 2,4-D Kallus Venkateswara ve ark., 1986
Fagopyrum esculentum |Rutin MS + NAA Sagak kok Lee ve ark.,2007
Fritillaria unibracteatas |Alkaloidler MS + 2,4-D + Kin Coklu siirgiin Gao ve ark., 2004
Glycyrrhiza glabra Glycyrrhizin MS +2,4-D + GAs3 Sagak kok Mehrotra ve ark., 2008
Gypsophila paniculata |Saponin MS + IAA + TDZ Kok stispansiyonu  Fulcheri ve ark., 1998
Hyocyamus niger Tropane alkaloidleri MS + IAA + Kinetin Sagak kok Jaziri ve ark.,1988
Hypericum perforatum  |Hypericin Sivi MS + NAA + GAs Siispansiyon Hohtola ve ark., 2005

Hypericum retusum
Lactuca virosa
Linum flavum
L.erythrorhizon
Mentha arvensis
Nicotiana tabacum
Panax ginseng
Papaver somniferum
Peganum harmala
Pimpinella anisum
Plantago media
Polygala amarella
Psoralea corylifolia
Rhamnus catharticus
Rheum ribes

Rubia tinctorum
Salvia officinalis
Saponaria officinalis
Sesamum indicum
Silybium marianum
Solanum paludosum
Stevia rebaudiana
Tanacetum parthenium
Taxus baccata
Thalictrum minus
T.foenum-graecum
Vaccinium myrtillus
Vinca major

Vitis vinifera Callus
Withania somnifera

Fenol bilesikleri
Sesquiterpene lactonlar
Lignan
Shikonin
Terpenoid
Nicotine
Glycoside
Codeine
Alkaloidler
Ugucu yag
Verbascoside
Saponin
Isoflavones
Anthraquinones
Catechin
Anthraquinone
Flavonoid
Saponin
Napthaquinone
Silymarin
Solamargine
Stevioside
Sesquiterpene
Taxol baccatin 111
Berberin
Saponinler
Flavonoidler
Vincamine
Resveratrl
Withanolide A

MS+BAP+2,4-D

MS +2,4-D

MS + IAA + GAs3
MS + 2,4-D + Kinetin
MS + BA + NAA
MS + NAA + Kinetin
MS + NAA + Kin,
LS + BA + NAA

MS +2,4-D

MS + IAA + BAP

B5 + IAA + Kin,

MS + IAA

MS + TDZ + BAP
WPM + Kin + 2,4-D
MS + IBA + BA

MS +2,4-D

MS + IAA + BAP
MS + IAA + TDZ
MS + NAA + Kinetin
MS + IAA + GA3
MS + BA + Kinnetin
MS + BA + NAA
MS + 2,4-D + Kinetin

B5 + 2,4-D + Kinetin + GA3

LS + NAA + 2,4-D + BA
MS + 2,4-D + Kinetin
MS + BAP + NAA

MS + BAP

MS + IAA + GAs + UV

Siispansiyon
Sacak kok
Sacak kok
Sacak kok
Siirgiin
Stispansiyon
Sacak kok
Sacak kok
Stispansiyon
Sacak kok
Kallus
Kallus
Coklu siirgiin
Kallus
Kallus
Sacak kok
Coklu siirgiin
Stispansiyon
Sacak kok
Sacak kok
Siispansiyon
Kallus
Sacak kok
Siispansiyon
Siispansiyon
Siispansiyon
Kallus
Sacak kok
Kallus

MS+IBA (2,0 mg) + IAA (05 mg) Adventif kok

Asan ve ark., 2017

Kisiel ve ark., ., 1995
Oostdam ve ark., 1993
Fukui ve ark,1998

Phatak ve Heble, 2002
Mantell ve ark., 1983

Jeong ve Park, 2007
Williams ve Ellis, 1992
Sasse ve ark., 1982

Santos ve ark., 1998

Kunvari ve ark., 1999
Desbene ve ark., 1999
Shinde ve ark., 2009
Kovacevic ve Grabisic, 2005
Farzami ve Ghorbant, 2005
Sato ve ark., 1991
Grzegorczyk ve Wysokinska, 2008
Fulcheri ve ark., 1998
Ogasawara ve ark., 1993
Rahnama ve ark., 2008
Badaoui ve ark., 1996
Dheeranapattana ve ark., 2008
Kisiel ve Stojakowska, 1997
Cusido ve ark., 1999
Kobayashi et al., 1987

