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OZET

IN VITRO MIKROCOGALTIMLA ELDE EDILEN Hibiscus sabdariffa L.
BIiTKiSINDE KURAKLIK STRESININ MORFOLOJIiK ETKILERIi

Alper Can BASBUGOGLU
Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dali

Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Dog. Dr. Seyda SAVALAN

Hibiskus (Hibiscus sabdariffa L.), kokeni Afrika olan ve genellikle Sudan, Tayvan, Tayland
gibi sicak iklim bolgelerinde yetisen dikkat ¢ekici bir bitkidir. Canak yapraklarindan elde edilen
kirmiz1 pigmentin yiiksek kalitesi nedeniyle dogal gida renklendiricisi olarak kullanimi
artmaktadir. Sicak ve kurak iklim kosullarina uyum yetenegi, disiik toprak kalitesinde
yetisebilmesi gibi avantajlar1 sayesinde tarimsal potansiyeli yiiksektir. Bu ¢aligmanin amaci,
Tiirkiye’de tarimi1 heniiz yaygin olmayan ve ekonomik degeri yiiksek hibiskus bitkisinin in vitro
kosullarda mikrogogaltimin1 gerceklestirmek ve PEG kaynakli kuraklik stresine maruz
birakilan bitkilerde ortaya ¢ikan fenotipik degisiklikleri inceleyerek stres tolerans sinirlarini
belirlemektir. Sterilizasyon islemleri kapsaminda %15, %20, %25 ve %30 oranlarinda sodyum
hipoklorit (¢camasir suyu) ile civa kloriir (HgCl2) kullanilmis, %0,1 HgCl. ile 10 dk siireyle
yapilan uygulamanin en basaril sterilizasyon sagladigi belirlenmistir. In vitro mikrogogaltim
i¢in en 1yi sonug, Murashige and Skoog (MS) besin ortamina 3 mg/L TDZ (thidiazuron), 1,5
mg/L NAA (naftalen asetik asit) ve 1 mg/L GA (giberellik asit) eklenerck elde edilmistir.
Kuraklik stresine karsi tolerans degerlendirmesi amaciyla koklendirilmis bitkicikler, PEGeooo
(polietilen glikol) igerigi sirasiyla 0, 10, 20, 30, 40, 50 ve 60 g/L olan MS ortamlarina
aktarilmigtir. Artan PEG konsantrasyonlar: ile bitkilerde belirgin fenotipik stres tepkileri
gozlenmistir. Bu tepkiler arasinda nekroz olusumu, kok kisalmasi, yaprak kiigiilmesi ve boy
uzunlugunda azalma yer almaktadir. Calisma sonucunda kuraklik stresine karsi dayaniklilik

gosteren Ornekler se¢ilmis ve bu bitkiler iklim odasinda aklimatize edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Hibiscus sabdariffa L., in vitro, Mikrogogaltim, Koklendirme, TDZ,
PEGe000



ABSTRACT

MORPHOLOGICAL EFFECTS OF DROUGHT STRESS ON Hibiscus sabdariffa L.
OBTAINED BY IN VITRO MICROPROPAGATION METHOD

Alper Can BASBUGOGLU

Department of Agricultural Biotechnology
MSc. Thesis
Supervisor: Associate Prof, Dr. Seyda SAVALAN

Hibiscus (Hibiscus sabdariffa L.) is a remarkable plant species native to Africa and commonly
cultivated in warm climate regions such as Sudan, Taiwan, and Thailand. Due to the high
quality of the red pigment extracted from its calyces, it has gained increasing demand as a
natural colorant and food dye. Its adaptability to hot and arid climates and ability to grow in
low-quality soils contribute to its high agricultural potential. The aim of this study is to perform
in vitro micropropagation of the economically valuable but not yet widely cultivated hibiscus
plant in Turkey, and to determine its drought stress tolerance limits by analyzing phenotypic
changes in plants exposed to polyethylene glycol (PEG)-induced stress. During the sterilization
process, sodium hypochlorite (bleach) at concentrations of 15%, 20%, 25%, and 30%, along
with mercuric chloride (HgClz), were tested. The most successful sterilization was achieved
using 0.1% HgClz for 10 minutes. The best in vitro micropropagation results were obtained
using Murashige and Skoog (MS) medium supplemented with 3 mg/L TDZ (thidiazuron), 1,5
mg/L NAA (naphthaleneacetic acid), and 1 mg/L GA (gibberellic acid). To assess drought
tolerance, rooted plantlets were transferred to MS media containing PEGeooo at concentrations
of 0, 10, 20, 30, 40, 50, and 60 g/L. With increasing PEG concentrations, notable phenotypic
stress responses were observed, including necrosis, root shortening, leaf reduction, and a
decrease in plant height. As a result of the study, plant specimens showing resilience to drought

stress were selected and acclimatized in a climate chamber.

Keywords: Hibiscus sabdariffa L., in vitro, Micropropagation, Rooting, TDZ, PEGsooo
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1. GIRIS

H. Sabdariffa, sicak iklimlere 6zgii, tropikal ve subtropikal bolgelerde yaygin olarak
yetistirilen bir bitki tiiriidiir. Kokeninin Afrika oldugu diisiiniilmekte olup; Sudan, Tayland ve
Tayvan gibi llkelerde geleneksel olarak ekimi yapilmaktadir. Farkli cografyalarda farkli
isimlerle anilmaktadir: Ingiltere’de Roselle, Fransa’da I’Oiselle, Arap iilkelerinde Kerkedah,
Tayland’da Krachiap Doeng, Bat1 Sudan’da Bissap ve Jamaika’da Spanish olarak bilinmektedir
(Olsson, 1973). Hibiskus, Malvaceae (ebegiimecigiller) familyasina aittir, Malvales takiminda

yer alir.

