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Hypericum retusum Aucher’in Hiicre Siispansiyon Kiiltiirlerinin
Optimizasyonu ve Fenolik Bilesen Iceriginin Incelenmesi

Hilal SURMUS ASAN', Ozen HASAN CETIN', Ahmet ONAY'

OZET: Hypericum retusum tibbi bitki olarak potansiyel bir 5neme sahiptir. Bu ¢aligmada, 6-benziladenin (BAP) ve
kinetin (KIN)’in 2,4-diklorofenoksiasetik asit (2,4-D) ile kombinasyonlarinin, farkli sukroz konsantrasyonlarmin
(15,30 ve 50 g L), farkli 11k uygulamalarinin (Stirekli karanlik, Siirekli aydinlik ve kontrol) ve farkli baslangic pH
degerlerinin (pH 4.5, 5.8 ve 6.5), H. retusum’ un hiicre stispansiyon kiiltiirlerinde biyokiitle birikimi ve farmakolojik
olarak 6nemli bes adet fenolik bilesigin (hiperisin, hiperosid, klorogenik asit, kuersetin ve psddohiperisin) miktarlari
iizerine etkisini aragtirdik. Verilerimiz, H. retusum’ un hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde en iyi biyokiitle birikiminin,
0.5 mg L' KIN+ 1.0 mg L' 2,4-D ve 30 g L' ilaveli MS besi ortaminda, pH’s1 5.8 ve siirekli karanlik sartlar altinda
olan ortamdan elde edildigini ortaya koymustur. En yiiksek fenolik bilesik igerigi, 0.1 mg L' BAP+ 0.5 mg L
2,4-D ve 15 g L' sukroz ilaveli ve pH’s1 4.5 olan ortamdan elde edilmistir. Farkli 151k uygulamalarina tabi tutulan
kiiltiirlerdeki fenolik bilesen icerigi ise uygulamalar arasinda farklilik gostermistir. Bu ¢alismayla, H. retusum
icin, fenolik bilesiklerin genis dl¢ekli iretimi i¢in muhtemel bir teknoloji sunan yeni bir hiicre siispansiyon kiiltiir
sistemi gelistirdik.
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Medium Optimization and Investigation of Phenolic Contents in
Cell Suspension Culture of Hypericum retusum Aucher

ABSTRACT: Hypericum retusum has a potential value as a medicinal plant. In this study, we investigated the
effects of different combination of 6-benzyladenine (BAP) and kinetin (KIN) with 2,4-dichlorophenoxyacetic acid
(2,4-D), different sucrose concentrations (15, 30 and 50 g L") and different light conditions (continuous dark,
continuous light and control) and initial pH values (pH 4.5, 5.8 ve 6.5) on the accumulation of biomass and the
production of five pharmacologically important phenolic constituents (hypericin, hyperoside, chlorogenic acid,
quercetin and pseudohypericin) in cell suspension culture of H. retusum. Our data suggested that the best biomass
accumulations obtained from on MS medium supplemented with 0.5 mg L' KIN+1.0 mg L' 2,4-D, 30 g L'!
sucrose, 5.8 pH and under the darkness conditions in cell suspension culture of H. retusum. The highest phenolic
compound contents were obtained from on MS medium containing 0.1 mg L' BAP+ 0.5 mg L' 2,4-D at and 15
g L sucrose. The phenolic compound contents of suspension culture under the different light conditions varied
among the treatments. With this study, we have developed a novel cell suspension culture system for H. retusum,
suggesting a possible technology for large-scale production of phenolics.
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GIRIS

Hypericum cinsi, Hypericaceae (Clusiaceae)
familyasina aittir ve yaklagik 460 tiir icermektedir
(Bertoli ve ark., 2011). Ttrkiye, 43’ii endemik olmak
iizere sahip oldugu yaklasik 89 tiirle Hypericum
cinsi i¢in Onemli bir yetigme bolgesidir (Davis,
1988). Hypericum tiirlerinin igerdigi temel bilesikler;
fenolik
kuersitrin, hiperosid, izokuersitrin, klorogenik asit ve
rutin’dir (Barnes ve ark., 2001; Dall’Agnol ve ark.,
2003). Bu tiirlerin, antimikrobiyal (Dall’Agnol ve
ark., 2003; Crockett, 2010), antikanser (Agostinis ve
ark., 2002), antidepresan (Butterweck ve ark., 2002),
antiviral (Meruelo ve ark., 1988), antioksidant (Cakir
ve ark., 2004) ve antifungal (Cakir ve ark., 2005)
aktivitelere sahip olduklar1 bilinmektedir. Fenolik

bilesikler, antioksidan ozellikler tasiyan en az bir

hiperisin, tanenler, flavonoidler, asitler,

hidroksil grubu (OH) ve bunun fonksiyonel gruplarini
igeren aromatik halkali bilesiklerdir. Hypericum’larda
bulunan fenolik bilesikler, sahip olduklar1 6zellikler
nedeniyle son derece biiyilk Oonem tasimaktadirlar.
Hiperisinler (hiperisin ve psddohiperisin)
Hypericum tiirlerinde bulunmaktadir (Kitanov, 2001).

sadece

Hypericum perforatum (St. John’s) Hypericum cinsinin
en iyi bilinen tlriidiir. H. perforatum "un yapraklarindan
elde edilen ekstraktlar farmasdétik endiistride yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir (Tatsis ve ark., 2007).

