Tiirk Tarim — Gida Bilim ve Teknoloji Dergisi, 3(5): 261-270, 2015

Tirk Tarim - Gida Bilim ve Teknoloji Dergisi

www.agrifoodscience.com
Tiirk Bilim ve Teknolojisi

Tibbi ve Aromatik Bitkiler ile Sebzelerde Kok Kaynakh Sekonder
Metabolitlerin Uretiminin Artirilmasina Yonelik In Vitro Uygulamalar

Tunhan Demirci'”, Pmar Ozdamar?, Nilgiin Goktiirk Baydar®

'Siileyman Demirel Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Tarimsal Biyoteknoloji Béliimii, 32200 Isparta, Tiirkiye

MAKALE BILGIiSI

OZET

Gelis 20 Ekim 2014
Kabul 31 Aralik 2014
Cevrimigi baski, ISSN: 2148-127X

Anahtar Kelimeler:
Sekonder metabolit

In vitro

Kok kiiltiiri

Elisit6r

Agrobacterium rhizogenes

“Sorumlu Yazar:

E-mail: tunahandemirci@gmail.com

Ilag, gida, kozmetik, parfiimeri ve tarimsal miicadele sanayinde énem kazanan sekonder
metabolitler bitkilerde kok, siirgiin, yaprak, tohum gibi farkli organlarda sentezlenirler.
Bu bilesikler bitkilerde ¢ok diisiik diizeylerde sentez edildiklerinden yiikte hafif, saglamis
oldugu genis kullanim alanlari, etkinlikleri ve ekonomik 6nemleri ile de pahada agir olan
bilesiklerdir. Bitki koklerinde bulunan sekonder metabolitlerin geleneksel yontemlerle
elde edilmesi, bu bitkilerin dogadan ya da kiiltiir ortamlarindan sdkiimlerine ve degisik
yontemlerle izole edilmelerine dayanmaktadir. Dogadan bitki sokiimleri gen
kaynaklarinin yok olmasina neden oldugu gibi, arazi ve iklim kosullarindaki zorluk ve
farkliliklar, metabolit verim ve kalitesindeki farkliliklar ile fazla iggiicii gerektirmesi gibi
onemli sorunlar1 da beraberinde getirmektedir. Bu nedenle geleneksel yontemlere gore
daha ekonomik, yiiksek verim ve kalitede metabolit {iiretimini saglayacak yeni
yaklagimlara ihtiyag duyulmus ve bdylece in vitro teknikler énem kazanmustir. Bu
derleme ile sonraki ¢aligmalara yol gostermesi i¢in kok kaynakli sekonder metabolitlerin
retimini artirict in vitro uygulamalar hakkinda bilgiler verilmesi amaglanmugtir.
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Secondary metabolites, gaining importance in pharmaceutical, cosmetic, perfumery, food
industry and agrarian struggle, are synthesized in different organs such as root, leaves,
shoot and seed in plants. These compounds are defined as “light in bulk” because of the
low synthesis rate but “high in value” because of the wide range of applications, activities
and economic values. Obtaining of the secondary metabolites found in roots by
conventional methods is based on dismantling of these plants from the nature or the
cultural field and isolating by the different methods. Detachment of plants from nature
causes the loss of genetic resources. And it has some difficulties as the challenges and
differences in terrain and climate conditions, low metabolite yield and quality and more
labor. Thus a new approaches is needed to enable more economic, higher metabolite yield
and quality compared to the conventional methods. Therefore, in vitro techniques have
gained importance. With this review, it was aimed to inform in vitro applications used to
increase root-related secondary metabolites production in order to guide future
researches.
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Giris

Sekonder metabolitler, bitkilerin yasamsal
fonksiyonlar1 iizerinde primer metabolitler kadar etkili
olmayan, ancak bitkilerin savunma sisteminin énemli bir
pargasini olusturan bilesiklerdir. Ayrica, basta ilag sanayi
olmak tizere; gida, kozmetik ve zirai miicadele sektoriinde
ekonomik acidan yeri doldurulamaz bilesikler olan
sekonder metabolitler, bitkilerin yaprak, siirgiin, dal, ¢icek
organlari, meyve, meyve kabugu, tomurcuk, tohum gibi
cok farkli organlarinda sentez edilip, depolanabilirler
(Vanisree ve ark., 2004; Mirona ve ark., 2013; Douglasa
ve ark., 2014; Samber ve ark., 2014). Birgok degerli
metabolitin sentez edildigi yerlerden biri de koklerdir
(Flores ve ark., 1987; Hartmann, 1996; Wink, 2011).

Kok kaynaklt sekonder metabolitlerin geleneksel
yontemlerle elde edilmesi, bitkilerin topraktan sokiilmesi
ve koklerin degisik yontemlerle ekstraksiyonuna
dayanmaktadir. Bu durum plantasyonlarin her yil
yenilenmesi zorunlulugunu gerektirdigi gibi, o6zellikle
dogada yetisen bircok bitki i¢cin yok olma tehlikesini de
beraberinde getirmektedir. Biitiin bu zorluklar1 agmak ve
dogadaki tahribati 6nlemek i¢in in vitro teknikler 6zellikle
kok kaynakli metabolitler i¢in biiylik bir firsat
sunmaktadir. Ancak metabolit verimliliginin ¢ok daha
yiiksek seviyelere cikartilmasi gerekmektedir
(Ramachandra ve Ravishankar, 2002; Lila, 2005).