Bitki 2-2,5 metreye kadar boylanabilen, yillik ya da ¢ok yillik formda gelisebilen otsu
ya da odunsu yapidadir. Yapraklari 3-5 loblu ve alternat dizilimlidir; sap uzunlugu 8-15
cm’ye kadar cikabilir. Cigekleri 8-10 cm ¢apinda olup beyazdan soluk sariya kadar degisen

renklere sahiptir ve ¢anak yapraklarinin tabaninda kirmizi bir leke bulunur. En dikkat ¢ekici

yapisi, etli ve kalinlagmis ¢anak yapraklardan olusan kalikslerdir. Kaliks ¢ap1 1-2 cm olup 3,5
cm'ye kadar biiyliyebilmektedir (Patel, 2014) (Sekil 1.1).

Sekil 1. 1. Hibiskus bitkisinin genel goriinimii



Hibiskus, gilin uzunlugundaki degisikliklere hassas bir bitkidir ve bu nedenle ekim
zamani glin uzunlugu dikkate alinarak belirlenmelidir. Derin kokli yapisindan dolayi, ekim
Oncesi toprak islemesi derin siiriimle yapilmalidir. Verimli liretim i¢in hektar basina 1-2 ton
giibre onerilmektedir. Tohumlar yaklasik 2,5 cm derinlige ekilir ve sira araligir 60-100 cm, sira

lizeri mesafe ise 45-60 cm olacak sekilde diizenlenmelidir (Singh vd., 2017).

Ciceklenme genellikle giinlerin kisalmaya bagladigi Eyliil-Ekim aylarinda baslar.
Cicekler yalnizca bir giin acik kalir. Bitkilerde meyve gelisimi alt kistmdan baglayarak yukariya
dogru ilerler. Sudan gibi iiretici iilkelerde, bazi iireticiler tohumlarin tamamen olgunlagmasina

ve yapraklarin dokiilmesine kadar beklemektedir (Singh vd., 2017).

Hibiskus, diinya genelinde tibbi, gida ve kozmetik amaglarla genis kullanim alanina
sahip olan 6nemli bir kiiltiir bitkisidir. Tropikal ve subtropikal iklimlerde yaygin olarak
yetistirilen bu tiir, pek cok iilkede ekonomik degeri yiiksek bir tarimsal iiriin olarak 6ne

cikmaktadir (Abeda, Rahman ve Ahmed 2014).

Meksika, yillik yaklagik 20.000 tonluk iiretimiyle diinya hibiskus fiiretiminde ilk
siralarda yer almakta ve ihracat agisindan da 6nemli bir paya sahiptir (CIRAD, 2018). Afrika
kitasinda ise Nijerya yilda 10.000 tonun iizerinde tiretimle dikkat ¢ekmekte, Sudan ise yillik
yaklasik 8.000 ton iiretim gergeklestirmektedir (Sekil 1.2) (Ahmed vd., 2019; Ojo, Musa ve
Adewale, 2019). Tanzanya ve Kenya’da sirasiyla 4.000 ton ve 2.500 ton iiretim rapor edilmistir
(Mbonile vd., 2018; Odhiambo vd., 2017).

Asya kitasinda Hindistan, yilda ortalama 5.000 tonluk tiretimiyle 6ne ¢ikarken; Cin’de
bu rakam yaklagik 3.000 ton olarak bildirilmektedir (Bhuiyan vd., 2020; Zhang vd., 2021).
Amerika kitasinda ise Amerika Birlesik Devletleri'nin Hawaii ve Kaliforniya eyaletlerinde

yaklasik 1.000 ton hibiskus tiretimi gergeklestirildigi belirtilmektedir (Murray vd., 2020).

Bu iilkelerin tiretim kapasiteleri, diinya genelindeki hibiskus talebinin giderek arttigini
gostermektedir. Ozellikle Meksika, Tayland ve Sudan gibi tropikal iklim kusaklarinda
yetistirilen hibiskus bitkileri, yiiksek antosiyanin igerigi ve renk kaliteleriyle kalite agisindan
one ¢ikmaktadir. Tayland, yogun antosiyanin igerigi ile bilinirken; Sudan’da {iretilen hibiskus,
yiiksek antioksidan kapasitesi nedeniyle tercih edilmektedir. Bu baglamda, hibiskusun bu

tilkelerde stratejik bir tarimsal {iriin olarak degerlendirildigi sdylenebilir (Bux vd., 2020).



2023 yil itibartyla yenilebilir hibiskus pazarinin kiiresel ekonomik biiyiikligii yaklagik
5,24 milyar ABD dolar1 olarak hesaplanmistir. Pazarin 2030 yilina kadar 7,77 milyar dolara
ulagmas1 Ongoriilmektedir. Bu biliylimenin temel nedenleri arasinda hibiskusun antioksidan
kapasitesi, dogal renklendirici 6zelligi ve sagliga katki saglayan fonksiyonel bilesenleri yer
almaktadir IMARC Group, 2024). Ticari a¢idan en degerli bitki kism1 olan etli kalikslerin 2024
yili itibartyla piyasa degeri yaklasik 129,7 milyon ABD dolar1 olarak rapor edilmistir.
Meksika’nin hibiskus ihracatindan elde ettigi yillik gelir yaklasik 35 milyon dolara ulagsmakta
ve ihracatin biiyiik boliimii Amerika Birlesik Devletleri ve Avrupa pazarlarina yonelmektedir

(CIRAD, 2018).