Son yillarda hiperisin bilesiklerine olan talep
gittikce artmaktadir. Ticari hiperisin Uretimi i¢in
tarlada yetistirilen bitkiler kullanilmaktadir fakat bu
sekilde elde edilen iiriinler, gevresel sartlar, bakteri,
mantar, viriis, bocek gibi verim kayb1 ve tibbi icerigin
degismesine neden olan etkenlerle karsi karsiyadir.
Hypericum’ un
ticari Ooneminden dolay1r bu bitkinin biyoteknolojik
yolla tiretimi tizerinde ilgi yogunlagsmistir. Son yillarda,

sekonder metabolitlerinin  biiyiiyen

bitki hiicre kiiltiiri teknolojisi yontemleri, ¢ok sayida
uretiminde basarili bir
sekilde uygulanmaktadir (Verpoorte ve ark., 2002).

faydali sekonder bilesigin

H. retusum tirli lizerine yapilmig birka¢ caligma
bulunmaktadir. Bu c¢alismalardan birinde, doku
kiiltiiriinde yetistirilen bu tiirin UV-B uygulamasina
maruz birakildiginda, total fenolik, flavonoid ve
hiperisin i¢eriklerinin (Namli ve ark., 2014) ayni sekilde
linolenik asit, oleik asit velinoleik asit miktarlarinin da
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arttigini (Isikalan ve ark., 2013) tesbit etmislerdir. Bunun
yaninda, H. retusum’un antioksidatif ve antimikrobiyal
(Kiz1l ve ark., 2011; Akgdz ve Toker, 2013) aktivitelere
sahip oldugu da ortaya cikarilmigtir. Yapilan
caligmalarda Bitki Biiylime Diizenleyicilerinin (BBD)
Hypericum tiirlerinde bitki gelisimi ve fenolik bilesen
icerigini etkiledigi bildirilmistir (Dias ve ark., 2000;
Liu ve ark., 2007; Coste ve ark., 2011). Aym1 sekilde,
sukroz konsantrasyonlari, 151k ve pH uygulamalar1 da
bu tiirlerde bitki gelisimi ve fenolik bilesen igerigini
artirmak amaciyla calisilan parametrelerdir (Bais
ve ark., 2002; Chui ve ark., 2010; Cetin, 2010). Bu
calismayla, H. retusum bitkisi igin ilk kez bir hiicre
siispansiyon kiiltiirli protokolii gelistirilmistir.

MATERYAL VE YONTEM

Bitki Materyali

H. retusum Aucher bitki Ornekleri Diyarbakir
[li'nden toplanmustir. Orneklerin teshisleri  Prof.

Dr. A.S. Ertekin tarafindan yapilmigtir. Caligmada
kullanilan bitkilere ait 6rnekler, Dicle Universitesi Fen
Fakiiltesi herbaryumunda tutulmaktadir (Herbaryum
No: DUF-326).

Hiicre Siispansiyon Kiiltiirlerinin Kurulmasi

H. retusum tohumlari, BBD icermeyen MS besi
ortaminda ¢imlendirildi. Cimlendirilen tohumlardan
elde edilen siirgiinler, 0.5 mg L' BAP bulunan MS
besi ortamina aktarilarak siirglinlerin gelistirilmesi ve
¢ogaltilmast saglandi (Namli ve ark., 2010). Gelisen
bitkiciklere ait yapraklar, kallus olusumunu saglamak
i¢in 30 gL' sukroz, 0.1 mg L' BAP + 0.5 mg L' 2,4-D
ve 0.5 mg L' KIN+ 1.0 mg L' 2,4-D ilaveli MS besi
ortaminda 25+2 °C sicaklikta ve 16/8 saat (1s1k/karanlik)
151k sartlarinda kiiltiire alindi. Besi ortamlarinin pH’si
5.8 olacak sekilde ayarlandi. Siispansiyon kiiltiirlerinin
baslatilmasi i¢in dagilabilen ozellikteki kalluslardan
yaklasik 0.5 g olacak sekilde alinarak icinde 50 mL s1vi
besi yeri bulunan 250°1ik erlenlerde kiiltiire alind1. Besi
ortaminin igerigi kallus ortami ile aynmi olacak sekilde
ayarlandi. Siispansiyon kiiltiirleri 100 rpm’e ayarlanan
calkalayic1 (J.P. Selecta, s.a, Spain) ilizerinde 5 hafta
siireyle (Ellialtioglu ve ark., 1998) gelisime birakildi.
Hiicrelerin birbirlerinden ayrilmasimi saglamak igin
sispansiyon kiiltiirii ortamlari por ¢aplart 500 pm,
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250 pm ve 100 pm olan eleklerden (stainless steel
stizgec-cole parmer) gecirilerek her 14 giinde bir alt
kiltiirleri yapildi.

Kiiltiir Kosullarinin Optimizasyonu

Bitki biiyiime Daha once
yaptigimiz ¢alismalarda en iyi kallus olusturdugu tesbit
edilen 0.1 mg L' BAP + 0.5 mg L' 2,4-D ve 0.5 mg

L' KiN+ 1.0 mg L' 2,4-D ortamlarinin siispansiyon

diizenleyicileri:

kiiltiirinlin gelisimi ve fenolik bilesen igerigi iizerine
etkisi arastirildu.