In vitro tekniklerle sekonder metabolit tretiminde
verim ve kaliteyi artirmak ve iretimi daha ekonomik
kilmak amaciyla bircok digsal uygulama kolaylikla
yapilabilmektedir. Bu derleme ile in vitro kosullarda kok
kaynakli sekonder metabolitlerin iiretiminin artirilmasini
saglayan uygulamalar hakkindaki son yaklagimlar bir
araya getirilmis ve gelecek calismalara yol gostermesi
hedeflenmistir.

Kok Kaynakh Sekonder Metabolitlerin Uretimini
Artirmaya Yonelik Yapilan In Vitro Uygulamalar

Farkl1 kullanim alanlar1 ile dikkat ¢eken birgok énemli
sekonder metabolit koklerde sentezlenmektedir. Yiikte
hafif, pahada agir olan bu metabolitlerin sentezini
artrmak i¢in in vitro kosullarda farkli uygulamalar
yapilmakta olup; bunlar asagida maddeler halinde
sunulmustur.

Besin Ortami Igeriklerinde Yapilan Degisimler
In vitro kosullarda sekonder metabolit tiretiminde

kullanilan ~ besin  ortamlarmin  igeriginde yapilan
degisimler, sekonder metabolit birikimini etkileyen
Onemli bir faktordiir. Nitekim sakkaroz, mineral

maddeler, biiylimeyi diizenleyiciler gibi ortam bilesenleri
ile pH ve ortam kuvvetinde yapilan degisimlerle sekonder
metabolit birikimin artirilabilecegine yonelik ¢ok sayida
arastirma sonucu bulunmaktadir. Bu aragtirmalar Tablo
1°de sunulmustur.

Kiiltlir ~ ortamlarinda  koklerin ~ iyi  derecede
gelisebilmesi ve sekonder metabolit iiretebilmesi igin en
kritik olgulardan birisi ortam sartlaridir. Yiiksek miktarda
kok iretimine uygun olan besin ortamlari, kok
bliylimesinin ve {iretilen sekonder metabolitlerin
miktarinin artmasi saglamaktadir (Baque ve ark., 2010)

Tablo 1’de de goriildiigli iizere besin ortamlarinda
sekonder metabolit birikimi iizerine olan etkilerinin
incelendigi en Onemli bilesenlerin baginda biiylimeyi

diizenleyici maddeler gelmektedir. Kok kiiltiirlerine bitki
bliyime  diizenleyicileri  eklendiginde  fenilalanin
amonyum liyaz, klorofilaz ve peroksidaz enzimlerinin
artmasina sebep oldugu, bu metabolik degisimler
sonucunda sekonder metabolit madde iiretiminin arttig
bilinmektedir (Abbasi ve ark., 2012). Bitki biiylime
diizenleyicilerinin hiicre bdliinmelerini, biiylimelerini ve
uzamalarini etkiledikleri gibi bir¢ok bitkide sekonder
metabolit tiretimini de artirdiklar1 bilinmektedir. Fenolik
bilesiklerin biyosentez basamaklarinda etkili olan indol-3-
biitirik  asit (IBA), indol-3-asedik asit (IAA), 1-
Naftalinasetik asit (NAA), Kinetin, Benzil amino piirin
(BA), Thidiazuron (TDZ) ve Giberellik asit (GA3)’lin
koklerde sekonder metabolit miktarini artirdigi yapilan
bir¢ok caligsma ile tespit edilmistir (Tablo 1).

Farkli kuvvetlerde hazirlanan besin ortamlarinda
inokiile edilen kok kiiltiirleri sekonder metabolit iiretimini
artirmada kullanilan ydntemlerden biridir. Sekonder
metabolitlerin liretimi kadar kdoklerin yas ve kuru
agirliklarinin miktart da onemlidir. Nitekim hazirlanan
besin ortami elementleri koklerin gelisimi igin ideal
sartlart yerine getirmekle, kok kuru ve yas agirhigini
artirarak sekonder metabolit maddelerin iiretim miktarimin
da artmasina neden olmaktadir (Tablo 1). Ayrica, besin
ortamlarmin miktarlarinda yapilan degisiklikler bitkilerde
stres faktorii olarak algilanarak bitkinin savunma
mekanizmasinin aktiflesmesine ve ilgili genlerin etkisi ile
sekonder metabolit liretiminin tesvik edilmesine neden
olmakatdir (Giri ve Narasu, 2000).

Besin ortamlarinda kullanilan karbon kaynag: da kdk

kiiltiirlerinde gelisimi etkileyen Onemli faktdrlerden
biridir. Farkli karbon kaynaklar1 (sakkaroz, glikoz,
fruktoz, maltoz glikoz+fruktoz, sakkaroz+glikoz ve

fruktoz+sakkaroz) kullanilarak kok gelisimi ve sekonder
metabolit birikimi arastirilmigtir (Tablo 1). Sekerlerin
sekonder metabolit iretimini artirmasi, osmotik strese
kars1 hiicrelerin verdigi tepkiden kaynaklanmaktadir (Do
ve Cormier 1990). Ayrica sekerlerin, kalkon sentez geni
gibi icinde antosiyaninlerin de bulundugu fenolik
bilesiklerin sentezinde rol alan genlerin ekspresyonunu
saglayarak da bu bilesiklerin birikimini artirdiklari
bilinmektedir (Takeuchi ve ark., 1994).