Sudan’da hibiskus ihracati iilke ekonomisine yillik ortalama 21 milyon dolar katki
saglarken; Nijerya’da ozellikle Kano ve Jigawa eyaletlerinde iiretim yapilan hibiskus, kirsal
kesim i¢in 6nemli bir ge¢im kaynagidir. Nijerya’nin 2018 yil1 itibartyla hibiskus ihracat geliri
12 milyon dolar1 agmistir (Ojo vd., 2019). Hindistan’da hibiskus temelli iiriinlerin toplam ticari

degeri ise yaklasik 10 milyon dolar olarak bildirilmektedir (Bhuiyan vd., 2020).
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Sekil 1. 2. Hibiskusun Sudan’da yayilis gosterdigi alanlar yesil renkle gosterilmistir
(Mohamed, Sulaiman ve Dahab, 2012).

Hibiskus, aralik sonlarindan itibaren hasat edilir. Hasat, tohumlarin olgunluguna gore

zamanlanir; etli canaklar, ¢icek diistiikten sonra ancak tohum kapsiilii kuruyup agilmadan 6nce



toplanir. Kapsiiliin bitkide kalma siiresi uzadik¢a canak yaralar, giines catlamast ve kalite
kaybina daha yatkin hale gelir. Tiim hasat islemi elle yapilir ve toplam verim hektar basina

yaklagik yarim ton civarindadir (Olaniyi ve Adebayo, 2018).

Hibiskus, sicak iklim bitkisi olup 6zellikle kalinlasan sepalleriyle elde edilen kirmizi
meyve kapsiilleri ile bilinir (Sen, 2011). Ayrica, hibiskus bitkisinin tohumlar1 bobrek seklinde,
obovoid (yumurtamst), tiiylil ya da tliysiiz olabilmekte ve bol miktarda endosperm icermektedir.
Tohum yapisindaki bu oOzellikler hem bitkinin taksonomik tanimlamasinda hem de
cogaltilmasinda 6nemli rol oynamaktadir (Xu ve Deng, 2017) (Sekil 1.3). Roselle olarak da
bilinen Hibiskus, geleneksel tibbi kullanimlarinin yani sira ferahlatici igeceklerin, tatlilarin
gidalarin ve dondurmalarin renklendirilmesinde de kullanilan dogal bir {iriindiir (Oduro ve

Ellis, 2022).

Sekil 1. 3. Hibiskus taze ve kurutulmus tohum sekli

Hibiskusun farkli organlar1 protein, karbonhidrat, yag, vitamin ve mineral bakimindan
cesitli oranlarda besin degerleri icerir. Ozellikle tohumlar protein ve yag bakimindan zengin
olup, kaliksler ise yiliksek kalsiyum igerigiyle dikkat ¢eker. Bu besin degerleri, gida ve endiistri
alanlarinda genis kullanim potansiyelini desteklemektedir (Cizelge 1.1; Singh vd., 2017).



Cizelge 1.1. Hibiskus Meyvesinin Besin Igerigi (100 gr) (Singh vd., 2017)

Besin Ogesi Kaliksler Tohumlar Yapraklar
Protein (g) 2 28.9 35
Karbonhidrat (g) 10.2 25.5 8.7

Yag (g) 0.1 21.4 0.3

A Vitamini - - 1000
Tiamin (9) 0.05 0.1 0.2
Riboflavin (g) 0.07 0.15 0.4

C Vitamini (mg) 17 9 2.3
Kalsiyum (mg) 150 350 240
Demir (g) 3 9 5

Hibiskus bitkisi, 6zellikle kalikslerinde yiiksek miktarda antosiyanin pigmentleri igerir.
Bu bitkiden elde edilen ozler, geleneksel tipta karaciger hastaliklari, yiiksek tansiyon ve ates
gibi ¢esitli rahatsizliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Hibiskus tiirleri iizerine yapilan
bilimsel arastirmalar, bu bitkilerin kan basincini diisiirme, idrar soktiirme, antitiimor, kan sekeri
diistiriicii, ndbet Onleyici, parazit karsiti, antioksidan ve genetik hasar1 Onleyici gibi birgok
faydali biyolojik etkisi oldugunu gostermistir (Da-Costa-Rocha vd., 2014). Bu bitki gida
endiistrisinde de yaygin olarak kullanilan bir bitkidir. Regel, jole, dondurma gibi gidalarda
lezzet ve renk vermek i¢in kullanilir. Ayrica, tekstil ve boya endiistrisinde dogal boyalarin
iretiminde de kullanilir. Bu, dogal kaynaklardan elde edilen ve ¢evre dostu renklendirme
maddelerine olan talebin arttig1 bir donemde bitki {izerine yapilan bilimsel ¢alismalarin dnemini

artirmistir (Adeyemo ve Ojo, 2017).