Sukrozkonsantrasyonlari: Olusturulan H. retusum
siispansiyon kiiltiirleri sukroz konsantrasyonlarimin
kiltiir iizerine etkisini arastirmak amaciyla 15, 30 ve
50 g L' sukroz bulunan MS besi ortamlarinda kiiltiire

almmustir.
Isitk  uygulamalar: Kiltirler  farkli 151k
uygulamalarma (kontrol(16/8 aydinlik karanlik),

stirekli aydmlik ve siirekli karanlik) maruz birakilarak
15181 kiiltiirler tizerindeki etkileri arastirilmistir.

ph uygulamalari: H. retusum siispansiyon
kiiltiirleri  farkly baslangic pH degerlerinin kiiltiir
gelisimi ve fenolik bilesen miktar1 {lizerine etkisini
aragtirmak amaciyla kiiltiir ortamlari; baglangi¢ pH’lar1
4.5, 5.8 ve 6.5 olarak ayarlanan ortamlarda kiiltiire

alinmistir.

Hiicre Gelisiminin Belirlenmesi

Hiicre  siispansiyon  kiiltiirlerinin ~ geligimini
belirlemek amaciyla hiicrelerin  bulundugu sivi
besiyerleri 0.45 um’lik siizgegten gecirilerek

stiziilmeleri saglanmistir. Daha sonra etiivde 60 °C’de
kurutularak kuru agirliklar alinmistir.

istatiksel Analiz

Kiiltiirler tizerinde calisilan farkli uygulamalarla

olusturulan farkli gruplar arasinda, parametreler
arasindaki farkliligin belirlenmesi i¢in Kruskal Wallis
testi uygulanmistir. Kruskal Wallis testi sonrasi ikili
karsilastirmalar Mann-Whitney U testi kullanilmastir.
Sonuglar ii¢ tekrarin ortalamasi olarak verilmistir.
Testlerde anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul

edilmigtir
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Ekstraksiyon

Kuru orneklerin her birinden alinan 0.20 g bitki
materyali iizerine 10 mL metanol eklenip c¢ozelti
5 dakika siire ile sonikatdrde oziitlendi. Oziitleme
elde
stiziildi. Bu islemler 3 kez tekrarland1 ve ii¢ islem

isleminden sonra edilen ¢ozelti vakumla
sonunda elde edilen metanol kisimlar1 50 mL’lik cam
balonlarda toplandi. Cozeltideki metanol evaporatdr
yardimiyla uzaklastirildiktan sonra kabin iginde,
hiperisin bilegiklerini igeren renkli bir tortu olustu.
Bu tortu metanolle ¢6ziiliip uygun seyreltme islemleri
yapildiktan LC-MS/MS’e  enjekte edildi.
Numuneler metanolde ¢oziilerek seyreltildikten sonra
0,2 pm filtreden gegcirildi ve cihaza enjekte edildi.

Fenolik bilesen analizi Ertas (2014)’e gore yapildi.

sonra

BULGULAR VE TARTISMA

Siispansiyon Kiiltiirlerinin Kurulmasi1 Hiicre
stispansiyon kiiltiirlerinin olusturulmasinda baslangig¢
elde
edilecek kalluslarin, yeterli miktarda ve istenilen
ozelliklerde olmasi da sekonder metabolit iiretiminde

materyali olarak kullanilan eksplantlardan

basariy1 biiyiik ol¢iide etkilemektedir. Bu amacla beyaz
renkli, kolay dagilabilen ve yumusak dokulu kalluslar,
hiicre kiiltiirlerinin olusturulmasinda en uygun kalluslar
olarak kabul edilmektedir (Romulo ve ark., 1999). H.
retusum’un kallus kiiltiirleri, 0.5 mg L' BAP igeren
MS besi ortaminda gelisen siirglinlerden elde edilen
yapraklar kullanilarak olusturuldu. Caligmamizda,
istenilen tipte kallus olusturan, 0.1 mg L' BAP+ 0.5
mg L' 2.4-D ve 0.5 mg L' KiN+ 1.0 mg L* 2,4-D
ilaveli MS ortamlarinda gelisen kalluslar siispansiyon
kiiltiirlerinin baglatilmasinda da kullanildi. Ortamin
s1v1 olabilmesi i¢in agar ilavesi yapilmadi ve kiiltiirler,
calkalayici (100 rpm) lizerinde 25 + 2 °C’de ve 16/8 s
151k periyodunda gelismeye birakildi ve her 14 giinde
bir alt kiltiirleri yapildi. Praveen ve Murthy (2010),
Withania somnifera’nin hiicre siispansiyon kiiltiirlerini,
2.0 mg L' 2,4-D ve 0.5 mg L' KIN ilaveli MS besi
ortamini kullanarak baslatmistir.

Hiicre Siispansiyon Kiiltiirlerinin Biiyiime
Kinetikleri ve BBD’nin Etkisi

H. retusum’un sahip oldugu tibbi olarak &nemli
bilesikleri siispansiyon kiiltlirinde genis olarak elde
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etmenin ilk asamasi, kiiltiirlerde hiicre proliferasyonu
BBD
metabolizmay1 diizenleyen, ayrica hiicre kiiltlirlerinde

icin optimizasyonu saglamaktir. sekonder

de bliylime ve sekonder metabolit iiretimini etkileyen

faktorlerdendir. Olusturulan siispansiyon kiiltiirleri

kallus kiiltiir ¢aligmalarinda iyi sonug¢ veren 0.5 mg
L' KIN+ 1.0 mg L' 2,4-D ve 0.1 mg L' BAP+ 0.5
mg L' 2,4-D ortamlarinda kiiltiire alindi. Kiltiirlerin
gelisimlerini izlemek amaciyla 0, 4, 7, 14, 21 ve 28.
giinlerde kuru agirliklar alindi.
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Sekil 1. Farkli hormon konsantrasyonlarinda gelisen kiiltiirlerin kuru agirlik degisimleri(a) ve 28 giin sonundaki fenolik bilesen miktarlart (b)

Calisma sonucunda, 0.5 mg L' KIN+ 1.0
mgL"' 2,4-D ve 0.1 mg L' BAP+ 0.5 mgL"' 2,4-D
hiicre kiiltiirlerinin gelisimleri izlendiginde, 4 ve
14. gilinler arasinda lag fazinda oldugu, 21 giinde
logaritmik biiyiime gosterdigi ve 28. giinde duragan
bliyiime fazina ulastigi gozlenmistir (Sekil 1a).