Brain and Williams, 1983
Hohtola ve ark., 2005
Tanaka ve ark., 2004

Kin ve Kunter, 2009

Senthil ve ark., 2015
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Diger taraftan, son yillarda Agrobacterium rhizogenes
bakterisi ile inokiilasyon yoluyla elde edilen kil kok sistemi
bitki  koklerinde sentezlenen sekonder metabolit
driinlerinin iiretiminde bir yontem olmustur. Nicotiana
tabacum ve ve Datura metel yaprak segmentleri A.
rhizogenes bakterisinin A4 1rki ile inokiile edildiginde
yaprak segmentelerinden nikotin, hyoscyamin ve
scopolamin fiireten sagak kokler olusmustur (Moyano ve
ark., 1999).

Sekonder metabolit {irlinlinlin sentez yerinin embriyo
oldugu durumlarda s6z konusu metabolitin {retimi
embriyo kiiltiirleri ile gerceklestirilir. Ancak bu amagla
tohumdan izole embriyodan ¢ok, somatik embriyolar
kiiltiir ~ edilir. Bu  kiiltirler ya direkt somatik
embriyogenesis ya da indirekt somatik embriyogenesis
tesvik edilerek embriyolarin olusturulmasiyla elde edilir.
Diger taraftan, sekonder metabolitlerin tiretiminde somatik
embriyolarin kullanilmas: kitlesel iiretime ve genetik
manipiilasyonlara uygunlugu agisindan da avantajlidir.
Sedefotu (Phellodendron amurense) (Azad ve ark., 2009),
feslegen (Ocimum basilicum) (Gopi ve Ponmurugan,
2006) ve kekik (Thymus hyemalis L.) (Nordine ve ark.,
2014) gibi tibbi Dbitkilerde somatik embriyogenesis
araciligiyla rejenerasyon ¢aligmalart yapilmis, tibbi
bitkilerde  somatik  embriyogenesis  protokoliiniin
gelistirilmesinin sekonder metabolit iiretiminin yani sira
ticari anlamda tretime, genetik transformasyona ve
sentetik tohum {iretimine imkan saglayacagi gorisi
belirtilmistir.

Farklilasmamis ve Organize Olmamis Kiiltiirler ile
Metabolit Uretimi

Kallus kiiltiirleri, boliinme yetenegini yitirmemis organ
veya doku pargalarimin (eksplant) in vitro kosullarda
kiiltiire alinmasi sonucu olusan organize olmamis hiicre
yiginlart olarak tarif edilebilir. Kallus kiiltiiriiniin
baglatildigi eksplantin orijini sekonder metabolitlerin
iretimi agisindan Onemlidir. Hem kdk hem de yaprak
eksplantlarindan elde edilen kalluslarda antosiyanin
birikimine bakildigi Crataegus sinaica bitkisinde, kok
eksplantlarindan olusan kalluslardan yaprak
eksplantlarindan olusan kalluslara oranla daha iyi sonuglar
almmis, kok kaynakli kalluslarda antosiyanin {iretimi
onemli Olciide daha yiiksek olmustur (Maharik ve ark.,
2009).

Astragalus trojanus bitkisinin yaprak ve kok
eksplantlarindan elde edilen kalluslarda astragaloside IV
ile cycloastragenol metabolitlerinin miktarlar1 analiz
edilmis, en yiiksek astragaloside IV ve cycloastragenol
birikimi kok kaynakli kalluslarda (sirasiyla 3,5 pg/mg ve
4,8 ng/mg) tespit edilmistir (Nartop ve ark., 2014).

Hiicre siispansiyon Kkiiltiirleri, bireysel veya gruplar
halindeki hiicrelerin sivi  biiylime ortaminda kiiltiir
edilmesi ile olusturulur. Bu kiiltiirler dogrudan ana
bitkiden alinan uygun doku pargasi ile baslatilabilir.
Bitkide sekonder metabolitin yiiksek oranda bulundugu
doku pargasi ile baglatilan hiicre siispansiyon kiiltiiriinde
basar1 oran1 daha fazladir.