Kok kiiltiirlerinde besin ortami bilesenlerinin disinda
kullanilan bazi kimyasal maddelerin de sekonder
metabolit Uretimi iizerine olan etkileri incelenmis;
Echinacea purpurea bitkisinde nitrat (Wu ve ark., 2006),
Oldenlandia umbellata bitkisinde ise hindistan cevizi siitii
(Siva ve ark., 2012) uygulamalarinin sekonder metabolit
miktarinin artirilmasini sagladigi tespit edilmistir (Tablo
1). Nitekim nitrat ve fosfat yapilarinda azot
bulundurduklar1 i¢in besin ortami igeriginde varolan
elementler olup, aminoasitlerin ve  proteinlerin
olusumunda rol aldiklar1 i¢in sekonder metabolit
iretimine de etki etmektedirler (Yamakawa ve ark.,
1983).

Kiiltiir Sartlarimin Degistirilmesi

In vitro kosullarda sicaklik, 151k, ¢alkalama hiz1 gibi
fiziksek sartlarda yapilan degisimler de sekonder
metabolit iiretimini artirict  etkilerde bulunmaktadir.
Sicaklik ve 1s1k in vitro kiltiirlerde hiicre veriminde artig
ya da azaliglarla sekonder metabolit birikimini uyarirken;
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calkalama hizi sivi kiiltiirlerde homojen dagilimi ve
hiicrelerin ~ siirekli yer degistirmesi ile oksijene
ulagilmasini saglayarak metabolit verimini
degistirmektedir (Bourgaud ve ark., 1999; Kuzovkina ve
ark., 2001; Shibasaki-Kitakawa ve ark., 2003). Ortamin
fiziksel sartlarinda yapilan degisikliklerin kok kaynakli
metabolitlerin verimi iizerine olan etkilerinin incelendigi
¢aligmalar Tablo 2’de sunulmustur.

Sagak kok kiiltlirlerinde, farkli 151k yogunluklarinin
(Liu ve ark., 2002), 1giklandirma siirelerinin (Wu ve ark.,
2007a) ve farkli dalga boylarmndaki 1g1k uygulamalarinin
(Wang ve ark., 2001), kok gelisimi ve sekonder metabolit
birikimini 6nemli Ol¢lide etkiledigi belirlenmistir.
Karanlik ve 151k altinda biyiitiilen Echinacea purpurea

Tablo 1 Besin ortamu igeriklerinde yapilan degisiklikler

bitkisinde 15181n etkisinin kabul edilebilir diizeyde
oldugunu ve kafeik asit miktarlarimin 6nemli derecede
artirdigini tespit eden Guarnerio ve ark., (2012), gevresel
etmenlerin kullanilarak bitki metabolizmasi ile sekonder
metabolit birikiminin 6nemli Olciide degistirilebilecegini
ifade etmislerdir.

Sicaklik ve 151k, kok kaynaklt metabolit verimini
etkileyen en 6nemli faktorler arasinda yer almakta olup;
sicaklik stresi, bitkilerde protein denatiirasyonu, lipit
stvilagmast ve membrani bitiinligiiniin bozulmast gibi
birgok  fizyolojik, biyokimyasal ve  molekiiller
degisikliklere neden olur (Levit, 1980). Bu degisiklikler
sonucunda stres sinyallerinin etkisi ile sekonder metabolit
iiretimi artar (Zobayed ve ark., 2005).

Besin Ortaminda yapilan

degisiklik Bitki Sekonder metabolit Kaynak
2-chloro-4-pyridyl-N- - .
phenylurea (CPPU) Artemisin annua Artemisin Oba ve ark., 2012
BA, Z-isopentenyladenine, Artemisia annua Artemisin Weathers ve ark., 2005

Absisik asit, Gibberellik asit
Farki kuvvetlerdeki B5, MS
ve SH ortamlari

Farkli karbon kaynaklar1
Farkli kuvvetlerdeki MS

Rubia akane
Withania somnifera

Echinacea purpurea

ortamlari

Farkli kuvvetteki MS Hypericum perforatum
ortamlari

Giberellik asit Echinacea purpurea
Giberellik asit Echinacea purpurea
Hindistan cevizi siitii Oldenlandia umbellata
IAA Morinda royoc

IAA, NAA Hyoscyamus muticus
IAA, NAA, IBA Rubia akane

IBA, IAA ve NAA
IBA, IAA, NAA, Kinetin,

Echinacea angustifolia

Hypericum perforatum

BA, TDZ
Sakkaroz Hypericum perforatum
Sakkaroz Rauvolfia serpentina

Park ve Lee, 2009
Praveen ve Murthy., 2012
Wu ve ark., 2007a

Alizarin, Purpurin

Vitanolid

Kaftarik asit, Klorogenik
asit, Kikorik asit

Hiperisin, Klorogenik asit,
fenolikler, flovonoidler
Kaftarik asit, Kikorik asitin
Ekinokosit, Kaftarik asit,

Cui ve ark., 2010
Jones ve ark., 2009
Abbasi ve ark., 2012

Kikorik asit

Antrakinon Siva ve ark., 2012
Antrakinon Borroto ve ark., 2008
Skopolamin Vanhala ve ark., 1998

Park ve Lee, 2009
Wau ve ark., 2006

Cui ve ark., 2010

Alizarin, Purpurin
Fenolikler ve Flavonoidler
Hiperisin, Klorogenik asit,
fenolikler, flovonoidler
Hiperisin, Klorogenik asit,
fenolikler, flovonoidler
Reseprin