Her iki BBD ortaminda da maksimum kiitle
birikiminin (0.047+0.034 ve 0.54+0.043 g L)
28. gilinde oldugu kaydedilmistir(Sekilla). Fakat
biiyiime siirecine bakildigi zaman biyokiitle
bilylimesinin 0.5 mg L' KIN +1.0 mg L' 2,4-D
xiceren MS besi ortaminda daha fazla oldugu

gbdzlenmistir.

Kiiltiirlerin gelisimi i¢in ortama ilave edilen
2,4-D’nin, kullanildig1 konsantrasyona ve bitkinin
kiiltiir

aktif proliferasyonu ile kallus ve siispansiyon

Ozelliklerine bagli olarak hiicrelerin

kiltiirlerinin siirekli olarak biiylimesini tetikledigi
bilinmektedir (Butenko, 1999).

fenolik
incelendiginde, en yiiksek hiperisin (0.743 ng mg™'),

Kiltiirlerin madde icerikleri

100

klorogenik asit (0.970 ng mg"') ve psédohiperisin
(1.587ng mg') igeriklerinin 0.1 mg L' BAP+ 0.5 mg
L' 2,4-D ilaveli MS besi ortamindan elde edildigi
gorliilmektedir (Sekil 1b). Dolayisiyla biyokiitle
olarak daha diisiik yogunluktaki grubun igerdigi
fenolik madde miktar1 daha yiiksek diizeylerde
Birgok
kiiltiirlerde hiicre boliinmesinin yavagladigi hatta

bulunmustur. sekonder  metabolitin
durdugu evrelerde iretildigi bilinmektedir (Glick
1990).

Calismamizda da biyokiitle miktar1 diisitk olan

ve Pasternak, 2003; Yeoman ve ark.,

kultiurlerdeki fenolik madde miktarinin daha fazla
cikmasi bu bilgiyle ortiismektedir.

Sukroz Konsantrasyonlarinin Etkisi

Sukroz, bitki doku kiiltiirleri i¢in genellikle
tercih edilen karbon kaynagidir.

H. retusum 'un hiicre slispansiyon kiiltiirlerinde

biyokiitle  birikimi ve sekonder metabolit
igerigini artirmak amaciyla sukroz 15 ve 50 g L'
konsantrasyonlarinda ¢alisildi, kontrol grubu olarak

ta 30 g L' sukroz kullanildi.
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Sekil 2. H. retusum’un hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde biyokiitle birikimi(a) ve sekonder metabolit icerigi (b) lizerine farklt sukroz

konsantrasyonlarmin etkisi

Calisma Sukroz, bitki doku kiltiirleri i¢in
genellikle tercih edilen karbon kaynagidir. H.
retusum’un  hiicre  siispansiyon  kiiltiirlerinde
biyokiitle  birikimi sekonder  metabolit
igcerigini artirmak amaciyla sukroz 15 ve 50 g L'
konsantrasyonlarinda ¢alisildi, kontrol grubu olarak
ta 30 L' sukroz kullanildi.

Ve

Calisma sonucunda sukrozun30gL'(0.76 gL ")
ve daha sonra 50 g L' (0.56 g L! ) oraninda
kullanildig1 gruplarin en fazla biyokiitle birikimini
sagladigl bulunmustur. En diisiik biyokiitle birikimi
ise 15 gL' (0.44 g L") sukroz ilaveli ortamdan elde
edilmistir. Calismamizda, sukroz konsantrasyonu 15
L’ den 30 L ""ye artirildiginda kiiltiirdeki hiicrelerin
kuru agirliklarinda (0.44 g L-"’den - 0.76 g L"’ye)
artigsmeydana gelmis yaniartan seker konsantrasyonu
kiiltirdeki hiicrelerin gelisimini de artirmistir.
Fakat daha yiiksek sukroz konsantrasyonunda
(50 g L) kiltir gelisimin geriledigi tesbit
edilmistir (Sekil 2a). In vitro Kkiiltiirlerde artan
sukroz konsantrasyonlarinin osmotik strese yol
actigr Dbilinmektedir. Caligmamizda da sukroz
konsantrasyonunun artmasiyla agirlikta
meydana gelen diislis, siispansiyondaki hiicrelerde
osmotik stresin meydana geldigini gostermektedir.
Chui ve ark. (2010), H. perforatum’un adventif kok
kiiltiirlerinde denedikleri artan sukroz seviyelerinde
(%0,1,3,5,7,ve 9 in w/v) maksimum taze ve kuru
agirligt % 3 sukroz oranindan elde etmis, %3’ten
daha yiiksek sukroz konsantrasyonlarinda (% 5,7 ve
9 w/v) kuru agirligin sirastyla diistiiglinii, bu diisiisiin
% 3 ten daha yiiksek sukroz konsantrasyonlarinin
kok gelisimini inhibe ettigini ve bunun da hiicre
ve organ kiiltiirlerinde olusan osmotik stresten
kaynaklandigin1  bildirmislerdir. Farkli sukroz