Hiicre siispansiyon kiiltiirleri kallus kiiltiirlerine gore
daha hizli biiylime gostermesi ve morfolojik olarak daha
homojen olmast gibi avantajlara sahiptir. Hiicre
siispansiyon  kiiltiirleri ile sekonder metabolitlerin
iretiminde tim bu avantajlarin yaninda karsilagilan en

belirgin sorun, bircok metabolitin istenilen diizeyde
tiretilememesidir. Bu konuda ¢alisan aragtirmacilar,
disaridan ¢esitli metabolit birikimini artiran teknik
yaklagimlarda bulunulmas: gerektigini bildirmisler, son
yillarda yapilan aragtirmalarda bu problem ortadan
kaldirilmaya calisilmistir. Kiirdan otu (Ammi majus )
(Staniszewska ve ark., 2003), tesbih agaci (Azadiracta
indica ) (Sujanya ve ark., 2008), biber (Capsicum annum)
(Johnson ve ark., 1990), kantaron (Hypericum perforatum)
(Hohtola ve ark., 2005) bitkilerinde, farkli biiyiime
diizenleyicileri kullanilarak bagarili bir hiicre siispansiyon
kiiltiirii kurulmus ve sekonder metabolit birikimleri donor
bitkiyle karsilagtirildiginda 6nemli derecede artig
gdstermistir.

I§itki Hiicre ve Doku Kiiltiirlerinde Sekonder Metabolit
Uretiminin Artirillmasi

Kiiltiir Kogullarimin Optimizasyonu

Birgok g¢evre ve beslenme faktoriiniin sekonder
metabolitlerin ~ biyosentez  yolunda etkili  oldugu
bilinmektedir. Bitki doku ve hiicre kiiltiirlerinde, kiiltiir
ortaminda yer alan beslenme faktorleri; yani karbon,
fosfor, azot kaynaklar1 ve diger makro elementler ile bitki
bliylime diizenleyicileri, yani oksin ve sitokininler hem
metabolit olusumuna hem de biiyiimeye etki etmektedir.

Kimyasal etkenlerin yani sira, ortamdaki fiziksel
faktorler de in vitro sekonder metabolit iiretiminde
dogrudan veya dolayli etkide bulunabilmektedir. Bu
faktorlerin her biri kiiltiiri yapilan bitkiye, kiiltiir tipine,
hatta kiltiirlin ~ yasina gore etkide bulunmaktadir
(Matkowski, 2008). Besi ortamin igerigi hem yogun bir
sekilde biyokiitle artisini saglamak hem de istenilen
metabolitlerin birikmesi amaci ile optimize edilmelidir.
Ancak, kiiltiirlerin biiyiimesi ile sekonder metabolit {iretimi
arasinda ters bir iliski vardir ve sekonder metabolitler
biliylime fazi sonunda akumiile olur (Johson, 1993). Bu
nedenle ortamdaki seker, azot ve fosfor sinirlanarak
bliylime yavaslatilir. Tiitiin hiicre kiiltiirlerinde diisiik
fosfat konsantrasyonu cannamoyl putrescine
akumulasyonunu 3-4 kat artirmustir (Schiel ve ark., 1984).
Oksin ve sitokoninler biyosentetik yollarin uygun bir
sekilde tesvik edilmesi amaciyla olduk¢a Onemlidir.
Glehnia littoralis bitkisinden antosiyanin Uretilmesinde,
NAA’nin TAA ve 2.4-D’ye gore daha etkili oldugu
saptanmistir (Miura ve ark., 1998). Ortama sitokinin
eklenmesiyle daha fazla hiicre gelisimi ve pigment
biyosentezi saglanmustir.

Azadirachta indica hiicre stispansiyon kiiltiiriinde besin
ortami igeriginin biyokiitle ve azadiraktin {iiretimine
etkilerinin aragtirtldigi bir ¢calismada, besin ortaminda 4:1
oraninda bulunan nitrat ve amonyumun, standart MS besin
ortamina gore azadiraktin iretimini 1,5 kat artirdig
saptanmistir. Besin ortamindaki sukroz miktarmin
azaltilmas1 biyokiitle ve azadiraktin {iretiminde diisiise,
toplam fosfat miktarmin azaltilmas1 ise azadiraktin
iretiminde artisa neden olmustur (Sujanya ve ark., 2008).