Hibiskus bitkisi, 6zellikle canak yapraklarinda yogun olarak bulunan antosiyanin
bilesikleri sayesinde dogal gida renklendirici iiretiminde O©nemli bir kaynak olarak
degerlendirilmektedir. Antosiyaninler, bitkiye kirmizidan mora degisen tonlarda renk veren
flavonoid smifi pigmentlerdir ve su bazli ekstraksiyonla kolayca elde edilebilmektedir (Tsai
vd., 2002). Bu dogal pigmentler, 6zellikle gida, kozmetik ve tekstil endiistrisinde sentetik
boyalara alternatif olarak tercih edilmektedir. Sentetik boyalarin ¢evresel ve saglik agisindan

olusturdugu riskler, tiiketici talebinin de dogal alternatiflere yonelmesine neden olmustur (Zhao
vd., 2020).



Tekstil endiistrisinde yapilan caligmalar, hibiskus ekstrelerinin pamuklu kumaslar
lizerinde basaril1 bir sekilde renklendirme sagladigim gostermektedir. Ozellikle asidik ortamda
yapilan uygulamalarda renk canlilig1 ve tutunma diizeyi daha yiiksek bulunmustur (Kumar ve
Bhowmik, 2010). Antosiyanin esasli boyalarin dezavantajlarindan biri olan 151k ve 1s1
stabilitesi, uygun fiksatif maddeler ve c¢apraz baglayict kimyasallar kullanilarak
gelistirilebilmektedir. Ayrica bu dogal boya, toksik olmayan yapisiyla siirdiiriilebilir tiretim

modellerine katki saglamaktadir (Rodriguez-Saona ve Wrolstad, 2001).

Yapilan bir bagka ¢alismada, hibiskus ¢anak yapraklarindan elde edilen boyalarin, pH
degisimine bagli olarak renk degistirme Ozellikleri nedeniyle akilli ambalaj sistemlerinde
kullanilabilecegi de bildirilmistir (Patel, 2021). Bu yoniiyle bitki, yalnizca dekoratif degil; ayn1
zamanda islevsel ve gevresel izleme kapasitesine sahip boyar madde kaynagi olarak one
cikmaktadir. Hem geleneksel kullanimlar hem de giincel teknolojik yaklasimlar g6z oniinde
bulunduruldugunda, hibiskusun boya endiistrisindeki potansiyeli olduk¢a genis bir uygulama

alanini kapsamaktadir.

Bitki doku kiiltiirii, geleneksel yontemlerle ¢ogaltilmasi gii¢ olan bitkilerin hizli ve etkili
bir sekilde ¢cogaltilmasinda, bitki hastaliklarina kars1 somaklonal varyasyonlar yoluyla direncli
bireylerin elde edilmesinde, 1slah programlarinin desteklenmesinde, genetik kaynaklarin
korunmasinda ve hastaliklardan arindirilmig saglikli bitki materyali iiretiminde yaygin olarak
kullanilan bir biyoteknolojik yontemdir (Rugini ve Verma, 1982). Ayn1 zamanda, sekonder
metabolitler gibi biyokimyasal bilesiklerin {iretimi agisindan da 6nemli bir aragtir. Bahge
bitkileri i¢in klonal ¢ogaltma amaciyla sikga tercih edilen doku kiiltiirii teknikleri, ¢ok sayida
tireme materyali iretmenin yani sira, genetik materyalin in vitro kosullarda korunmasi ve
saglikli asili bitkilerin elde edilmesi amaciyla klonal temizleme uygulamalarinda
kullanilmaktadir (Giirel ve Giilsen, 1998). Hibiskus bitkisine yonelik yapilan in vitro doku
kiiltiiri calismalan ise, 6zellikle hizli ¢ogaltim, hastaliklardan arindirma ve stres kosullarina
dayanikli bireylerin se¢imi acisindan biiylik 6nem tasimaktadir. Literatiirde, hibiskus bitkisinin
farkli hormon kombinasyonlariyla basarili bir sekilde mikrogogaltimi yapilabildigi ve bu
sayede yiiksek verimli, saglikli bitkilerin elde edilebildigi rapor edilmistir. Ayrica, in vitro
kosullarda gergeklestirilen bu ¢aligmalar, hibiskusun kuraklik gibi ¢evresel stres faktorlerine

kars1 verdigi fizyolojik yanitlarin anlasilmasinda da degerli bilgiler sunmaktadir.

Kuraklik stresi, bitkilerin su kaynaklarimin azalmasi sonucu karsilastigi en 6nemli

cevresel stres faktorlerinden biridir. Bu stres, bitkilerin biiyiime, gelisme ve verimlilik gibi



temel fizyolojik siireclerini olumsuz ydnde etkileyebilmektedir. Ozellikle tarimsal iiretimin
strdiiriilebilirligi  acisindan, bitkilerin  kuraklik stresine kars1  gosterdigi  tolerans
mekanizmalarinin anlasilmasi biiylik 6nem tasimaktadir. Bu kapsamda, polietilen glikol (PEG),
in vitro kosullarda kuraklik stresini taklit etmek amaciyla siklikla kullanilan etkili bir ajandir.
PEG, bitkilerin su alimin1 azaltarak osmotik basinct artirir ve bdylece kuraklik stresine benzer
kosullar olusturur. Bu sayede, bitkilerin stres altinda verdikleri fizyolojik ve biyokimyasal

tepkiler detayl sekilde incelenebilir (Farooq vd., 2009; Kumar vd., 2018).

