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Ozet —Hibiscus sabdariffa L., Malvaceae familyasma aittir. Piiriizsiiz, silindirik govdeler, kirmizimsi
damarlar ve uzun, yesil yapraklar ile karakterize edilen giir bir bitki olarak tanimlanir. Geleneksel tipta
cesitli hastaliklarin tedavisi igin kullanilmigtir. Daha yakin zamanlarda, H. sabdariffa ekstraktlarinin,
hipertansiyon, karaciger hastaligi, kardiyovaskiiler hastalik, ateroskleroz ve diyabet gibi kronik
hastaliklarin 6nlenmesinde ¢ok Onemli bir rol oynayabilecek biyoaktif oOzelliklere sahip oldugu
bildirilmistir. Ayrica ekstraktlarin yiiksek kolesterolii diisiirdiigii ve in vivo olarak bagisiklik sistemini
uyaran antikanser, antimutajenik ve antiproliferatif ajanlar olarak calisabilecegi bildirilmistir. H.
sabdariffa, diger gesitli saglik yararlarinin yani sira antioksidan kapasitesi nedeniyle diinya ¢apinda
poplilerdir. Bitki doku kiiltiirii hiicrelerin, dokularin, organlarin ve bunlarin bilesenlerinin tanimlanmis
fiziksel ve kimyasal kosullar altinda in vitro aseptik kiiltiirii, hem temel ve uygulamali ¢alismalarda hem de
ticari uygulamada onemli bir aragtir. Bu derleme ¢alismasi H. sabdariffa’nin doku kiiltiirii teknikleri ile
tiretimi gergeklestirilmis bazi ¢alismalari sunmaktadir.

Anahtar Kelimeler —-Doku Kiiltiirii, Hibiskus, In Vitro Rejenerasyon, Mikrogogaltim

I. GIRIS Endonezya, Suudi Arabistan, Vietnam, Sudan,

Bu Hibiscus sabdariffa L. (Hibiskus), diiz veya Muisir, Nijerya ve Meksika dahil olmak tizere gesitli

piirlizsiize yakin, silindirik, tipik olarak kirmizi tropikal ve subtropikal bolgelere yayilmistir [3,4].
Genel olarak, kullanimlar mutfak, tibbi konular,

kozmetik kaynagi olarak ve botanik ve/veya ¢igek
yonlerine odaklanmaistir [5,6].

govdeli, 8 ft (2,4 m) uzunluga kadar biiyiiyebilen tek
yillik, dik, giir, otsu bir alt ¢ahidir. Yapraklar
alternatif, 3 ila 5 in¢ (7,5-12,5 cm) uzunlugunda,
yesil, kirmizims: damarli ve uzun veya kisa saphdir.
Geng fidelerin yapraklar1 ve yasl bitkilerin st
yapraklari basittir; alt yapraklar derin 3 ila 5 hatta 7

Bitkinin farkli kisimlar1 gelencksel tipta soguk
alginligi, dis agrisi, idrar yolu enfeksiyonlar1 gibi
> cesitli hastaliklar1 tedavi etmek icin
loblu olabilir;  kenarlart  dislidir. ~ Yaprak  yyjjaniimaktadir [5]. Tay geleneksel tibbinda
koltuklarinda tek tek bulunan cicekler 12,5 cm  pshrek ve idrar kesesi taslarmin tedavisinde
genislige kadar, sart veya bordo gdrinir Ve iyjjaniimaktadir [6]. Ayrica gelencksel tipta
kurudukga pembeye doner [1,2]. antibakteriyel, antifungal, hipokolesterolemik,

H. sabdariffa Hindistan ve Malezya'ya ozgiidiir, antispazmodik, ditiretik, tirikosurik, antihipertansif,
ancak diisiik iireme ve diisiik nem tutma ile marjinal antidiyabetik, pireksiya ve kalbi koruyucu bir ajan
topraklarda biiyiiyebildigi icin ekimi Cin, Tayland olarak kullanilir [6-8]. T1bbi bitkilerin doku kiiltiirii
(bu iki iilke, baslica kiiresel tedarikiler), ile iiretim ¢alismalar1 son yillarda hizla artmakta ve
yenilik¢i ¢alismalar yapilmaktadir [9-13]. Bu
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derleme ¢aligmanin amaci tibbi ve ekonomik degere
sahip H. sabdariffa’nin doku kiiltiirii ile tiretilmesi
tizerine ile yiiriitiilen baz1 ¢alismalar1 sunmaktir.