Bitki hiicre ve doku kiiltiirlerinde, sekonder metabolit
iretimi ve birikimini kiiltiir ortamimin  kimyasal
bilesenlerinin yaninda fiziksel kosullar1 da etkilemektedir.
Fiziksel kosullar arasinda 1sik, sicaklik ile hiicre
siispansiyon kiiltiirleri i¢in calkalama ve havalandirma
sayilabilir. Isik faktorii, doku ve hiicrelerde sekonder
metabolitlerin birikimini etkilemekte ve fotoperyod, 151k
kalitesi ve siddeti 6nemli parametreler olmaktadir.
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Farklilagsmis Dokularda Uretim

Bitki doku kiltiirlerinde, sekonder metabolitlerin
iretimi genellikle hiicre bdliinmesi ve farklilasmasina
baghdir. Ozellikle, belli bir organ (kok, siirgiin veya
embriyo benzeri yapilar) olusturmak {iizere farklilagan
kiltiirlerde sekonder metabolit birikiminin daha fazla
oldugu gozlenmistir (Sokmen ve Giirel, 2001).

Farklilasmamis kiiltlirler ile sekonder metabolitlerin
dretiminin zor ve hatta imkéansiz oldugu durumlarda
farklilasmis  kiiltiirler ile sekonder metabolit iiretimi
miimkiin olabilmektedir. Feslegen (Ocimum basilicum)
hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde elde edilen rozmarinik asit
birikiminin,  mikrogogaltim  yoluyla elde edilen
bitkiciklerdeki orandan daha az bulundugu saptanmistir
(Kintzios ve ark., 2004). Adacay1 (Salvia officinalis)
kiltirlerinde, karnosol ve karnoksil asit birikimi sadece
stirgiin kiiltiirlerinde belirlenmis olup, kallus, slispansiyon
ve sagak kok  Kkiltirlerinde bu  metabolitlere
rastlanmamustir (Grzegorczyk ve ark., 2007).

Yiiksek Verimli Hiicre Hatlarinin Segimi

Kiiltiire alinmis hiicre ve dokularin en verimli olan
hatlari, ilgili bilesigin seviyesi gozlemlenerek ya da bir
seleksiyon ajanindan yararlanilarak segilebilmektedir.
Kiiltiir ortaminda fenilalanin miktarinin artmasi, yiiksek
seviyede PAL (fenilalanin amonyak liyaz) enzim aktivitesi
ifade edebilen hiicreler hari¢ diger hiicrelerin cogunluguna
zarar vermektedir. Ortamda canli kalabilen, yiiksek
seviyede PAL iceren hiicre topluluklar: secilir ve secilen
hatlarda PAL’in yiiksek diizeyde ifade edilmesi
fenilpropanoid bilesiklerin artmasina sebep olur ki
bunlarin birgogu istenilen antioksidanlardir (Matkowski,
2008). Bu sistemle, lavantada (Lavandula officinalis)
yiiksek rozmarinik asit ireten hiicreler (Georgiev ve ark.,
2006) ve Lithospermum erythrorhizon bitkisinde yiiksek
shikonin ireten hiicreler (Bulgakov ve ark., 2001)
radyoaktif isaretli fenilalanin kullanilarak segilmistir.
Secilen hatlar zaman igersinde stabil durumda kalmis ve
istenilen bilesikleri, kontrol kiiltiirlerine gore iki kat daha
fazla sentezleyebilmislerdir.

Eger istenilen {irlin, antosiyaninler gibi renkli bir
bilesik ise, birikim yapan hiicrelerin ayrimi gorsel olarak
yapilabilmektedir. Siitlegen (Euphorbia millii) bitkisinin
yapraklarindan elde edilen beyaz-kirmizi renkli kalluslarda
stirekli kirmizi renkli boliimlerinin secilmesi ile yiiksek ve
stabil pigment (cyanidin monoglucoside) iireten hiicre
hatlarmin ~ se¢imi  yapilabilmistir  (Yomamoto ve
Mizuguchi, 1982). Yine tath patateste (Ipomea batatas)
kok dokularindan in vitro kosullarda olusturulan
kalluslarda antosiyanin igerigi yoniinden gozle seleksiyon

yapilmis ve 32 seleksiyon ¢emberi sonunda baslangictaki
kallusa gore 40 kat daha fazla antosiyanin iireten kallus
elde edilmistir (Nozue ve ark., 1987)