PEG uygulamalari, bitkilerin osmotik stres kosullarina karsi verdigi yanitlari
degerlendirmede onemli bir deneysel arag olarak 6ne ¢ikmaktadir. Bu yaklasim, 6zellikle bitki
1slah1 ve stres fizyolojisi alanlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Nitekim hibiskus bitkisi
tizerinde yapilan ¢aligmalarda da PEG ile olusturulan yapay kuraklik stresinin siirgiin uzunlugu,
koklenme verimi ve antioksidan enzim aktiviteleri gibi morfolojik ve biyokimyasal
parametreler tizerindeki etkileri ayrintili olarak arastirilmistir (Kumar vd., 2020; El Sayed vd.,
2021; Sanayei vd., 2021).

1.1 Literatiir Ozeti

Bu boliimde hibiskus tiirleri ve hibiskus bitkisi ile ilgili literatiirde yer alan
mikrocogaltim ¢alismalar1, kuraklik ve stres kosullart ile fitokimyasal ve farmakolojik

ozelliklere iliskin arastirmalara yer verilmistir.

Metwally, Ahmed ve Hassan, (2016), 0,2 mg/L BA ile desteklenen tigte dort oraninda
MS ortaminin hibiskus tiirlerinde en yiiksek siirgiin sayis1 (3.33 siirgiin/eksplant) ve yaprak
sayis1 (7.67 yaprak/stirgiin) sagladigini bildirmislerdir.

Yang, Hidaka, Masaki ve Uozumi, (1995) ise Hibiscus syriacus L.’nin yaprak ve yaprak
eksplantlarindan %95 oraninda koklenme elde etmis, 0,5 mg/l IBA igeren MS ortamini en

uygun ortam olarak raporlamistir.

Diger bir calismada Govinden-Soulange vd. (2009), hibiskusun nodal eksplantlarin
kullanildigt MS ortaminda BAP ve kinetin ile ¢oklu siirgiinlerin olusturuldugunu, ardindan

oksinle koklendirme saglandigini belirtmistir.

Bhalla, Abdullah, Sreeramanan ve Karuthan, (2009), farkli BAP konsantrasyonlarinin
stirgiin canliligr iizerindeki etkisini incelemis ve BAP konsantrasyonu arttikg¢a siirgiin

canliliginin azaldigimi tespit etmistir. Optimum biiylime kosullarinda BAP’mn 0-5 uM
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araliginda tutulmasi onerilmistir. Kumar vd. (2016) ise Hibiscus sabdariffa tohumlarindan elde
edilen eksplantlarda BAP ve IAA kombinasyonlariyla %60 oraninda siirgiin ¢ogalmasi

saglanirken, GA3 ilavesiyle en iyi siirglin uzamasi ve koklenmenin elde edildigini raporlamistir.

Jeon vd. (2009), Hibiscus syriacus aksiller tomurcuklarinda 0,01 mg/L TDZ igeren MS
ortaminda dogrudan siirgiin olusturdugunu, kallus olusumunun ise yasli tomurcuklarda
gozlendigini belirtmistir. Kallus dokusu 0,01 mg/L NAA ve 0,5 mg/L BA ile ¢oklu siirgiinlere

doniistiiriilmiistiir.

Dar, Abdullah, Namasivayam ve Roowi, (2012), Hibiscus rosa-sinensis L. bitkisinde
nodal eksplantlardan modifiye MS ortaminda %30 in vitro siirgiin hayatta kalma orani ve
ortalama 2,68 yaprak sayist elde etmis, farkli eksplantlarin sterilizasyon kosullarini

karsilastirmistir.

Christensen, Sriskandarajah, Serek ve Miiller, (2008), yaptiklar1 arastirmada Hibiscus
rosa-sinensis L. bitkisinde Modifiye edilmis MS ortami kullanilarak, kloroz, siirgiin ucu
nekrozu (STN) ve yaprak dokiimii gibi sorunlar arastirmiglardir. H. rosa-sinensis L. i¢in en
uygun ¢ogaltma ortami, 2.2 uM BAP igeren, kalsiyum seviyesinin 9 mM ve demirin 295 uM
oldugu, Fe-EDDHA ile saglanan modifiye edilmis MS ortami olarak belirlenmistir. Siirgiinler,
2.7 uM NAA igeren yart giclendirilmis modifiye MS ortaminda koklendirilmistir.

Aklimatizasyon, kokleri olan ve olmayan tiim siirgiinlerde bagarili olmustur.

Ayadi vd., (2011), kenaf (Hibiscus cannabinus L.) bitkisinin hormon igermeyen MS
temel besin ortami kullanilarak in vitro olarak verimli sekilde c¢ogaltilabilecegini
gostermislerdir. Calismada, siirglin ucu ve nodal eksplantlarla gerceklestirilen kiiltiirlerde 46
hafta i¢inde kallus olusumu olmadan siirgiin uzamasi ve koklenme saglanmais, en yiiksek siirgiin
rejenerasyonu (%90,5) bitki biiylime diizenleyici icermeyen MS ortaminda elde etmis ve

bitkileri sera kosullarinda %70 hayatta kalma oraniyla basariyla aklimatize etmislerdir.

Airo, Rossi ve Bianchi, (2007), yapilan bu ¢alismada, in vitro ortamda Hibiscus rosa-
sinensis bitkilerinin kiitle tiretimini incelemis, benziladenin (BA) ile en yiiksek ¢ogalma oranina

ulagsmis ve indol-3-asetik asit (IAA) ile en iyi koklendirme sonucu elde edilmistir.