kuru
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konsantrasyonlarinin kullanildig: gruplarin
fenolik  bilesen igerikleri karsilastirildiginda,
hiperisin(0.035 ng mg™'), hiperosid miktarlarinin
(0.023 ng mg') kuersetin (0.021 ng mg') ve
psodohiperisin (0.067 ng mg™") igeriklerinin 15 g L-!
sukrozdestekli ortamdadigeriki gruptan dahayiiksek
miktarlarda oldugu bulunmustur. Bu bilesikler
icerisinde en yiliksek miktarlarda
psddohiperisin ve hiperisindir. Klorogenik asit ise

bulunanlar

calisilan ortamlarda tesbit edilememistir (Sekil
2b). Kiltiir ortamlarinda sukrozla artan osmotik
basincin, antosiyaninler ve betasiyaninler gibi
bazi sekonder metabolitlerin {iretimini artirdigi
bildirilmektedir (Sakuta ve ark., 1986; Ilker,
1987). Baslangi¢ sukroz konsantrasyonunun bitki
hiicre kiiltiirlerinde, kiiltiirlerin biiylime orani ve
sekonder metabolit {iretimi gibi ¢ogu parametreleri
etkiledigi bildirilmistir (Akalezi ve ark., 1999;
Zhong ve Yoshida, 1995). Iranbakhsh ve ark.(2007),
Datura stramonium bitkisinin hiicre silispansiyon
kiiltiriinde, 20 g L' sukroz konsantrasyonunun
en yiksek alkaloid {iiretimini sagladigini tesbit
etmislerdir. Sukroz konsantrasyonun normal olarak
kullanilan % 2-3 seviyelerinin altina diismesinin
Panax notoginseng’in siispansiyon kiiltiirlerinde
ginseng saponin ve polisakkaritlerin iiretimini
uyardig bildirilmistir (Zhang ve ark.,1996).

Isigin Etkisi

Hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde farklt 151k

uygulamalarinin  kiltiirler {izerindeki etkisini
arastirmak tizere, H. retusum kiiltiirleri siirekli
aydinlik, siirekli karanlik ve kontrol(16 s aydinlik,
8 s karanlik) olmak iizere ii¢ farkli 151k ortamina

maruz birakilmistir.
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Sekil 3. Farkli 151k uygulamalarinda geligen siispansiyon kiiltlirlerinin 28. Giin sonundaki kuru agirlik (a) ve fenolik bilesik igerikleri (b)

Caligilan bu ortamlar igerisinde 28. giiniin sonunda,
en yiiksek ortalama kuru agirhik degeri (1.12 g L)
stirekli karanlik ortamda gelisen kiiltiirlerden ve
en disiik kuru agirlik degeri ise (0.66 g L) siirekli
olarak aydinlik sartlara maruz birakilan kiiltiirlerden
elde edilmistir (Sekil 3a). Isik varliginda ITAA-
oksidazin aktivitesinin artarak sitokinin ve oksin
arasindaki i¢ dengeyi degistirdigi ve kiiltiirlerde
bliyimeyi azaltigi bildirilmistir (Gaspar ve ark.,
1982). Yani aydinlik kosullarda elde edilen basarinin,
karanlikta tutulan kiiltiirlere gore diisiik olmasi, besin
ortamina ilave edilen oksinlerin aydinlik kosullarda
pargalanarak, kiiltiiriin gelisimini engellemesi seklinde
aciklanabilmektedir (Westwood, 1993). Cetin (2010),
asma hiicre silispansiyon kiiltiirlinde denedigi {liziim
cesitlerinde ortalama hiicre sayisit ve ortalama hiicre
kuru agirlig1 bakimindan en yiiksek degerleri karanlik
ortamda kiiltiire aldig1 hiicrelerden elde etmistir. Bais
ve ark. (2002), H. perforatum’un hiicre slispansiyon
kiiltiirlerinde karanlik sartlardaki biyokiitle miktarimnin,
aydinliktaki kiiltiirlerden daha fazla oldugunu tesbit
etmisglerdir. Bu ortamlarin fenolik bilesen icerikleri
karsilastirildiginda, hiperisin igeriklerinin her iig
ortamdaki kiiltlirlerde birbirine yakin degerlerde oldugu
bulunmustur. Hiperosid miktar1 (0.215 ng mg') siirekli
aydinlik ortamdaki kiiltiirlerde en yiiksek degerde
bulunurken, klorogenik asit (0.012 ng mg') sadece
kontrol ortamindaki kiiltiirlerde ve oldukga diisiik
miktarlarda tesbit edilmistir. Kuersetin igerigi stirekli
aydinlik ortamanda gelisen kiiltiirlerde daha fazla
miktarda (0.063 ng mg') bulunmustur. Psddohiperisin
(0.105 ng mg') miktar1 siirekli karanlik ortamda
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gelisen kiiltlirlerde en yiiksek miktarda bulunmustur
(Sekil 3b). Walker ve ark. (2002), H. perforatum
stispansiyon kiiltlirlerinin  karanlik ortamda
iirettikleri hiperisin igeriginin aydinlik ortamdakinden
daha yiiksek diizeyde oldugunu bildirmiglerdir. Bais
ve ark.(2002), yaptiklar1 ¢calismada H. perforatum’un
total
iceriginin karanlik sartlarda (151kli

hiicre

hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde hiperisin
ortamdakinin
2.5 kati) maksimuma
Bazi arastiricilar, siirekli 151k sartlar1 altinda, H.

perforatum’da pigmentlerin daha az birikimiyle

ulastigini  bildirmislerdir.

sonuglanan hiperisinin etkili bir sekilde doniigiimiiniin
arttigini gdzlemlemislerdir (Poutaraud ve ark., 2001).
Onceki calismalar, siispansiyon kiiltiirlerinde hiperisin
iiretimi ve bilylimenin 6nemli dl¢iide karanlik sartlar
tarafindan kontrol edildigini bildirmektedir (Bais ve
ark. 2002). Sekonder metabolitlerin, 6zellikle fenolik
bilesiklerin, siirekli 151k sartlar1 altinda foto-doniigtimii
engelleyen bir foto-blok olusturabilmeleri muhtemeldir
(Hahlbrock ve Scheel, 1989).