Diger taraftan daha yiiksek sekonder metabolit iireten
hiicre hatlarinin elde edilmesi i¢in mutagenler de
kullamlabilmektedir. Ornegin  X-151m  uygulamastyla
yiksek serpentin verimine sahip pervane g¢igegi
(Catharanthus roseus) hiicre hatlari elde edilmistir (Dues,
1978). 4000 R X 1g1n1 uygulamasiyla normale gore %30
daha fazla scolamin ireten Anisodus aculangulus hatlar
elde edilmistir (Guang-zhi ve ark., 1982). Yine 10 KR
gamma 151n1 uygulamasiyla yiiksek oranda serbest biotin
iireten lavanta (Lavandula sp) hiicre hatlari elde edilmistir
(Wataneba ve ark., 1982).

Oncii Bilesiklerin Ortama [lave Edilmesi

Bazi durumlarda belirli bir metabolitin {iretimi s6z
konusu metabolitin iiretim zincirinde yer alan bir Oncii
bilesik veya metabolit ara {irlini tarafindan smirlanir
(Johnson, 1993). Bu 6ncii bilesigin digardan ortama ilave
edilmesi metabolit iiretimini artirir. Genellikle, metabolitin
iiretim zincirinde Oncii bilesik ile metabolit arasindaki
uzaklik ne kadar fazla ise on bilesik ilavesinin metabolit
tiretimi iizerindeki etkisi o kadar azdir. Eger, mesafe yakin
ise Oncii bilesik ilavesi metabolit tiretiminde ¢ok Gnemli
artigsa neden olabilir (Johnson, 1993)

Capsicum frutescens hiicre kiiltiirlerine capsaicin
biyosentezinde son iiriine birkag halka uzaklikta bulunan
isocarpik asit ortama 5 mM konsantrasyonunda ilave
edildiginde capsaicin sentezi ¢ok 6nemli Sl¢iide artmistir
(Yeoman ve ark., 1980). Biyosentez zincirinde capsaicine
olduk¢a uzakta bulunan fenil alanin ilave dildiginde ise
capsaicin {iretimi ¢ok az artiy gostermistir (Lindsey ve
Yeoman, 1984).

Uyarict (elisitor) Bilesiklerin Kullaniimasi

Bitki hiicre kiiltiirlerinde sekonder metabolit {iretimini
artirmak  icin  biyotik ve  abiyotik  uyaricilar
kullanilmaktadir. Bir bitkinin  mikrobiyal saldiriya
ugradiginda antibiyotikleri ve kimyasallar {irettigi bilinen
bir olaydir ve mikroorganizmalarla ilgili belirli
molekiillerin  bitki hiicrelerinde sekonder metabolit
tiretimini uyardig1 bilinmektedir (Shylaraj, 1998). En iyi
karakterize  edilmis  biyotik  uyaricilar  mantar
orijinliuyaricilar ~ olan  glukan  polimerleri  ve
glikoproteinlerdir. Ayrica ultraviole iginlari, agir metal
tuzlar1 polilisin gibi kimyasallar abiyotik uyaricilardur.
Sekonder metabolit liretimini artirmak i¢in kullanilan bazi
uyaricilar Cizelge 3’de verilmistir.

Cizelge 3 Sekonder metabolit {iretimi artirma igin kullanilan uyaricilar”
Table 3 Elicitors used to increase the production of secondary metabolites

Uyarici (misel ekstrakti veya kiiltiir filtrati)

Sekonder metabolit Bitki tiirti
Thiophene Tagetus patula
Sanguinarine Eschschotzia
Diosgenin Dioscorea deltoides
Bezofurans Ageratiana adenophora
Berberin Thalictrum rugosum
Tropane alkaloidleri Datura Stramoneum
Ajmalicine Catharanthus roseus
Furanocoumarin Petroselinum hortensis
Medicarpin Cicer arietinum
Phytuberin Nicotiana tabacum
Capsaicin Capsicum annum
Anthraguinone Morinda citrifolia

Fusarium congutinans
Penicillum sp.