URETIM

1. DOKU KULTURU ILE

CALISMALARI

Kumar ve ark. [14] H. sabdariffanin nodal
eksplantlarin1 kullanarak mikrogogaltimi i¢in etkili
bir protokol gelistirmiglerdir. Bogum
eksplantlarindan, 2.0 mg/L BAP, 0.5 mg/L 1AA ve
10 uM giimiis nitrat (AgNO3) veya 20 npg/L
triacontanol ile takviye edilmis Murashige ve Skoog
(MS) bazal Dbesiyerinde ¢oklu siirgiinler
olusturabilmislerdir. 0,1-0,5 mg/L GAg3 ile takviye
edilmis AgNOs icermeyen ortam, iki adede kadar
stirgiin ¢ogalmasini indiiklenmis, ancak 1-5 mg/L
GAs ile takviye, tek bir siirgiinii indiiklemistir. En
yiiksek siirgiin uzamast ve koklenme sikligi, 0.1
veya 0.5 mg/L GAgs ile desteklenmis yarim seviyede
MS ortaminda elde edilmis ve bu ortamda
stirglinlerin daha fazla ¢ogalmasi da gbézlenmistir.
Mikroiiretilmis bitkiler serada sertlestirilmis ve
basaril1 bir sekilde topraga yerlestirilmistir. AgNO3
ve TRIA-eklenmis ortamlardan mikrogogaltilmis
bitkilerin yapraklarindaki askorbik asit seviyesi en
yiiksek ¢ikmustir (sirasiyla 2,24 + 0,14 ve 2,18 +
0,13 mg/g taze agirlik).

H. Sabdariffa’nin yaprak ve kok eksplantlari, farkli
konsantrasyonlarda  sentetik oksinler  ve
sitokininlerle takviye edilmis MS ve Driver-
Kuniyuki Walnut (DKW) bazal ortamlarinda
kiiltiire almmustir. 2.26 uM 2, 4-
Diklorofenoksiasetik asit (2, 4-D) ve 4.65 uM KIN
ile desteklenmis DKW ortami1 tizerindeki kok
eksplantlari, en yiiksek embriyojenik kallus
yiizdesini (%70) indiiklemistir. Farkl bitki biiytime
diizenleyicileri ile MS ortaminda 6. hafta i¢inde kok
eksplantlarindan tiiretilmis kallus basina ortalama
embriyo sayis1 2,27+0,12 ile 8,80+0,17 arasinda ve
kotiledon embriyolarinin sayis1 0,00 ila 2,5340,20
arasinda degigmistir. DKW ortaminda, MS ortamina
gore nispeten daha fazla kiiresel embriyo (2.70+0.15
ila 14.53+0.23) ve kotiledon embriyo (0.00 ila
8.90+0.17)  iretilmistir.  Tam  bitkiciklerin
rejenerasyonu, 2.32 uM KIN ve 2.22 uM BAP
iceren DKW ortaminda olgun somatik embriyolara
sahip embriyojenik kallus yetistirildiginde en

yiiksek (%76.67) olmustur. Bitkiler dncelikle nem,
sicaklik ve 151k kontrollii bir odaya alinmis ve son
olarak bir sera aktarilmis ve %70 yasama yetenegi
gostermistir [15].