Cui ve ark., 2010
Pandey ve ark., 2014

Tablo 2 Ortam sartlarinda yapilan degisimler

Ortam sartlarinda yapilan

oo Bitki Sekonder metabolit Kaynak
degisim

Isik Echinacea purpurea Antosiyanin Abbasi ve ark., 2007
Echinacea purpurea Kafeik asitler Guarnerio ve ark., 2012

Isik yogunlugu Artemisia annua Artemisin Liu ve ark., 2002

Isik dalga boylar Artemisia annua Artemisin Wang ve ark., 2001
Panax ginsen Ginsenozit Yu ve ark., 2005

Stcaklik + 151k Echinagea pu?purea Kafeik asitler Wu ve ark., 2007a

Sicaklik Beta vulgaris Fenolik bilesikler Thimmaraju ve ark., 2002
Beta vulgaris, Betalanin, Thimmaraju ve ark., 2002

pH Withania somnifera, Fenolik bilegikler Wau ve ark., 2006
Echinacea angustifolia Fenolik bilesikler Praveen ve Murthy., 2012

pH, amonyum/nitrat oranlari,
farkli kuvvetteki MS
ortamlari

Echinacea angustifolia

Fenolikler ve Flavonoidler,

kafeik asit tiirevleri Wu ve ark., 2006

Ultrasonik ses dalgalari

Beta vulgaris,
Echinacea purpurea

Betalanin
kafeik asit tiirevleri

Thimmaraju ve ark., 2002
Liu ve ark., 2012
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Is1gin, bitkilerin biiyiimesi ve gelismesi (Halliday ve
Fankhauser, 2003) {izere olan etksinin yaninda, primer ve
sekonder metabolitlerin iiretiminde de etkili oldugu
bilinmektedir (Hemm ve ark., 2004; Liu ve ark., 2002;
Vazquez-Flota ve De Luca 1998). Nitekim 1518mn
antosiyanin  birikimini artirdigt  kabul gormiis ve
kanitlanmis bir olgu olup, 15181n fotooksidatif strese neden
olarak, hiicrelerin 1518a tepki olarak antosiyanin sentezini
arttirdiklari tespit edilmistir (Song ve Lee 1998).

Karanlik kosullar altinda kiiltiire alinan kdklerin daha
kalin olmakla birlikte, aydinlik kosullarda kiiltiire alinan
koklerin antosiyanin ve kafeik asit tiirevleri birikiminin
daha fazla oldugu belirlenmistir (Abbasi ve ark., 2007).
Kok Kkiiltiirlerinde sekonder metabolit birikimi iizerine
sicaklik ve 15181n birlikte etkilerini inceleyen Thimmaraju
ve ark., (2002) kok miktar1 ve ginsenosit miktari
acisindan en uygun kosullarin 20°C’de 16 saat 151k,
13°C’de 8 saat karanlik wuygulamasinin oldugunu
belirlemiglerdir. Yu ve ark., (2005) ise kok gelisimi ve
sekonder metabolit {iretiminin artirilmast igin  kok
kiltirlerine 16 saat aydmlik, 8 saat karanlik
fotoperiyodunda farkli sicakliklarin etkilerini arastirmus,
aydinlik ve karanlikta farkli sicakliklarda sekonder
metabolit liretiminde 6nemli derecede degisimler tespit
etmistir. Ayni1 c¢aligma igerisinde aydinlik ortamda
kullanilan 1siklandirmanin ve 151k renginin de oOnemli
oldugu, en yiiksek sekonder metabolit iiretiminin sirasiyla
kirmizi 1s1k, karanlik, mavi 151tk ve florasan 1s18inda
oldugu bildirilmistir.

Kok kiiltiirlerinde kok gelisimi ve sekonder metabolit
birikimini etkileyen bir diger faktér de pH olup, farkli
bitkilerde yapilan ¢alismalarda sekonder metabolit
iretiminin artirilmasinda oldukga etkili oldugu tespit
edilmigtir (Thimmaraju ve ark., 2002; Wu ve ark., 2006;
Praveen ve Murthy, 2012). Bu ¢alismalarda pH’daki
degisimlerin ortamin asitligini ya da bazligin1 degistirerek
bitki materyalleri {lizerinde strese neden oldugu ve bu
sekilde metabolit birikimini artirdig1 ifade edilmistir.

Sonikasyon  (ses dalgalar1  uygulamasi) kok
kiiltiirlerinde etkili oldugu gosterilmis diger bir stres
faktoriidiir. Sonikatoér adi verilen bir cihaz yardimi ile
bitkiler ultrasonik ses dalgalarina maruz birakildiklarinda,

gazlarin ve S1v1 besinlerin taginimi ile
fermantasyonlarindaki hizlanma sonucunda biyolojik
aktivitelerinin artmasina neden olmaktadir.

Metabolizmadaki bu ani artis bitkilerde strese neden
olmakta ve sekonder metabolit iiretimini artirmaktadir
(Wu ve Ge, 2004; Wang ve ark., 2006). Beta vulgaris
bitkilerine ait sacak kok kiiltirlerinde %8-12’1ik artig
saglandig1 ve sekonder metabolit birikiminin arttig1 tespit
edilmigtir (Thimmaraju ve ark., 2002). Liu ve ark., (2012)
Echinacea purpurea sagak kok kiiltiirlerinde ultrasonik
uygulamalarin sagak koklerde biiylimeyi uyarmasinin ve
kikorik asit tiirevlerinin sentezini artirmasinin, IAA
biyosentezinin artisina ve fenilalanin amonyum liyaz
(PAL) aktivitesinin degigmesine bagli olarak meydana
geldigini bildirmislerdir (Tablo 2).

