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SEKONDER METABOLITLERIN URETILMESINDE BiYOTEKNOLOJIK
CALISMALARIN KULLANILMASI

Giilhan ERCAN!

Ozet: Smrsiz dogal iiriin  kaynagina
sahip olan bitkilerde, simdiye kadar bitki
hiicre kiiltiirleri ve transforme edilmig kok
kiltirlerinden 140 dogal iiriniin varh@
bildirilmigtir. Ozellikle sekonder
metabolitlere antimikrobiyal, anribiyotik,
insektisit ve hormonal 6zellikleri ile etkili
biyolojik ve farmakolojik aktivitelerinden
dolay bityiik ilgi vardir.
Bu derlemede
metabolitlerin,  biyoteknolojik  olarak
tretimi igin bitki hiicre ve doku kiiltiirii

sekonder

potansiyellerini gosteren baz sonuglar
verilmistir.

Anahtar Kelimeler: Sekonder metabolit,
hiicre kiltiirii, 4grobacterium rhizogenes
The Use
Producing of Secondary Metabolites
Abstract: Plants represent unlimited

of Biotechnology for

source of natural products. Up to now
140 natural products have been known
from plant cell cultures and transformed
root cultures. Especially the secondary
compounds are major interest bscause of

their impressive biological activities

Kenan TURGUT!

ranging from antimicrobial, antibiotic,
insecticidal, hormonal proporties to highly
important pharmacological activities.

In this rewiev, some results which
show the potential of plant cell and tissue
cultures for a biotechnological production
of secondary metabolites are presented.
Key words: Seconder metabolites, cell
culture, Agrobacterium rhizogenes

Giris

Afyon alkoloidlerinden morfin
izole edilmes: iizerine, pekgok bitkinin,
yapisinda bulunan temel maddelerin
yamsira sekonder metabolit adi verilen
bitkisel sentezledigi
anlagilmigtir. Bu sckonder metabolitler
eckonomik 6neme sahip olup geligmis
bitkilerde fizyolojikk wve ckolojik rol
oynarlar. Omegin bitkilerin firettigi baz
sekonder bitkileri
mikroorganizmalara ve hayvanlara karg
korumada yardimci olurlar, bitkilerde
déllenme bakimindan
cezbederler (eterik yaglar), sicakhiy
ayarlayict etki yaparak su kaybmm nlerler

tirinleride

metabolitler,

bécekleri

Akdeniz. Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimii, Antalya.
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(eterik yaglar), bir bitkinin diger bir bitki
tiiri ile rekabet edebilmesine, bitkinin
soguk iklime adaptasyonuna (tanen)
olanak  saglarlar  (8B). Sekonder
metabolitler, zel bitki familyalaninda
olup tipda;
(glikozidler), antibiyotikler, anaztetitler
vs., kozmetikte, boya maddesi ve besin
ilavesi, insektisit, fungusit etmen olarak
kullambirlar. Bugiin kullanilan sekonder
metabolitler ve elde edildikleri bitkilerden
bazlan Tablo I'de verilmigtir.

Routien ve Nickel, 1952 yilinda
yaptiklann g¢aligmada srvi ortamda bitki
hilcrelerinin bityiitiilebilecegini ve bu
hiicrelerden faydal maddelerin
Uretilebilecegini  bildirmiglerdir  (16).
Ancak bundan 30 yil sonra 1982°de
Fujita ve ark. ilk kez hiicre kiiltikriinii
kullanarak ticari olarak Lithospermum
erythrorhizon’dan shikonini tretmiglerdir(1).

Elde edilen bu  sonuglar
dogrultusunda bioreakttrler kullamlarak

sumrh kalp uyancisi

bitkinin sekonder metabolit Uretimi
amaglanmgtir.

LHiicre:  kiiltiirii  ile  sekonder
metabolit iiretimi

Bitki metabolitlerin sanayide ¢esit-
li iglemler sonucunda bitkiden izole edil-
melerinin bir alternatifi olarak, hiicre kiil-
tiirii yolhu ile bitki hiicrelerinin mikroorga-

izmalar gibi

svi bir gida ortaminda

siispansiyon kiiltiirii geklinde geligebilme
6zelliginden yararlamlmugtir (8).
Bulundugu Bitki Icerikler

LSinnamik asit ve tiirevieri

Nicotiana tabacum
Nicotiana tabacum
Solanum tuberosum
IL Kumarinler
Nicotiana tabacum
Ruta graveolens
Ruta graveolens