H. sabdariffa i¢in iki vejetatif ¢ogaltma yontemi,
maksimum genetik stabiliteyi saglamak igin
onerilmistir. ki aylik bitkilerden elde edilen
yumusak aga¢ ve yar1 sert aga¢ celikleri, toprak,
giibre ve kaya igeren bir ortam {iizerinde ve (0-1.0
g/L) IBA (indol-3-il-biitirik asit) veya NAA igine
daldirildiktan sonra koklendirilmistir. Koklenme,
kesme tiiriinden ve kullanilan oksin
konsantrasyonundan onemli 6l¢iide etkilenmistir.
Oksinlerle islem goérmiis ¢eliklerde koklenmenin,
islenmemis celiklere gore daha etkili oldugu
goriilmiistiir. Doku kiiltiirii ile rejenerasyonun nodal
eksplantlar kullanilarak daha basarili oldugu
kanitlanmustir. Cesitli seviyelerde (0-2.0 mg/l) BAP
ve KIN ile takviye edilmis MS ortaminda c¢oklu
strglinler baglatilmistir. Minimum iki nodiilii olan
bireysel siirglinler kesilmis ve 1.5-2.5 mg/l igeren
MS ortaminda koklenmistir. Yenileyiciler, bir steril
turba ve toprak karisimi  (1:1) iizerinde
iklimlendirilmistir [16].

Sylvere Sie ve ark. [17] H. sabdariffa i¢in kallus
indiiksiyonu ve somatik embriyogenez konusunda
onemli bir calisma gerceklestirmislerdir. Doku
kiiltiirti igin 2 genotip (H.sabdariffa var. sabdariffa
ve H. sabdariffa var. altissima), 2 seker (sukroz ve
glukoz) ve her sekerden 3 konsantrasyon (%1, %2,
%3), 3 eksplant tipi (kok, hipokotil, kotiledon)
kullanilmigtir.  MS  ortaminda bitki  biiyiime
diizenleyicilerinin on dort kombinasyonu ve Driver
ve Kuniyuki (DKW) ortaminda bes hormon
kombinasyonu, kallus ve somatik embriyo olusumu
icin hipokotil ve kotiledon iizerinde test edilmistir.
MS ortamt ile kullanilan hormon kombinasyonlari
NAA/KIN, 2,4-D/KIN ve NAA/BA ve DKW
ortami ile kullanilanlar 2,4-D/TDZ olarak
belirlenmistir. Her iki genotipte hem sekerlerin hem
de hormonlarin tim konsantrasyonlarinda ve tiim
eksplant tiirlerinde kallus olusumu baslamistir.
Kallus indiiksiyonu i¢in en 1yi sonuglar, %3 siikroz
ve hipokotil ve kotiledon eksplantlar1 ile elde
edilmistir. Somatik embriyolar, 4 mg/l 2,4-D + 1
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mg/l TDZ ve 1 mg/l 2,4-D + 0,5 mg/l TDZ ile
desteklenmis DKW ortamu ile elde edilmistir.

Abeda ve ark. [17] 2,4-D ve BAP'mn, H.
sabdariffa'nin hem kotiledon hem de hipokotilinden
en yliksek kallus gelisimine uygun oldugu buldular.
En iyi sonug, 1,0 mg/L BAP ile kombinasyon
halinde 1,0 mg/L 2,4-D ilave edilmis MS ortaminda
kotiledon ile elde edilmistir. En yiiksek kallus
bliytimesi alt kiiltiir 3'te kaydedilmistir. Daha sonra,
eksplant ne olursa olsun kallus biiylimesi bes kattan
fazla azalmistir. Kalluslar antosiyanin {iretimine
etki eden faktorler {lizerinde ¢alismak iizere
getirilmistir. En yiiksek antosiyanin verimi, kiiltiir
ortamma 2,0 mg/L KIN (1523 mg/g) ile
kombinasyon halinde 1,0 mg/L 2,4-D eklendiginde
gbzlenmistir. Buna karsilik, 2,4-D ve BAP'In bir
kombinasyonu eklenen MS ortami, antosiyanin
tiretimi tizerinde inhibitor etki gdstermistir. Diigiik
bliyime hizina sahip kallus alt kiiltiiri,
antosiyaninin daha iyi renk degerini vermistir. Hem
kallus biliylimesi hem de antosiyanin sentezi ters
korelasyon gostermistir. HPLC analizi, kallusuntan
antosiyanin  varligim1  gostermistir.  Baglica
bilesikler, siyanidin 3-O-sambubiosid, delfinidin 3-
O-sambubiosid ve malvidin 3-O-glucoside'dir.
Delfinidin 3-O-glukozit bir ara iiriinken, siyanidin
3-O-glukozit ve petunidin 3-O-glukozit mindr
antosiyaninlerdir. Boylece, kallusta iki yeni
antosiyaninin tanimlanmasi, antosiyaninin kallus
kiiltiirii ile tretimi optimize ettigini gdstermistir.
Kallustan antosiyanin {iretiminin basarilmas: ve
arttirtlmast i¢in etkili ve gelecek vaat eden bir
protokol olusturulmustur.