Hashish, Taha ve Ibrahim, (2015), Hibiscus rosa-sinensis'in in vitro ¢ogaltilmasi igin
MS ortaminda mikro kesitlerde siirglin ¢ogaltimin1 saglamislardir. Cobalt 60 gama 1sinlar

(5Gy) uygulamasi, en yiiksek siirgiin olusumu ve yaprak sayisi ile %100 hayatta kalma orani



saglamistir. Ayrica, 10Gy 1sinlama, klorofil ve karotenoid igeriginde en yiiksek degerleri elde

etmistir.

Sakhanokho ve Kelley (2009) tarafindan yapilan ¢alismada, Salisilik asit (SA) ve tuz
(NaCl) farkli konsantrasyonlarinin Hibiscus moscheutos ve Hibiscus acetosella tiirleri
tizerindeki etkileri incelenmistir. Calismada 0,5 mM SA uygulamasinin her iki tlirde de siirgiin
biiyiimesi, koklenme ve bitki hayatta kalma oranlarimi artirdigi gézlemlenmistir. Ayrica
Hibiscus moscheutos, Hibiscus acetosella'ya kiyasla daha yiiksek tuz toleransi gostermistir.
Arastirmacilar, SA uygulamasmin in Vvitro rejenerasyonu ve tuz toleransini artirmak igin
kullanilabilecegini ve bu sistemin tuz toleransli hibiskus bitkilerinin gelistirilmesinde

hizlandirilmis tarama amagli faydali oldugunu vurgulamislardir.

Mizukami, Tomita, Ohashi ve Hiraoka, (1988), bu calismada, Hibiscus sabdariffa
(roselle) bitkisinden elde edilen kallus dokularinda antosiyanin iiretiminin indiiklenmesi ve
optimize edilmesini amaglamiglardir. Arastirmacilar, antosiyanin pigmentlerinin in vitro
kosullarda iretilebilmesi i¢in uygun besin ortamlarmi ve biiylime diizenleyici

kombinasyonlarini belirlemeyi hedeflemistir.

Sereda vd. (2023), calismalarinda Hibiscus moscheutos L. ‘Berry Awesome’ bitkisinin
mikropropagasyonu igin in vitro ortamda basarili bir protokol gelistirmislerdir. Nodal
eksplantlarinin sterilizasyonu i¢in en uygun yontem, 70 dk boyunca suyla yikama ve alkol-
hidrojen peroksit ¢ozeltisiyle 5 dk bekletme olarak belirlenmistir. En iyi verimi saglayan ortam,
0,1 mg/L CPPU iceren Murashige ve Skoog (MS) ortamidir. S1vi ortamda mikropropagasyon,

rocker tipi biyoreaktor kullanilarak kati ortama gore daha yiiksek verimle sonuglanmastir.

Lobodina vd. (2020), bu ¢alismada, Hibiscus moscheutos L. gesitleri olan Cranberry
Crush, Fantasia, Fireball ve Jazzberry Jam tizerinde farkli 6-BAP konsantrasyonunun (0.5, 1.0,
1,5 mg/L) siirgiin olusumu tizerindeki etkisini incelemistir. Sonuglar, 0,5 mg/L 6-BAP
konsantrasyonunun mikro-siirgiin proliferasyonu igin optimal oldugunu, daha yiiksek

konsantrasyonlarin ise olusan mikro-siirgiin sayisinda azalmaya yol agtigin1 géstermistir.

Zainuddin, Pauzi ve Bahari, (2021), Hibiscus cannabinus (kenaf) bitkisinin in vitro
cogaltim sistemini gelistirmislerdir. Farkli konsantrasyonlarda benzilaminopurin (BAP) igeren
Murashige ve Skoog (MS) ortaminda kallus kiiltiirii basariyla gerceklestirilmis ve en saglikli
kallus, 3,0 mg/L BAP konsantrasyonunda elde edilmistir. Kalluslardan siirgiin ve kok olusumu

farkli1 IBA, BA ve GA3 kombinasyonlariyla saglanmistir.
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Kumar, Singh ve Gupta, (2016), Hibiscus sabdariffa tohumlarindan elde edilen
eksplantlarin in vitro mikrogogaltimi i¢in uygun bir protokol gelistirmislerdir. Calismada, farkli
konsantrasyonlarda BAP ve IAA kombinasyonlari ile glimiis nitrat, triakontanol, 2-iP ve GA3
kullanilmistir. En 1yi siirgiin ¢ogalmasi %60 ile 0,5 mg/L IAA ve 2 mg/L BAP igeren ortamda
gerceklesirken, en yiiksek siirgiin uzamasi ve kdklenme ise 0,1 ve 0,5 mg/L GAS3 ilavesiyle

saglanmistir.

Abeda, Rahman ve Ahmed, (2014), Hibiscus sabdariffa’da kotiledon ve hipokotil
eksplantlar1 kullanarak en iyi kallus biiylimesinin 1,0 mg/L 2,4-D ile 1,0 mg/L BAP
kombinasyonunda gerceklestigini gostermistir. Kallus biliylimesi arttikga antosiyanin
iretiminin azaldigi, en yiiksek antosiyanin veriminin ise 1,0 mg/L 2,4-D ve 2,0 mg/L Kinetin
kombinasyonuyla elde edildigi belirlenmistir. HPLC analizleriyle alti farkli antosiyanin
tanimlanmisg, bunlarin bir kisminin hibiskus ¢igeklerinde yaygin oldugu saptanmistir. Calisma,
hibiskus kallus kiiltiiriinde antosiyanin {iretiminin optimize edilmesi i¢in etkili bir protokol

sunmaktadir.