II1. Flavonlar
Glycine max

Citrus aurantium
Rhamnus (Cehri)
Morus (Dut)

IV. Tanenler
Camellia sinensis

V. Anthraquinonlar
Rubia tinctorum
Digitalis lanata
Digitalis lanata

VL Seskueterpenler
Lindera strychnifolia
Lindera strychnifolia

Sinnamik asit
Kafeik asit
Klorogenik asit

Skopoletin
Rutamarin
Bergapten

Apigenin
Sinensetin
Ramnetin
Morin

Katesin

Purpurin, Alizarin
Digitoleten
3-metil purpurin

Lindenenol
Lindenenol asetat

VIL Sterollar ve triterpenler

Helianthus annuus
Nicotiana tabacum
Nicotiana tabacum

Kolesterol
Siklortenol
Sitrostradiol

VIIL. Steroidal alkoloidler

Lycopersicum esculentum
Solanum xanthocarpum

IX. Karotenoidler
Rosa graveolens
Rosa graveolens

X. Glukozinolatlar
Brassica rapa
Brassica rapa

Beta vulgaris

XT. Alkoloidler
Conium maculatum
Papaver somniferum
Nicotiana tabacum
Cinchona succiruba
Ficus elastika

Tomatin
Solasonin

Zeaxantin
Leteun

Glukobrassikin
Neoglukobrassikin
Betasiyaninler

Koniin
Morfin, kodein,
Nicotin
ini
Kauguk

Tablo I. Baz: Bitkilerde Uretilen Sekonder
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Bitki hiicre kiiltiiriinde sekonder
metabolitlerin iiretilebilmesi igin su yol
izlenir:

1. Istenen sekonder metabolitlerin en
fazla biriktigi bitkilerin se¢ilmesi,

2. Segilen bitkilerden kallus
olugturulmasi,

3. Kalluslardan  hiicre
kiiltiirlerinin olugturulmasi,

slispansiyon

4. Siispansiyon kiiltiirlerinin analizi,

5. Somaklonal varyasyon veya
mutasyondan kaynaklanan yiiksek
sckonder metabolit icerikli hiicre
kolonilerinin segilmesi.

Hiicre kiltirii  ile  sekonder
metabolit dretmenin arazide yetigtirilen
bitkilere gére baz avantajlann vardir.
Omegin tropik  bélgelerde
yetigebilen bitkilerden in-vitro kogullarda
sekonder metabolitler iiretilebilmekiedir.
Olumsuz hava kogullan sorun olmamakta
ve tiim bunlara ek olarak hiicre kiltiirii
yolu ile hiicre bolinmesi daha hizh
gergeklesmektedir. Omegin, bitkilerde
bulunan shikoninden 5 yildan 6nce
faydalamlamaz fakat hiicre kiiltiirii ile bir
vl bulmadan shikonin uretilebilir (1).
Diger vyandan Rubia
bulunan Anthraquinone pigmentleride
tarla kogullannda iigiincii wilda elde
edilebilirken hiicre kiiltiirii ile gok daha

sadece

tinctorum’da

sentezlenebilmektedir.

Hastalik ve zararhlardan temiz olduklan

kisa siirede

igin herbisit veya insektisitlere ihtiyag
gostermemektedirler (8).

Andrographis panicula’nn kallus
kiltiiri  sonucu, dogal olarak yetigen
bitkilerde
metabolitler  elde

bulunmayan sekonder

edilmigtir.  Linum
flavum’un doku Kkiiltirinde ik kez 5-
methoxypodophyllotoxin  tanimlanmigtir
(1). Compositac bitkilerinin  hiicre
kultirinde  kinobeon olduk¢a fazla
bulunurken  donér  bitkilerde  hig
belirlenememigtir. Cinchona ledgeriana

hiicre kidtiriinde iiretilen anthraquinone

tarla kosullarindaki bitkilerde
bulunamamugtr (13). Bunun doku
kiiltiiriinde ortamda bulunan

fitohormonlarin bazen yaptifi mutagenik
etki ve yine zaman zaman yakalanabilen
somaklonal varyasyondan kaynaklandig
bildirilmektedir. (1). Tabernaemontana
divaricata’min  siispansiyon  kiiltiirii
sonucu, uzun siireli kiiltiirler sekonder
metabolit kaybmna neden olmaktadir. 8
yihk  kiiltir
sayisindaki degigim alkoloid {iretiminde

stiresince  kromozom
de varyasyona yol agmaktadir (19).