Baslangi¢ Ph Degerinin Etkisi

Hiicre stispansiyon kiiltlirlerinde c¢ogalma ve
sekonder metabolit liretimini etkileyen etmenlerden bir
digeri de kiiltiir ortaminin pH’s1dir. Kiiltiir ortamlarinin
baslangi¢ pH’larinda yapilan degisikliklerin, hiicrelerde
¢ogalmayla ilgili baz1 enzimatik reaksiyonlar1 etkiledigi
bildirilmistir (Sokmen ve Giirel, 2001). Bu amagla H.
retusum "un hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde farkli pH
baslangic degerlerinin (pH 4.5, 5.8 ve 6.5) etkisini
arastirdik.
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Sekil 4. Farkli pH uygulamalarinda gelisen siispansiyon kiiltiirlerinin 28. giin sonundaki kuru agirlik (a) ve fenolik bilesik icerikleri (b)

Calismamizda denenen pH degerleri icerisinde 28.
giiniin sonunda elde edilen kuru agirliklar bakimidan
en yiiksek biyokiitle birikimi (0.52 g L), kontrol
ortami1 olan pH 5.8 grubundan elde edilmistir. Diigiik
pH degeri olarak kullanilan pH 4.5 ve yiiksek pH degeri
olarak kullanilan pH 6.5 ortamlarinda kuru agirlik
degerleri (0.42 ve 0.40 g L") pH 5.8’den daha diisiik
seviyelerde kalmis dolayisiyla bu pH degerlerinin hiicre
¢ogalmasini olumsuz etkiledigi gorilmiistiir (Sekil 4a).
Ortam pH’sinin optimum olarak bilinen pH 5.8
degerinde meydana gelen degisiklikler, ¢esitli mineral
iyonlarinin ortamda bulunmalarmi ve bunlarin bitki
hiicreleri tarafindan alinimlarini etkilemektedir. Cakir
(2004) Astragalus chrysochlorus™un hiicre siispansiyon
kiiltiirlerinin baslangic pH’larinin 5.7 oldugu kontrol
kosullarinin, kiiltiirlerin maksimum hiicre miktaria
ulastiklarini, bu degerin altinda ve iistiindeki pH
degerleri olan pH 4.7 ve 6.7 kosullarinin ise ¢ogalmay1
kontrole gore diisirmekle birlikte, cogalma lizerinde en
az olumsuz etki gdsteren kiiltiirleme kosullari oldugunu
bildirmistir. Bu ortamlarin fenolik bilesen igerikleri
karsilastirildiginda, hiperisin ve hiperosid igeriklerinin,
pH 5.8 (0.146 ng mg'-0.110 ng mg"') ortamlarindaki
kiiltiirlerde en yiiksek degerlerde yken klorogenik
asitmiktarininpH4.5’teenyiiksekmiktarda(0.67ngmg™)
oldugu tespit edilmistir. Kuersetin ve psddohiperisin
miktarlar diisik pH (pH 4.5)’da diger pH gruplarina
gore oldukca yiksek diizeyde (0.187 ng mg?)
uretilmistir. (Sekil 4b). Bu da kiiltiir ortamindaki
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hiicrelerin gelisimine olumlu yonde katkida bulunmayan
bu stres kosullarinda fenolik bilesiklerin daha fazla
uretildigini gostermektedir. Cilek ile yapilan bir
calismada 3.7-8.7 arasinda denenen pH degerlerinden
8.7’nin antosiyanin lretimini kontrol deger olan 5.7’ye
gore yaklasik 2 kat artirdig: bildirilmektedir (Zhang ve
Furusaki, 1997).

SONUC

Bu calisma sonucunda H. retusum bitkisinin hiicre
siispansiyon kiiltiirlerinde en iyi biyokiitle birikiminin,
0.5mg L' KiN+1.0mgL"'2,4-Dve30gL"'sukrozilaveli
MS besi ortaminda, pH’s1 5.8 ve siirekli karanlik sartlar
altinda olan ortamdan elde edildigini ortaya koymustur.
En yiiksek fenolik bilesik igerigi, 0.1 mg L' BAP+ 0.5
mg L' 2,4-D ve 15 g L' sukroz ilaveli ve pH’s1 4.5 olan
ortamdan elde edilmigtir. Calismamizda yaptigimiz
cesitli uygulamalarda, fenolik bilesen miktarlarinin
uygulanan gruplar arasinda degisiklik gosterdigi tespit
edilmistir. Bu durumun, sekonder metabolit liretiminde,
ayni siispansiyon kiiltiirlinde yer alan hiicrelerin,
metaboliti ireten ve liretmeyen hiicrelerin karigimimdan
olusmus olmalar1 nedeniyle, sekonder metabolit
iretiminde ¢ogunlukla hiicreler arasinda farkliliklarin
bulunmasindan  kaynaklandigi  diisiiniilmektedir.
Nitekim, sekonder metabolit liretiminin, {iretime katkida
bulunan hiicreler arasinda bile homojen olmayabilecegi
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ifade edilmistir (Mukundan ve ark., 1998; Kim ve ark.,
2004). Bu nedenle hiicre siispansiyon Kkiiltiirleri ile
genis Olgekli iretim, bitki hiicrelerinin yavas gelismesi,
diisiik dayanim gostermeleri ve daha pek cok spesifik
ozelliklerinden dolayr son derece zor bir siireci
icermektedir (Bourgaud ve ark., 2001).