Rhizopus arrhizus
Saccharaomyces cerevisiae
Saccharaomyces cerevisiae
Phytophytophthora megasperma
Micromucor isobellina
Alterneria carthami
Ascochyta rabiei
Pseudomonas solanacearum
Gliocladium deliquescens
Aspergillus niger

“Kaynak: Rajendran (1994)
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Uyarict olarak salisik asidin kullamldigr Capsicum
chinense hiicre kiiltiirlerinde capsaicin verimi 3,7 kat
artmustir (Kehie ve ark., 2016). Astragalus membranaceus
sagak kok kiiltiirlerinde ise metil jasmonat kullanilarak
isoflavonoid verimi 9,7 kat artmistir (Gai ve ark., 2016).
Uyaric1 etkisinin, in vitro kiiltiir tipine, uygulanan
uyaricinin konsantrasyonuna ve siliresine bagli oldugu
bildirilmektedir (Giri ve Zaheer, 2106).

Gegirgenlik Saglayici Ajanlarin Kullanimi

Cogu zaman bitki hiicreleri tarafindan iiretilen
sekonder metabolit iiriinleri vakuollerde depolanmaktadir
(Murthy ve ark., 2014). Baz1 durumlarda ise sekonder
metabolit iriinleri spontan olarak hiicre disina
salgilanmaktadir. Vakuollerdeki sekonder metabolit
iiriinlerinin hiicre disina salinmasi igin organik ¢oziiciiler,
elektropermealizasyon, ultrasonikasyon gibi
uygulamalarla hiicreler gecirgen hale getirilir ve {irlin
salgilanir (Felix ve Mosbach, 1982). Atropin, berberin,
kafein, kinin, lupanin, nikotin, protopin, sikonin ve
kapsaisin hiicre digina salgilanan sekonder metabolit
triinleridir (Barz ve ark., 1990). Sekonder metabolit
iirtiniiniin vakuollerden hiicre disina salgilanabilmesi i¢in
plasma membrani ve tonoplastt gegmesi gerekir. Kitosan
gibi polisakkaritler gegirgenlik saglayict ajan olarak
kullanilabilmektedir.

Metabolizma Miihendisligi

Skopolamin, nikotin ve berberin ile ilgili biyosentetik
stirecte gdrev yapan birgok genin klonlanmis olmasi bu
alkoloidlerin metabolik miihendisligini miimkiin kilmistir.
Tarsgenik Atropa belladona ve Nicotiana sylvestris
bitkilerinde putrescin N-metiltransferaz (PMT)geni ve
ekspresyonu ve transgenik Coptis japonica bitkisinde ise
(S)- scoulerine 9-o0-metile estaraz (SMT) geninin
ekspresyonu  degistirilmigtir. PMT  geninin fazla
ekspresyonu Nicotiana sylvestyris bitkisinde nikotin
icerigini artirmigtir. Hyoscyamus muticus bitkisinden izole
edilen 6-B-hydroxilase geni A. rhizogenes bakterisi
araciligiyla Atropa belladona bitkisine aktarilmig ve
transgenik Atropa belladona bitkisininin koklerinde
normale gore 5 kat daha yiiksek scopolamine
konsantrasyonu saptanmustir (Sato ve ark., 2001).

Sonug

Yukarida da aciklandig1 gibi, giiniimiizde ekonomik
Oneme sahip sekonder metabolitlerin bazilar1 in-vitro
kiiltiirde bagarili bir gekilde iiretilebilmekte olup, diger
sekonder metabolit iiriinlerinin bu yontemle ticari olarak
iretilmesine yonelik yogun aragtirmlar siirdiiriilmektedir.
Ulkemizde tibbi ve aromatik bitkiler biiyiik miktarlarda
dogadan toplanarak i¢ ve dis satimi yapilmaktadir. S6z
konusu bitkilerin  sentezledigi sekonder metabolit
iriinlerinin bu bitkilerin doku ve organlarinin in vitro
kosullarda kiiltiirii ile ticari olarak iiretilmesine ydnelik
arastirmalarin yiirtiitlmesi tilkemiz dogal kaynaklarinin
stirdiirtilebilir kullanimina 6nemli katkilar saglayacaktir.
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