Hiicre  kiltiirii  ile sekonder
metabolit Gretimine degisik faktdrler etki
etmektedir:

393



hilcre kiiltiirinde de mollugin bilegigi
birikmemigtir (17).

Besin Ortami

Kiiltiirde kullanilan besin
ortamunm  bilegimi  killtiirlin  geligimi
yamsira sekonder metabolit liretimini de
etkilemektedir. Bitki hiicrelerinin ihtiyag
duydugu biiylime regiilatérleri sekonder

metabolit  sentezinde rol  oynar.

Centaurium erythraea'mn
rejenerasyonunda ortamdaki  farkh
hormon  konsantrasyonlanmin  etkili

oldufu belirtilmigtir (2). IAA ise
diosgenin miktanm arttrmakla birlikte
Solarum kiltlirlerinde ise  solasodin
birikimini  engellemektedir.  Thymus
vulgaris yaprak eksplantlanindan elde
edilen ugucu yaglar ile ilgili galismada
gesitli killtlir ortamlanmin kallus olusumu
ve ugucu yag Uretimi {izerine etkisinin
oldugu agiklanmugtr. Ortama 2,4-D'nin
ilavesi ile ugucu yag tiretimi artrmgtir (6).
Zengin sekonder metabolitlere sahip olan
Ruta genusundan MS ortamma 2,4-D ve
kinetin ilavesi yapilan farkh kiltiir
kogullarinda rutacridone ve
hydroxyrutacridone-epoxide  iretilmigtir
(3). Beta vulgaris’de ise 2,4-D ve BAP
oranlarmin sckonder metabolit Giretiminde

dnem tagdihs  anlagilmugtir.  Olugan

kalluslarda beyaz, yesil-san, turuncu ve
kirmizy renkli pigment tipleri bulunmustur
(7). Aralia cordata hiicre kiiltiiriinde 2,4-
D ve kinetin igerikli Linsmair Skoog
ortaminda iyi biylime goriiliicken aym
hormon konsantrasyon igerikli BS
ortaminda ise en yliksek anthocyanin elde
edilmigtir (16). Rauwolfia serpentina’da
glukoalkoloid iiretmek igin optimum
besin  ortammmin  gerekli  oldugu
bildirilmigtir. GA; ‘'iln diigik dozlan
Solanaceae familyasindan Brugmansia
candida’mn  baz  klonlannda &6nemli
bitylime saglamigtir. Nicotiana rustica’da
ise yiiksek oksin miktan ve digiik
sitokinin miktan koklerde nikotin igerigini
diiglirmiigtiir (14).

Sekonder metabolitlerin tiretilmesi
igin enerjiye ihtiyag vardir. Siikroz
karbon kaynag olarak kullambr. Siikroz
hiicreler tarafindan alinmadan 6nce hiicre
dist boglukta hidroliz olarak glukoz ve
fruktoza doniiglir. Hiicre ii¢ hafia
civaninda ortamdaki glukoz ve fruktozu
tamamen alir (9). Rubia tinctorum sagak
koklerinde anthraquinone verimi iizerine
yapilan ¢alismada oksin igerikli veya
hormonsuz ortamda alizarin ve purpurin
verimi artmugtir (18). Hiicre kiiltiiriinde
kullamlan geker kaynaf, mannoz ve
galaktozda olabilir. Seker kaynagimin yapi
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Genetik Yap

Bitki tiirlerinde mevcut olan
genetik faktorler doku kiiltiirts
kogullannda farkh gekillerde ortaya
¢ikabilir. Bu da elde edilecek sekonder
metabolitin cins ve konsantrasyonunu
etkiler. Sekonder metabolit iiretimi fazla
olan bitkilerin hiicre  kiiltiirlerinden
yiksek miktarda metabolit iretilip
iiretilemeyecegi heniiz tam agikhga
kavugmamgtir. Ancak yilksek dozda
tropan  alkoloidi  igeren  bitkilerin
tohumlaninda yapilan kiiltiir sonunda az
miktarda tropan alkoloidi elde edilmistir
(8).