Arbaoui, Campanella, Paul ve Bettaieb (2013), kenaf (Hibiscus cannabinus L.)
"Tainung 2" ¢esidinin in vitro ¢ogaltilmasi {izerine yiiriittiikleri caligmada, hormon i¢cermeyen
MS ortaminin eksplant biiylimesi i¢in en uygun ortam oldugunu gostermistir. Koklenme
asamasinda ise, MS ortamina 0,25 mg/L IBA ve 25 mg/L B-siklodextrin eklenmesiyle basarili
sonuclar alinmis ve koklenen siirglinlerin %100 oraninda sera kosullarina adapte oldugu

bildirilmistir.

Plessis, Nikolova, Egan ve Kleynhans (2020), tarafindan gerceklestirilen ¢alismada,
Hibiscus coddii subsp. barnardii tiiriiniin in vitro tohum ¢imlendirme ve bitki gelisimi iizerine
odaklanilmistir. Arastirmada farkli besin ortamlarinin tohum ¢imlenmesi ve bitki performansi
tizerindeki etkileri degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar, yiiksek ¢imlenme oranlarinin
(%85-98) saglandigii gostermistir. Ozellikle filtre kagid1 iizerinde ve diisiik yogunlukta MS
(Murashige ve Skoog) ortamlarinda ¢imlenme siiresinin daha kisa oldugu belirtilmistir. Ancak,
bitki gelisimi agisindan en 1yi sonuglar tam kuvvetli MS ortaminda elde edilmistir. Buna karsin,
yarim kuvvetli MS ortamlar1 ile gelrit igeren kiiltiir ortamlarinin bitki biiylimesi {izerinde
olumsuz etkiler yarattig1 tespit edilmistir. Bu caligma, hibiskus tiirlerinin doku kiiltiirii yoluyla
cogaltilmas1 ve bitki gelisim protokollerinin optimize edilmesi agisindan 6nemli bilgiler
sunmaktadir. Ozellikle tohumdan bitki elde etme siirecinin hizlandirilmas: ve saglikli bitki

gelisimi i¢in uygun ortam se¢iminin kritik oldugu vurgulanmistir.
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Raaman, Negi ve Ravishankar (2013), Hibiscus sabdariffa bitkisinin yaprak, bogum ve
diigiim aras1 eksplantlari kullanarak in vitro gogaltim i¢in etkili bir protokol gelistirmistir. Oksin
ve sitokininlerin farkli kombinasyonlar1 ve konsantrasyonlariyla morfolojik olarak iki farkli
kallus tiirii elde edilmistir. MS ortamina eklenen 2,4-D, NAA ve BAP bilesenleri ile kremamsi,
sarims1 ve ufalanabilir kalluslar olusmustur. Ayrica, MS ortam1 g¢esitli NAA ve BAP
konsantrasyonlariyla desteklendiginde kompakt, yesil ve organojenik kalluslar meydana
gelmigtir.  Stirglin - olusumu ise nodal eksplantlardan MS ortamina farklh NAA
konsantrasyonlarinin eklenmesiyle dogrudan saglanmistir. Yaprak, bogum ve diigiim arasi gibi
farkli eksplantlardan elde edilen kalluslar, antosiyanin pigmentlerinin indiiksiyonunu
gostermistir. Ozellikle, 2,4-D + BAP (0,5 + 2,0 mg/L) ve %6 sukroz ilaveli MS ortaminda

yogun pembe renkli antosiyanin pigmentasyonu iiretilmistir.

Mese ve Tangolar (2019), ¢alismalarinda Hibiscus Sabdariffa bitkisinde PEG kaynakli
osmotik stresin in vitro ortamda bitki gelisimine etkisi arastirilmistir. Farkli PEG
konsantrasyonlarinin bitki hiicrelerinin su potansiyeline etkisi ve buna bagli morfolojik
degisiklikler incelenmistir. Sonuglar, %10 PEG uygulamasinin bitkinin su alimmi 6nemli
derecede azalttigini, buna karsilik %5 PEG uygulamasiin bitkide tolerans mekanizmalarini

aktive ettigini gostermistir.

Kumar, Singh ve Sharma (2020), PEGeooo ile olusturulan kuraklik stresine kars1 hibiskus
bitkisi in vitro kiltiirlerinin morfolojik ve biyokimyasal yanitlarini analiz etmistir. %0, %5,
%10 ve %15 PEG igeren ortamlarin kullanildig1 deneyde; siirgiin uzunlugu, koklenme orani,
toplam ¢oziiniir protein miktari, antioksidan enzim aktiviteleri (SOD, CAT) ve MDA birikimi
gibi parametreler degerlendirilmistir. Ozellikle %15 PEG uygulamasinda en yiiksek stres
tepkileri goézlemlenirken; %5 PEG seviyesinde bitkilerin hafif diizeyde stres toleransi
gelistirdigi rapor edilmistir. Bulgular, PEGeooo’in in vitro kosullarda kuraklik stresini taklit
etmede etkili oldugunu ortaya koymustur.