Onciil Maddelerin Ortama Ilave Edilmesi

Sekonder metabolitin biyosentez yolunun baslangig
veya ana Urlinlerinden olan, yani iriiniin Onciisi
niteligindeki bilesigin ortama eklenmesiyle sekonder

metabolit tiretimi artirilabilmektedir (Kuzovkina ve ark.,
2001; Vukovi¢ ve ark., 2013). Kok Kkiiltiirlerinde
ortamlara Onclil maddelerin ilave edilmesi yeni
sayilabilecek bir uygulama olmakla birlikte, bu konuda
yapilmis calismalarda onemli sonuglar elde edilmistir
(Tablo 3).

L-fenilalanin = fenolik  bilesiklerin  biyosentez
basamaginda ara {irlinlerin sentezlenmesi ile sekonder
madde miktarim1 artiran ve bu tip uygulamalarda
kullanilan Onemli bir onciil madde olarak dikkat
cekmektedir. Taxus media (Syklowska-Baranek ve ark.,
2009) ve Scutellaria baicalensis (Kuzovkina ve ark.,
2001) kok kiltiirlerinde farkli  konsantrasyonlarda
kullanilan L-fenilalaninin, taksan ve fenolik bilesik
miktarlari1 6nemli derecede artirdigi tespit edilmistir.
Silybum marianum tiirinde ise 10 pM konsantrasyonunda
kullanilan L- fenilalanin silymarin {iretimini 1,84; 100
uM konsantrasyonunda ise 4,64 kat artirdig1 belirlenmistir
(Rahimi ve ark., 2011).

Sitronella da iridoid bilesiklerin sentezinde yer alan
bir diger onciil maddedir. Nitekim Valeriana amurensis
kok kiiltlirlerinde kullanildiginda iridoid yapisindaki
bilesikleri artirdigr bilinmektedir (Cui ve ark., 2012).
Rauwolfia serpentina bitkisinin koklerinde bulunan
reseprin miktarini arttirmak igin, reserpin biyosentez
basamaginda  Onciil  madde olan  triptaminin
kullanilmasinin da oldukga etkili bir uygulama oldugu
tespit edilmistir (Panwar ve Guru, 2013). Rubia tinctorum
kok  Kkiiltiirlerinde  iretilen antrokinon maddesinin
biyosentez basamaginda karomik asit ve sikimik asit
yollar1 bulunmaktadir. Bu yollara gulutamat ve prolin
onciil maddelerinin eklenmesi ile glutamatin, antrokinon
miktarmi  %30; prolinin ise %12 oraninda artirdigi
saptanmustir (Perassolo ve ark., 2007; Perassolo ve ark.,
2011).

Elisitor Uygulamalart

Biyotik ve abiyotik stres faktorlerinin bitkilerde
savunma mekanizmalarimi tetikledigi ve bu savunma
sisteminin énemli birer dgesi olan sekonder metabolitlerin
sentezini  artirdigi  bilinmektedir  (Ramakrisha ve
Ravishankar, 2011). Bu nedenle in vitro kosullarda
kiiltiirleri strese sokan faktorler kullanilarak sekonder
metabolit birikimini artirma egilimi birgok bitkide farkli
metabolitlerin ~ elde  edilmesinde  yaygin  olarak
uygulanmaktadir (Tumova, 1999; Zhao ve ark., 2010;
Cetin ve ark., 2011; Cetin ve ark., 2012). Tablo 4’ de
goriildiigii tizere kok kiiltirlerinde fungal, bakteriyel ve
maya kaynakli biyotik elisitorler ile polisakkaritler,
glikoproteinler, inaktif enzimler, ksantan ve kitosan, agir
metal tuzlar1 gibi abiyotik elisitorler ¢esitli sekonder
metabolitlerin {iretiminde kullanilmistir (Guo ve ark.,
1992; Rajendran ve ark., 1994; Ramachandra ve ark.,
1996).

Absisik asit, salisilik asit, dimetil silfoksit, kitosan
gibi farkli maddelerin kok Kkiiltiirlerinde kullanildigt
calismalarda, dimetil siilfoksitin kiiltliriin canliliina ve
sekonder metabolit iretimine olumsuz etkilerde
bulundugu; kitosan, absisik asit ve salisilik asidin hem
kok gelisimini hem de sekonder metabolit iiretimini
artirdig1 tespit edilmistir (Shinde ve ark., 2009; Panwar ve
Guru, 2013).
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Tablo 3 Onciil madde uygulamalari

Onciil madde

Bitki

Sekonder metaboliti

Kaynak

Sitronella
L-fenilalanin
Triptamin

Prolin ve aminoindan-
2-fosforik asit
Gulutamat, Prolin
L-fenilalanin
L-fenilalanin, p-amino
benzoik asit

Valeriana amurensis
Scutellaria baicalensis
Rauwolfia serpentina
Rubia tinctorum

Rubia tinctorum
Silybum marianum
Taxus media

Iridoid bilesikler, Valtrate
Baikalein

Reseprin

Antrokinon

Antrokinon
Fenolikler, flavonoller ve silymarin
Paklitaksel

Cui ve ark., 2012
Kuzovkina ve ark., 2001
Panwar ve Guru, 2013
Perassolo ve ark., 2007

Perassolo ve ark., 2011
Rahimi ve ark., 2011
Syklowska-Baranek ve ark.,
2009

Tablo 4 Kok kaynakli metabolitlerin artirilmasina yonelik yapilan elisitér uygulamalari

Bitki Elisitér Sekonder Metabolit Kaynak

Rubia tinctorum JA, SA Antrokinon Orban ve ark.,2007.