Morfolojik Yapi

Hicre kiiltiriinde  kullanilacak
cksplant sekonder metabolitin &zelligini
etkilemektedir.  Hiicre  kiiltiiriinden
rejenere olan bitkiler sekonder metabolit
liretme yeteneginde olup bu metabolitler
zel hiicre ve organlannda depo edilirler.
Nane yapraklaninda nane esansiyel yag,
¢igeklerinde ise cacomile yad birikir.
Datura ferax koklerinde hyoscyamine
sadece koklerde iretilirken yaprakta
iretilemez. Bunun aksine Digitalis
bitkilerinde
yapraklarda bulunur, koklerde yoktur.

cardendides sadece

Bunun nedeni sekonder
metabolitler in bitki genomunda sabit
olmasidir. Bu sebeple bitki genlerinin
nasil ekspresse oldugu ve hangi faktorleri
igerdigi bilinmelidir. Bunun igin éncelikle
biosentetik enzimler izole edilmelidir.
Enzimlerin belirlenmesi ile genlerin nasil
ckspresse oldugu ve hangi faktérleri
igerdigi belirlenebilecektir (1).

Hiicre kiiltiiriinde, hiicre geligimi
ve morfolojikk devreleri  metabolit
miktanimt etkiler. Belladonna'dan tropan
alkoloidi , siispansiyon kiiltiiri  ile
yeterince elde edilmesine ragmen aym
alkoloid kallus kiiltiiriinde daha az elde
edilmigtir. Bunu arttirmak igin  kék
olujumunu  teyvik etmek  gerekir.
Datura’da kok kiltiriinden olugturulan
alkoloid, kallus kiiltiiriinde
olugturulamamugtir.

Rubia tinctorum’da ise hem hiicre
hem de sagak koklerde anthraquinone
pigmentleri  Uretilebilmektedir.  Fakat
hiicre silispansiyon kiiltiiriinde iiretilen
anthraquinone  kompozisyonu tarlada
yetigen bitkilerden farkliik gostermigtir.
Yine Rubia tinctorum ve Rubia akd$ié
bitkileri hiicre siispansiyon kiiltiiriinde
munjustin -~ ve  pseudopurpurin  kok

kiiltiirlerine orania daha fazla bulunurken,
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ve konsantrasyonu sekonder

metabolitlerin sentezinde etkili olmaktadir
(8).

Cevre Faktorleri

Isik ve 1:1 gibi ¢evre faktorler,
hiicre kiiltiirtinde sekonder metabolit
Uretimi {zerine etkilidir. Igtk Kkallus
rejenerasyonunda klorofil, anthocyanin,
karotin, flavonoid olugumunu etkiler (20).
Ruta tiirlerinde 25°C 'de 16h aydinlik 8h
karanhkta wveya tamamen karanhkta
kiiltiire alnmuglardir (4). Petunia hybrida,
Rubia tinctorum bitkilerininde karanlikta
kiiltiirs  yapilmugtwr. Karanhk gartlarda
elde edilen yogun sagak koklerde

anthtaquinone birikimi olmustur.

IL Agrobacterium rhizogenes
Kullanarak Sekonder Metabolit
Uretimi

Agrobacterium rhizogenes bir
toprak bakterisidir. Sagak kok hastaligna
neden olan A. rhizogenes pekgok bitki
dokulanim1 enfekte ederek transforme
edilmig kok kiltiirleri olugtururlar.

Pekgok genin bitki genomuna
transferi Adgrobacterium aracihgryladir.
Agrobacterium rhizogenes bitki
dokulanm sahip oldugu biyiikk bir
plazmid olan (250 kb) Ri (Root inducing)

plasmidi aracihig ile transforme eder. Ri
plazmidin pargasi olan T(transfer) DNA,
aktanildig bitki dokularmda "Hairy root”
ad1 verilen sagak kéklere neden olurlar. 4.
rhizogenes aracth@ ile gen transferi A.
tumefaciens ile yapilan gen transferinden
daha avantajh olabilir. A. rhizogenes
suglann 4. tumefaciens suglarmdan daha
viriilenttir. Bu durumu pekgok tiirde
transforme edilmis hairy rootlardan
kolayhkla elde edilen siirgiin
rejenerasyonlan kanitlamigtir. Transforme
edilmig hiicrelerden siirgiinlerin  direkt
rejencrasyonunun  miimkiin - olmadig
durumlarda olduk¢a Gnem tagimaktadir
(14, 21, 11, 8).

Elde edilen sagak koklerden
sekonder metabolit iiretimi miimkiin
olabilmektedir.  Sagak  koékler  hizh
¢ogalma oranma sahip farklilagmug
organlardir.