KAYNAKLAR

Agostinis P, Vantieghem A, Merlevede W, De WPAM, 2002.
Hypericin in cancer treatment: More light on the way.
International Journal of Biochemistry & Cell BiolOgy, 34:
221-41.

Akgoz Y, Toker Z, 2013. Antioxidant And Antimicrobial Effects
Of Hypericum Retusum Aucher Plant Extracts Prepared In
Various Solvents. Fresenius Environmental Bulletin, 22: 493
—499.

Bais HP, Walker TS, McGrew JJ, Vivanco JM, 2002. Factors
affecting growth of suspension culture of Hypericum
perforatum and production of hypericin. In vitro Cellular and
Developmental Biology-Plant, 38: 58-65.

Bais HP, Walker TS, McGrew JJ, Vivanco JM, 2002. Factors
affecting growth of suspension culture of Hypericum
perforatum and production of hypericin. In vitro Cellular and
Developmental Biology-Plant, 38: 58-65.

Barnes J, Anderson LA, Phillipson JD, 2001. St John’s wort
(Hypericum perforatum L.): A review of its chemistry,
pharmacology and clinical properties. Journal of Pharm
Pharmacology, 53: 583—600.

Bertoli A, Cirak C, Teixeira da Silva J.A, 2011. Hypericum species
as source of valuable essential oils. Medicinal and Aromatic
Plant Science and Biotechnology, 5: 29-47.

Butterweck V, Bockers T, Korte B, 2002. Long-term effects of
St. John’s wort and hypericin on monoamine levels in rat
hypothalamus and hippocampus. Brain Research, 930: 21-9.

Coste A, Vlase L, Halmagyi A, Deliu C, Coldea G, 2011. Effects
of plant growth regulators and elicitors on production of
secondary metabolites in shoot cultures of Hypericum
hirsutum and Hypericum maculatum. Plant Cell Tissue Organ
Culture, 106: 279-288.

Crockett SL, 2010. Essential oil and volatile components of
the genus Hypericum (Hypericaceae). Natural Product
Communucations, 5: 1493-506.

Cui X H, Murthy HN, Wu CH, Pack KY, 2010. Sucrose-induced
osmotic stress affects biomass, metabolite, and antioxidant
levels in root suspension cultures of Hypericum perforatum.
Plant Cell Tissue Organ Culture, 103:7-14.

Cakir O, 2004. Kimyasal kiiltirleme kosullarinin Astragalus
chrysochlorus hiicre slispansiyon kiiltiirleri izerindeki ¢esitli
etkilerinin incelenmesi. Istanbul Universitesi Fen Bilimleri
Enstitiisii, Yiiksek Lisans Tezi, 57s.

Cetin ES, 2010. Asmada hiicre siispansiyon kiiltiirleri ile sekonder
metabolit iiretimi iizerine Arastirmalar. Stileyman Demirel
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Doktora Tezi, 128s.

104

TESEKKUR
Bu c¢alismanin yiiritilmesine maddi destek
saglayan Dicle Universitesi Bilimsel Arastirma

Projeleri Koordinatorliigii (DUBAP-Proje No: 13-FF-

110 ) Birimi’ne tesekkiir ederiz.

Dall’Agnol R, Ferraz A, Bernardi AP, 2003. Antimicrobial activity
of some Hypericum species. Phytomedicine, 10: 511-16.

Davis PH, 1988. Flora of Turkey and the East Aegean Islands.
Edinburgh: Edinburgh University Press

Dias ACP, Seabra RM, Andrade PB, Ferreres F, Fernandes M,
2000. Xanthone biosynthesis and accumulation in calli and
suspended cells of Hypericum androsaemum. Plant Science,
150: 93-101.

Ellialtioglu S, Ustiin A S, Mehmetoglu U, 1998. Hiicre siispansiyon
kdiltiiriinde fitoaleksin {iretimi. Bitkilerde Stres Fizyolojisinin
Molekiiler Temelleri. E.U.Bilim-Teknoloji Uygulama ve
Arastirma Merkezi, 22-26 Haziran 1998, Bornova-IZMIR, S:
82- 96.

Ertas A, Boga M, Yilmaz MA, Yesil Y, Hasimi N, Kaya MS, Kolak
U, 2014. Chemical compositions by using LC-MS/MS and
GC-MS and biological activities of Sedum sediforme, Jacq.
Pau. Journal of Agricultural And Food Chemistry, 62: 4601-
4609.

Gaspar T, Penel C, Greppin H, 1982. Peroxidases 1970-1980. A
Survey of Their Biochemical and Physiological Roles in
Higher Plants. University of Geneva, Geneva

Glick BR, Pasternak JJ, 2003. Molecular Biotechnology, Principles
and Applications of Recombinant DNA 3rd Edition,
Large Scale Production of Proteins from Recombinant
Microorganisms, ASM Press, Washington, 481-509. ISBN:
1-55581-269-4.