Konar ve ark. [19] H. sabdariffa’nin kok
eksplantlarindan organojenik callus indiiksiyonunu
2,26 uM 2, 4-D ve 4,65 uM KIN katkilt DKW bazal
besiyerinde standardize etmislerdir (%83,33).
Kalluslar, 1.13 uM 2, 4-D ve 4.65uM KIN ile
birlikte ayn1 bazal ortamda sekizinci alt kiiltiire
kadar (her biri 6 hafta siireli) muhafaza edilmistir.
Kok kaynakli kaluslarin en yiiksek rejeneratif
etkinligi, DKW ortami igeren 1.08uM a-
Naftaleneasetik asit (NAA) ve 8.88 uM BAP icinde
bulunmustur. Bu 6zel ortam, organogenez siireci
boyunca 425+35mg kallustan ilk alt kiiltiirde

14,30+ 0,47 sayida goriiniir siirglin  (>10 mm
uzunluk) {retmistir. Morfo-histolojik calisma,
organojenik rejenerasyon modunu dogrulamustir.
Kiiltiir gegisinin kademeli olarak artmasiyla,
siirgtinlerin ~ siklig1  siirekli olarak azalmistir.
Birbirini takip eden sekiz alt kiiltiirden elde edilen
rejenere bitkilerin genetik polimorfizmi, ti¢ farkl
tek primer amplifikasyon reaksiyonu (SPAR)
yontemi kullanilarak degerlendirilmistir. SPAR
analizi, besinci alt kiiltiire kadar {i¢ tip primerin de
ana bitkininki ile rejenere bitkiler arasinda
monomorfik bant deseni {rettigini  ortaya
cikarmistir. Altinci alt kiiltiirden itibaren, hem
RAPD hem de ISSR markdrlerinde bant
profillerinde baz1 degisiklikler oldu, ancak DAMD
markorii, sekizinci alt kiiltiire kadar herhangi bir
polimorfizm gostermemistir. Bu g¢alismada, hem
RAPD (%41.61) hem de ISSR (%31.65) markérleri
kullanilarak en yiiksek polimorfizm yiizdesi
sekizinci alt kiiltiir bitkilerinde kaydedilmistir.
SPAR yontemi, mevcut protokoliin bes ardisik alt
kiiltire kadar bitki iiretimine uygun tipte
kullanilabilmesini saglamistir.

Raaman ve ark. [20] H. sabdariffa'nin yaprak,
bogum ve diigiimler arasi1 eksplantlarindan in vitro
cogaltim i¢in etkili bir protokol gelistirmislerdir.
Oksin ve sitokininlerin farkli kombinasyonlar1 ve
konsantrasyonlarinda morfolojik olarak farkli iki
kallus tiirii elde edilmistir. MS ortami1 2,4-D, NAA
ve BAP ile desteklendiginde kremsi sarimsi
ufalanabilir kalluslar elde edilmistir. MS ortami
cesitli konsantrasyonlarda NAA ve BAP ile
desteklendiginde kompakt yesil organojenik
kalluslar elde edilmistir. Siirgiin olusumu, MS
ortami ¢esitli  konsantrasyonlarda NAA ile
desteklendiginde, nodal eksplantlardan dogrudan
elde edilmistir. Yaprak, bogum ve bogum arasi gibi
cesitli eksplantlardan elde edilen kallus, antosiyanin
pigmentlerinin indiiksiyonunu gostermistir. 2,4-
D+BAP (0.5+2.0 mg/L) ve %6 sukroz ilaveli MS
ortami, yogun pembe renkli antosiyanin
pigmentasyonu gostermistir.