Genellikle Rubiaceae familyas
bitkileri anthraquinone pigmentlerinin
elde edildigi kaynaklardandir. Uzun
yillardir Rubia tinctorum kéklerinden elde
edilen anthraquinone dogal boya kaynag,
besin ilavesi ve farmakolojik
aragtirmalarda  kullanilmaktadir. R,
tincioruman A. rhizogenes'in  farkh
suglant ile enfekte edilmesi sonucu hairy
root olugturmugtur. Bu kiiltiirlerle,
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lucidin-3-0-primeveroside, purpurin,
pseudopurpurin, alizarin vs. birikmektedir
(10).

Sesamum indicum bitkisinde ise
flavonoidler, ligninler, phenolic acidler,
saponinler ve alkoloidler olugmaktadr.
Susamdan elde edilen sagak kékler ana
bitkiden daha fazla metabolit igerirler.
Sesamum  indicum'un A. rhizogenes
ATCC 15834 sugu ile enfeksiyonu
sonucu olugsan sagak koklerde 2-
isopropenylnaphthazarin-2,3-epoxide
elde edilmigtir (12).

Nicotiana rustica ve Brugmansia

candida, A. rhizogenes LBA 9402 susu

ile  enfekte edilmigtir.  Nicotiana
kéklerinden nicotin, Brugmansia
candida'da ise tropane alkoloidleri

ckstraksiyonu  yapilmugtir  (14). 4.
rhizogenes ile transformasyon gu gekilde
yapiimaktadar:

Bitkinin farki  organlarindan
alnan cksplantlarn  sterilizasyonundan
sonra LB besi ortaminda 28°C'de
biiyiitillen bakteri suglan ile enfekte edilir.
Daha sonra eksplantlar MS (Murashige
and Skoog) besi ortamma ahnir ve ko-
kiiltiivasyon sonunda antibiyotik igerikli
MS ortamma yerlegtirilir. Sagak kok
olusumu ile birlikte stvi MS ortammna

ahnarak karanhkta calkalayicida

sallanarak kiiltire devam edilir. 4.
rhizogenes  ile  bitki  dokularmn
transformasyonunu  takiben
disardan hormonda eklenebilir. Digardan

eklenen hormonlar transforme edilmis

ortama

kék kiltiirlerinin morfolojisi ve bityiimesi
lizerine etki ederek sekonder metabolit
tretiminde rol oynar (14). R. tinciorum
ile yapilan bir gahgmada ise IAA ve NAA
ayn ayn kok geligimini arttinci yonde
etkide bulunmuglardir. NAA'in kinetin
veya 2,4-D ile kombinasyonunda ise
kéklerde agiksanidan  koyu  kiremit
kimuzisina  dogru bir renk degigimi
g6zlenmistir (5, 17). Yeterince hairy root
elde edilmesinden sonra hairy rootlarn

HPLC ile analizleri yapilmaktadir.
Sekonder metabolitlerin,
biyoteknolojik gahgmalardan

yararlamlarak tiretilmesine yonelik pekgok
¢ahsma yapilmasina ragmen hiicre
kiiltiirts ile ticari olarak Lithospermum
erythrorhizon (shikonin ) Panax ginseng
(ginsenosides), Rubia akane (purpurin)
olmak dizere ancak ¢ bitkiden
faydalanilmaktadir.

Pekgok olumlu yanlarma ragmen
biyoteknolojik yontemlerden yaralanarak
sekonder metabolitlerin tiretimi
endiistride istenen diizeye ulagmamugtir.

Cinkii baz durumlarda hiicrelerin

397



bélinme hmzmn yavag olmasi yaminda,
bazi metabolitlerin in-vitro'da verimleri
digliktir. Baza durumlarda ise bitkide
bulunmayan sekonder metabolitler in-
vitro'da  iiretilebilmektedir.  Papaver
somniferum'un kiiltiiriinden
norsanguinarin, fasulye kiiltiiriinden ise
harmin alkoloidi elde edilmistir.

Bu tiir gahiymalann ticari anlamda
kullanilabilmesi igin bir metabolitin in-
vitro Uretiminin, tarla kogullaninda
tiretilen bitkiden elde edilen metabolit
iretimi ile kargilagtnlabilir diizeyde
olmas: gerekir. Kisaca, in-vitro'da bitkinin
biinyesinde bulunan maksimum sekonder
metabolit {iretimi yoniinde yapilacak
¢ahgmalarda, mutlaka ticari  yonii
degerlendirilmelidir.
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