Hahlbrock K, Scheel D, 1989. Physiology and molecular biology
ofphenylpropanoid metabolism. Ann. Rev. Plant Physiol.
Molecular Biology, 40: 347-369.

Iranbakhsh AR, Oshagi MA, Ebadi M, 2007. Growth and production
optimization of tropane alkaloids in Datura stramonium cell
suspension culture. Pakistan journal of Biological Sciences,
10: 1236-1242.

Isikalan C, Karakus P, Kuru IS, Celik KS, 2013. The Effect Of
Uv-B On Fatty Acid Content And Radical Scavenging Activity
Of Methanolic Extracts From Hypericum Retusum Aucher

Grown Under In Vitro Conditions. Fresenius Environmental
Bulletin, 22: 1184 — 1188.

ilker R, 1987. In vitro pigment production: an alternative to color
synthesis. Food Technology, 41: 70-72.

Kizil G, Kizil M, Ceken B, Yavuz M, Demir H, 2011. Protective
Ability of Ethanol Extracts of Hypericum Scabrum L.
and Hypericum Retusum Aucher Against the Protein Oxidation
and DNA Damage. International Journal of Food Properties,
14: 926-940.

Igdir Uni. Fen Bilimleri Enst. Der. / Igdur Univ. J. Inst. Sci. & Tech.



Hypericum retusum Aucher’in Hiicre Siispansiyon Kiiltiirlerinin Optimizasyonu ve Fenolik Bilesen Iceriginin Incelenmesi

Kitanov GM, 2001. Hypericin and pseudohypericin in some
Hypericum species. Biochemical Systematics And Ecology,
29: 171-178.

Liu XN, Zhang Q, Zhang SX, Sun JS, 2007. Effects of
cytokinins and elicitors on the production of hypericins
and hyperforin metabolites in Hypericum sampsonii and
Hypericum perforatum. Plant Cell Tissue and Organ
Culture, 9: 1-7.

Meruelo D, Lavie G, Lavie D, 1988. Therapeutic agents with
dramatic antiretroviral activity and little toxicity at
effective doses: Aromatic polycyclic diones hypericin and
pseudohypericin. Proceeding of The National Academy of
Science of USA, 85: 5230-4.

Namli S, Akbas F, Isikalan C, Ayaz Tilkat E, Bagaran D, 2010. The
effect of different plant hormones (PGRs) on multiple shoots
of Hypericum retusum Aucher. Plant Omics Journal, 3: 12-17.

Namli S, Isikalan C, Akbas F, Toker Z, Ayaz Tilkat E, 2014. Effects
of UV-B radiation on total phenolic, flavonoid and hypericin
contents in Hypericum retusum Aucher grown under in
vitro conditions. Natural Product Research, 28: 2286-2292.

Poutaraud A, Gregorio FD, Fook VC, Girardin P, 2001. Effectof
light on hypericin content in fresh flowering top parts and
inextract of St. John’s wort (Hypericum perforatum L.). Planta
Medica, 67: 254-259.

Praveen N, Murthy HN, 2010. Establishment of cell suspension
cultures of Withania somnifera for the production of
withanolide. Bioresource Technology, 101: 6735-6739.

Romulo MLZ, Studart-Guimaraes C, Landsmann J, Campos FAP,
1999. Establishment of callus and cell suspension cultures of
Opuntia ficus-indica. Plant Cell Tissue and Organ Culture, 58:
155-157.

Cilt/ Volume: 7, Say1/ Issue: 2,2017

Sakuta M, Takagi T, Komamine A, 1986. Growth related
accumulation of betacyanin in suspension cultures of
Phytolacca americana L. Journal of Plant Physiology, 125:
337-343.

Sokmen A, Giirel E, 2001. Sekonder Metabolit Uretimi, 211-261,
Bitki Biyoteknolojisi, Doku Kiiltiirii ve Uygulamalari, Selguk
Universitesi Basimevi, Konya, ISBN: 975-6652-04-7.

Verpoorte R, Contin A, Memelink J, 2002. Biotechnology for the
production of plant secondary metabolites. Phytochemistry
Reviews, 1: 13-25.

Walker TS, Bais HP, Vivanco JM, 2002. Jasmonic acid-induced
hypericin production in cell suspension cultures of Hypericum
perforatum L. (St. John’s wort).Phytochemistry, 60: 289-293.

Westwood MN, 1993. Hormones and growth regulators, temperate
zone pomology:physiology and culture. Timber Press, Inc.
S.W. Wilshire, 124, Portland, Oregon.

Yeoman MM, Holden MA, Corchet P, Holden PR, Goy JG, Hobbs
MC, 1990. Exploitation of Disorganized Plant Cultures for the
Production of Secondary Metabolites, 139-166, Secondary
Products from Plant Tissue Culture, Oxford University Press,
New York, ISBN: 0-19-857717-6.

Zhang W, Furusaki S, 1997. Regulation of Anthocyanin Synthesis in
Suspension Cultures of Strawberry Cell by pH. Biotechnology
Letters, 11: 1057-1061.

Zhang YH, Zhong JJ, Yu JT, 1996. Enhancement of ginseng
saponin production in suspension cultures of Panax
notoginseng:manipulation of medium sucrose. J Biotechnol,
51:49-56.Zhong JJ, Yoshida T, 1995. High-density cultivation
of Perilla frutescens cell suspensions for anthocyanin
production: effects of sucrose concentration and inoculum
size. Enzyme Microbiology Technology, 17: 1073—-1079.

105