Pharbitis nil MJ Umbelliferon, skopoletin, skimin Yaoya ve ark., 2004.

Panax ginseng MJ Ginsenozit, triterpen saponinleri Palazon ve ark., 2003,

Taxus media MJ Paklitaksel, 10-deasetilbakkatin Syklowska-Baranek ve ark.,

2009.

Salvia miltiorrhiza MJ Litospermik asit, rosmarinik asit Cheng ve ark., 2013.

Anisodus luridus SA Tropon alkaloitleri Qin ve ark.,2014.

Brugmansia candida | SA Tropan alkaloit, skopolamin, Sandra vd, 2000.
hiyosiyamin

Rauwolfia SA Respirin Panwar ve Guru, 2013.

serpentina

Psoralea corylifolia | SA Dadzein, genistein Shinde ve ark., 2009.

Datura metel SA Skopolamin, hiyosiyamin Ajungla ve ark., 2009

Rubia tinctorum

Salvia miltiorrhiza
Brugmansia candida
Solanum tuberosum

Pharbitis nil
Panax ginseng

Datura metel
Echinacea purpurea
Datura metel

Taverniera
cuneifolia

Beta vulgaris
Rubia tinctorum

Oxalis tuberosa
Linum albiim
Scopolia parviflora

Salvia miltiorrhiza

Ag', As**, As™, Cd*,
Cu*, Ga*" Hg*", In**,
Ni%, Pb*? Se** zn?*,
Kitosan

Ag', Co™ Cd**, Maya
ekstrakt1

AgNO;, Maya ekstrakti
B-cyclodextrin

CuSQO,

Kitosan, VOSO, (Vanadyl
sulfate)

NaCl, Na,SO,, CaCl,,
AICls,

NO (SNP)

Apergillus niger,
Alternaria Sp, Fusarium
monoliforme

Rhizobium
leguminosarum,
Agrobacterium
tumefaciens

Penicillium notatum
Phytium, Botrytis

Phytosphtora cinnamoni
Piriformospora indica
Pseudomonas aeruginosa,
Bacillus cereus,
Staphylococcus aureus
Trichoderma atroviride,
Bacillus cereus

Antrokinon

Tashinon, rosmarinik asit,
litospermik asit

Tropan, skopolamin, hiyosiyamin
Seskiterpene(rishitin, fituberol
lubimin, fituberin), lipoksigenas
Umbelliferon, skopoletin, skimin
Ginsenozit

Skopolamin, hiyosiyamin

Fenolikler, flavonoidler, kafeik asit
turevleri
Skopolamine, hiyosiyamin

Glisirizik asit

Betalin

Antrokinon, 1,4-
Dihydroxyanthraquinone
(quinizarin), Alizarin, Purpurin
Harmaline, harmine

Lignan

Skopolamin

Tanshinon

Maitani ve ark., 1996,
Vasconsuelo ve ark., 2003

Yan ve ark., 2000, Zhao ve
ark., 2010, Xiao ve ark.,
2010, Cheng ve ark., 2013.
Sandra vd, 2000
Komaraiah ve ark.,2003

Yaoya ve ark., 2004
Palazon ve ark., 2003

Ajungla ve ark., 2009
Wu ve ark., 2007b

Ajungla ve ark., 2009

Award ve ark., 2014

Savitha ve ark.,2006
Boka ve ark., 2002, Orban
ve ark.,2007

Bais ve ark., 2003
Kumar ve ark., 2012
Jung ve ark., 2003

Wu ve ark., 2007¢c, Ming ve
ark., 2013
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Tablo 5. Kok kaynakli sekonder metabolit birikiminin artirilmasi ig¢in Agrobacterium rhizogenes’le sacak kok

uyariminin yapildig1 aragtirmalar

Bitki Sekonder Metabolit

Kaynak

Atropa belladonna
Camptotheca acuminate
Echinacea purpurea

Atropin

Gingko biloba Ginkgolides
Gmelina arborea Verbaskozit
Gynostemma pentaphyllum Saponin
Gymnema sylvestre Gimnemik asit
Linum flavum Koniferin
Lithospermum erythrorhizon Shikonin

Ocimum basilicum
Ophiorrhiza pumila
Papaver somniferum

Kamptotesin, kuinolin

Puararia phaseoloides Puerarin
Rauvolfia micrantha Ajmalisin, ajmalin
Rubia tinctorum Lusidin
Saussurea medusa Yaseosidin,

Tagetes patula

cistagetone

Kamptothekin,10hidroksikamptothekin
Kikorik asit, klorogenik asit, kaftarik asit

Rosmarinik asit, kafeik asit

Morfin, sanguinarin, kodein

Thiopen,piperitone, piperitenone, Limonen,

Jung ve Tepfer, 1992
Lorence ve ark., 2004.
Liu ve ark., 2006

Ayadi ve ark., 2003
Dhakulkar ve ark., 2005
Noberg ve ark., 2004
Nagella ve ark., 2013
Lin ve ark., 2003
Shimomura ve ark., 1991
Bais ve ark., 2002