H. sabdariffa bitkileri, BAP ve IBA igeren MS
ortaminda rejenere edilmis ve hormonsuz MS
ortaminda in vitro cogaltilmistir. Bu ¢alismanin
amaci, RAPD amplifikasyonu kullanilarak H.
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sabdariffa'nin mikrogogaltilmis bitkiciklerindeki
varyasyonu saptamakti. H. sabdariffa bitkilerinden
DNA ekstraksiyonu, polisakkaritleri ortadan
kaldirmak i¢in 5M NacCl ile takviye edilmis CTAB
tamponu kullanilarak optimize edilmis ve izole
edilmis DNA'min PCR amplifikasyonuna uygun
oldugu kanitlanmistir. Ana bitkiyi rasgele segilen 10
rejenere  bitki ile karsilastirmak i¢in DNA
numuneleri tizerinde RAPD analizi yapilmistir.
Taranan 30 primerden OPB-01, OPX-06 ve DK-02
primerleri polimorfik bantlar {iretmistir. Bu
sonuglar, RAPD'nin somaklonal varyasyonun neden
oldugu genetik degisikligi tespit etmek igin
kullanilabilecek uygun bir teknik oldugunu ve arzu
edilen ozelliklerin veya transformasyon
sistemlerinin se¢imi i¢in umut verici olabilecegini
gostermektedir [21].

Bitki dokularinin kallus kiiltiirti gibi biyoteknolojik
araglar kullanilarak tibbi bitkilerin  sekonder
metabolitlerinin iretimi, in vitro kosullar altinda
yiiksek kaliteli bilesikler iiretmek i¢in giderek daha
fazla  kullanilmaktadir. Bu ¢alismada, H.
sabdariffa'nin yapraklarindaki kimyasal bilesikleri
ve kallus kiiltiiriinii Kiitle Spektrumuna Bagh Gaz
Kromatografisi (GC-MS) teknikleri kullanarak
analiz edilmistir. Kullanilan analiz metodolojisi,
yagda ¢oziinen bilesiklerin ¢ikarilmasi, asit hidrolizi
ve tlrevlendirmeden olusmustur; tiim asamalar,
azaltilmis  miktarda  biyokiitle  kullanmilarak
ultrasonik destekli ajitasyona tabi tutulmustur.
Calismada elde edilen sonuglara gore GC-MS
analizi ile tanimlanan toplam 38 metabolit
gbézlemlenmistir. Tanimlanan maddeler arasinda
protokatekuik asit (26A), H. sabdariffa'nin
yapraklart ve kallusu i¢in sirasiyla %26.86 ve
%16.68 nispi bollugu ile ana bilesen olarak One
cikiyor. Ana bilesen analizi, bilesiklerin egilim
modellerinin gdzlemlenmesi ve saptanmasi igin
faydal1 olarak her numunenin kimyasal bilesiminin
ayirt  edilmesini  saglamistir.  Is1  haritasiyla
birlestirilmis hiyerarsik grubun analizi, sirasiyla
daha yiiksek ve daha diisiik kimyasal bilesik
konsantrasyonlarinin degerlerini gosteren veri seti
ornekleri arasindaki gorsel iliskiyi temsil etmistir.

Kemometrik araglarla  birlestirilmis  GC-MS
tekniginin, H. sabdariffa'nin yapraklarinda ve
kallusunda  bulunan  bilesiklerin  ¢esitliligini

belirlemeye yardimci oldugu ve kallus kiiltiirtiniin,
kontrollii bir ortamda ve kontaminasyondan arinmis
olarak siirekli ve tiiniform bir sekilde biyoaktif

bilesiklerin liretimini sagladig1 sonucuna varilmistir
[22].

1. SONUCLAR

H. sabdariffa, potansiyel olarak faydal
biyoaktiviteleri nedeniyle dikkatleri {izerine
cekmistir. Ayrica Ayurveda ve Cin bitkisel
ilaglarinda  ¢esitli  hastaliklarin  tedavisi igin
kullanimlar1 vardir. Bu derleme makalesi H.

sabdariffa tizerine yiriitiilen bazi doku kiiltiirii
calismalarini sunmaktadir. Doku kiiltiirii teknikleri,
bitkilerin iretilmesinde ¢ok biiylik avantajlar
saglamaktadir. Oyle ki geleneksel ve modern tipta
onemli bir yere sahip H. sabdariffa’nin in vitro
kosullarda iiretilmesi, bu bitkinin ¢oklu ve hizli elde
edilmesini mimkiin kilmistir.
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