Saito ve ark., 2001

Le Flem-Bonhomme ve ark.,2004
Shi ve Kintzios, 2003
Sudha ve ark., 2003
Nakanishi ve ark., 2005
Zhao ve ark., 2004

Buitelaar ve ark.,1991

Farkli mineral maddeler de in vitro kiiltiirlerde
metabolit tiretimini tegvik etmek amaciyla elisitor olarak
bir ¢ok bitki kiiltiiriinde kullamlmis; bu ¢alismalarda Li*,
Fe** Rb*, Sr**, zr**, Cs*, Hf*', Ti*", Co®, Cu*, Pd*", Ag",
Cd*, Hg", Pt**, Pb*, Cu®*, Fe*", Co®*, Ni**, Zn®* gibi agir
metallerin strese neden olarak hem kiiltiir canlilig1 hem de
metabolit birikimini etkiledigi belirlenmistir (Cobbett,
2000; Schiitzendiibel ve ark., 2001; Schiitzendiibel ve
Polle, 2002; Ali ve ark., 2006). Ancak bu agir metallerin
daha c¢ok koklerde biriktigi bilinmekle birlikte, kok
kiiltiirlerinde ~ bunlarin  metabolit  birikimine olan
etkilerinin incelendigi arastirma sayist olduk¢a smirlidir.
Bu ¢alismalarin birinde Salvia miltiorrhiza sagak kok
kiiltiirlerinde Ag" uygulamasmin Litospermik asit ve
onciil maddesi olan rosmarinik asitin {iretimini tesvik
ettigi belirlenmistir (Xiao ve ark., 2010). Cheng ve ark.,
(2013) ise Ag" uygulamasinmn, elisitor olarak cokca
kullanilan Metil Jasmonat uygulanmasina gore sekonder

metabolit birikimini daha fazla artirdigin1 tespit
etmislerdir.
Datura metel sagak kok kiiltlirlerinde farkli

konsantrasyonlarda NaCl, Na,SO,, CaCl,, SA, AICl;
kullanilmast ile tibbi olarak olduk¢a Onem tastyan
hiyosiyamin ve skopolamin metabolitlerinin iiretiminin
artirlldigr saptanmistir (Ajungla ve ark., 2009). Nitrik
oksidin elisitor olarak kullanildig1 bir diger ¢alismada da,
nitrik  oksidin  Echinacea purpurea’ya ait kok
kiiltiirlerinde fenolikler, flavonoidler ve kafeik asit
tiirevlerinin miktarinda onemli derecede artigslara neden
oldugu tespit edilmistir (Wu ve ark., 2007b).

Bitkilerde kok kaynakli metabolitlerin  birikimini
artirmada kullanilma potansiyeline sahip elisitorlerden
biri de, bazi bakteriler ve mantarlarin kullanildig1 biyotik
stres uygulamalaridir. Bu ¢alismalardan  birinde,
Taverniera cuneifolia sagak kok kiilttirlerinde ilag ve gida
sanayisinde olduk¢a dnemli olan glisirizik asit {iretimini
artirmak i¢in 5 farkli bakteriyel ve 5 farkli fungal elisitor
kullanilmigtir.  Arastirma sonunda bakteriyal elisitor
olarak kullanilan Rhizobium leguminosarum’un glisirizik

asit iretimini Onemli derecede artirdigi belirlenmistir
(Awad ve ark., 2014). Fungus olan Trichoderma
atroviride (Wu ve ark., 2007c) ile Bacillus cereus (Ming
ve ark., 2013) bakterisinin, tanshinon biyosentezinde
onciil olan bilesiklerin sentezinden sorumlu genleri aktif
hale getirerek basta tanshinon olmak {izere bazi
metabolitlerin birikimini artirdigi saptanmustir. Apergillus
niger, Alternaria Sp, Fusarium monoliforme kullanilmasi
ile de Datura metel bitkisinin kdklerinde hiyosiyamin ve
skopolamin iretiminin artirildigt  tespit  edilmistir
(Ajungla ve ark., 2009).

Agrobacterium rhizogenes Transformasyonu ile Sacak
Kok Olusumunun Uyarilmasi

In vitro kosullarda kok kaynakli metabolitlerin elde
edilmesinde kullanilabilecek alternatif yontemlerden biri
de Agrobacterium rhizogenes araciligiyla yapilan sagak
kok olusumunun uyarilmasidir. Sagak kok kiiltiirleri,
genetik ve biyokimyasal istikrarlart nedeniyle birgok
bitkide degerli metabolitlerin standart bir sekilde
iretilebilmesi i¢in umut verici bir in vitro yontem olarak
gorililmektedir (Liu ve ark., 2006).

Agrobacterium rhizogenes bitkilerde hastalik yapici
gram negatif bir toprak bakterisidir ve sagak kdklenmeyi
arttirier etkisi bulunmaktadir. Bitki ile etkilesimi sirasinda
Ri plazmiti lizerindeki rol genlerini, etkilesime gectigi
bitkinin niikleer genomuna aktarir ve sinirsiz biiyiime
potansiyeline sahip koklerin olugsmasina neden olur. “rol”
genleri, rolA, rolB ve rolC genlerinden olusmaktadir. Her
birinin ayr1 ayr1 sekonder metabolitlerin sentezlenmesini
uyardig1 bilinmektedir. Fakat en gii¢lii etki rolB geninde
olup, bunu rolC ve rolA genleri izlemektedir.
Agrobacterium rhizogenes plazmitindeki T-DNA’nin
konuk dokuya aktarilmastyla, bakteriyal DNA’da bulunan
oksin sentez genleri (rol genleri) konuk¢u dokuya aktarilir
ve ¢ok miktarda kok olusumu saglanir (Ambros ve ark.,
1986). Aym zamanda da hastaliga karsi savunmada
gorevli genlerin uyarilmasi ile sekonder metabolit
sentezinin artmasima neden olmaktadir. Bu nedenle de
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Agrobacterium rhizogenes bulastirmasi ile elde edilen
sacak kok Kkiiltiirleri, bazi tibbi 6neme sahip bitkilerin
sekonder metabolitlerini iiretmek i¢in olduk¢a 6nemli bir
biyoteknolojik yontem haline gelmistir (Sharma et al.,
2013). Nitekim sagak kokler, distan herhangi bir oksin
kaynagina ihtiyag¢ duymadan hizli gelisme saglamalari,
genetik stabilitelerine ilaveten metabolit verimlerinin
yiiksek olmasi gibi avantajlara sahiptirler. Sagak kok
olusturma yetenegi sayesinde kok kaynakli bilesiklerin
iretimi daha kolay ve hizli yapilabilmektedir (Flores ve
ark., 1999). Agrobacterum rhizogenes transformasyonu
ile kdk kaynakli metabolitlerin {iretiminin artirilmasina
yonelik ¢aligmalar Tablo 5’de sunulmustur.

Biyoreaktorlerin Kullanilmasi

Biyoreaktorler, sekonder metabolitlerin kontrollii
ortamlarda ve operasyon kosullarinda (pH, sicaklik,
basing, besi ve atik ortami vb.) iiretilmesini saglayan
sistemlerdir. Bu sekilde kiiltiir kapasitesini bir kag litreden
yiizlerce litreye kadar ¢ikarmak miimkiin olmaktadir. Bu
sistemler sayesinde hiicre siispansiyon kiiltiirleri ile
sekonder metabolit iiretimi endiistriyel anlamda biiytlik
avantaj saglamistir. Fakat yiiksek degerli metabolitlerin
hiicre Kkiiltiirleri ile iiretilmesi oldukga zordur ve g¢ogu
zaman hiicre kiiltlirleri ile yiiksek kalitede elde
edilmelerinde sorunlar ¢ikmaktadir (Verpoorte, 2002;
Ramachandra ve Ravishankar, 2002). Kok kaynakl
metabolitlerin elde edilmesinde, 6zellikle sagak koklerle
yapilan biyoreaktdr uygulamalarinin olduk¢a basarilt
sonuglar verdigi bildirilmektedir (Baque ve ark., 2012).

Biyoreaktorlerde  kiiltiire  alinan ~ Agrobacterium
rhizogenes ile sagak kok olusumu uyarilmig Echinacea
angustifolia bitkisine ait koklerde kafeik asit ve kikorik
asidin (Cui ve ark., 2013), Morinda citrifolia bitkisine ait
koklerde antrakinon, fenolik madde ve flavonoid
miktarinm (Baque ve ark., 2013), Centaurium maritimum
bitkisine ait kdklerde ise glikozides miktarinin (Misik ve
ark., 2013) 6nemli derecede artirildig1 tespit edilmistir.

Sonug

Kokler, birgok sekonder metabolitin sentez ve
depolama organlaridir. K6k kaynakli metabolitlerin elde
edilmesinde  geleneksel  yontemlerde  karsilagilan
problemlerin ortadan kaldirilabilmesi igin in vitro
teknikler 6nemli bir potansiyel olusturmaktadir. Bu
potansiyeli en iyi sekilde degerlendirmek i¢in de besin
ortami bilesiminde ve kiiltiirel faktorlerde degisimler
yapmak, ortama Onciil maddeler ilave etmek, elisitor
uygulamak  ve  Agrobacterium  rhizogenes ile
transformasyon yaparak sagak kok olusumunu uyarmak
en kullanigh yontemler arasinda yer almaktadir.

Kok kiltirleri ile kok kaynakli metabolitlerin
iretiminin artirilmasi, hatta bitkinin orjininde olmayan
metabolitlerin de elde edilmesi miimkiin olmaktadir. Tiim
bu faktorler goz Oniinde bulunduruldugunda koklerde
yapilacak yeni uygulamalar ve yeni yaklagimlar dogay1
daha az tahrip ederek daha fazla ve yiiksek kalitede
sekonder  metabolitin  elde  edilmesine  olanak
saglayacaktir.

Koklerde sentezlenen, tibbi ve endiistriyel alanda
oldukca Onem tasiyan metabolitler birgok bitkide
bulunmasina ragmen simdiye kadar yapilan caligmalar
incelendiginde c¢ogunlukla tek yillik tibbi aromatik

bitkiler ile sebzelerde yapilmis calismalara
rastlanmaktadir. Cok yillik ve odunsu yapidaki diger bitki
tirlerinde kok kiiltiirlerinde sekonder metabolit iiretimini
artirmaya yonelik uygulamalara rastlanmamigtir. Bu
baglamda yeni yontemler gelistirilerek kok kiiltiirii
yapilmamis olan diger bitki tiirlerinde de kok kiiltiirleri
yapilmasi ve sekonder metabolit {iretiminin artirilmasina
yonelik calismalarin yeni yaklasimlar ve literatiire yeni
bilgilerin eklenmesine neden olacagi asikardir.
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