Ali ve Khan (2019), bu calismada Hibiscus sabdariffa bitkisinde PEG ile indiiklenen
kuraklik stresine kars1 biyokimyasal ve morfolojik tepkiler analiz edilmistir. Bitkiler %0, %5,
%10 PEG igeren besin ortamlarinda biiyiitiilmiis, stresin artmasiyla antioksidan enzim
aktivitelerinin ve prolin igeriginin arttifi gozlemlenmistir. Ayrica kuraklik stresinin bitki

gelisimi ve klorofil icerigi tizerinde baskilayici etkileri oldugu rapor edilmistir.
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Kylyshbayeva, Nurzhanova, Myrzakhmetov ve Doszhanov (2025), PEGeooo kullanarak
bitkilerde olusturulan in vitro kuraklik stresinin fizyolojik parametreler {izerindeki etkilerini
incelemistir. Calismada %0, %S5, %10 ve %15 PEG konsantrasyonlar1 uygulanmis, siirgiin
boyu, yaprak sayist, prolin birikimi ve klorofil diizeyleri gibi kriterler degerlendirilmistir. %10
PEG uygulamasinda prolin igeriginde anlamli artis gozlemlenirken, siirgiin biiyiimesinde
belirgin azalma kaydedilmistir. Bu bulgular, PEG ile simiile edilen kuraklik kosullarinin

bitkilerde osmotik stres tepkilerini tetikledigini gostermektedir.

Oduro ve Ellis, (2022) ise hibiskus tiirlerinin tarimsal iiretim yontemleri tizerine
yogunlasarak, Hibiscus sabdariffa L.’nin yetistirilmesinde iklim kosullari, toprak yapisi,
sulama diizeyi ve gilibreleme gibi ¢evresel ve kiiltiirel faktorlerin kritik rol oynadigini ortaya

koymustur.

Ruban ve Gajalakshmi (2012), Hibiscus rosa-sinensis ¢igek Oziitiiniin insan
patojenlerine karsi in vitro antibakteriyel aktivitesini aragtirmislardir. Antibakteriyel etkinlik,
disk diflizyon ve agar difiizyon yontemleri kullanilarak degerlendirilmis; ayrica protein profili,

poliakrilamid jel elektroforezi ile analiz edilmistir.

Akinmoladun ve Akinmoladun (2019), hibiskus bitkisinin besin igerigi ve saglik
tizerindeki olumlu etkilerini ele almis; yiiksek antioksidan kapasitesi ve C vitamini igerigi
sayesinde kan basincinmi diisiirme, kolesterolii azaltma ve anti-inflamatuar etkiler gibi gesitli

saglik yararlarina sahip oldugunu vurgulamislardir.

Kaur ve Kaur (2021), hibiskus tiirlerinin 6zellikle Hibiscus sabdariffa ve Hibiscus rosa-
sinensis’in antimikrobiyal aktivitelerini incelemis ve bu tiirlerin bakteriyel enfeksiyonlara karsi

etkili olabilecegini gdstermistir.

El Snafi (2018), tarafindan yapilan bir incelemede, Hibiscus cannabinus bitkisinin
antioksidan ve antidiyabetik Ozelliklere sahip oldugu, dolayisiyla kan sekeri diizeylerinin

diizenlenmesinde olumlu etkiler gosterebilecegi belirtilmistir.

Ghosh vd. (2015), Hibiscus rosa-sinensis'in fitokimyasal ve farmakolojik 6zellikleri
tizerine yapilan bu ¢alismada, bitkinin antimikrobiyal ve antifungal etkileri incelenmistir. Cilt

hastaliklar1 ve enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilabilecegi belirtilmistir.

Bu literatiir caligmalarindan da anlasilacagi iizere, hibiskus bitkisi hem morfolojik hem

de fizyolojik 6zellikleri bakimindan farkli stres kosullarina karsi ¢esitli tepkiler verebilmekte;
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ozellikle in vitro kosullarda uygulanan farkli fitohormon kombinasyonlar1 ve PEG kaynakli
kuraklik stresi gibi faktorlerle bu tepkiler daha belirgin hale gelmektedir. Literatiirde yer alan
caligmalar, bitkinin biyoteknolojik yontemlerle cogaltilabilirligini ve gevresel stres kosullarina
adaptasyon yetenegini ortaya koymakla birlikte, bu alanda halen daha fazla arastirmaya ihtiyag

duyuldugunu gostermektedir.
1.2 Cahsmanin Amaci ve Kapsam

Bu tez ¢alismasinin temel amaci, hibiskus bitkisinin doku kiiltiirii ile in vitro ¢ogaltim
yontemlerini gelistirerek optimize etmektir. Ozellikle, hastaliks1z, saglikli ve kuraklik stresine
kars1 dayanikli bitkiler elde etmek icin etkili bir protokol olusturulmasi hedeflenmektedir. Bu
dogrultuda, farkli besi ortamlari ve bitki biiyiime diizenleyicilerinin hibiskus bitkisinden alinan

eksplantlarin gelisimi lizerindeki etkileri arastirilmistir.

Ayrica, in vitro ortamda yetistirilen bitkicikler farkli polietilen glikol (PEGeooo)
konsantrasyonlarina maruz birakilarak yapay kuraklik stresi olusturulacak ve bu stres
kosullarina kars1 bitkilerin morfolojik tepkileri degerlendirilecektir. PEGeooo uygulamasi, su
alimim smirlayarak bitkide kuraklik stresine benzer etkiler yaratmakta ve boylece gercek
kuraklik kosullarinda bitkilerin verecegi tepkiler laboratuvar ortaminda incelenebilmektedir.
Bu sayede, kuraklik stresiyle basa ¢ikabilen, dayanikli hibiskus bitkiciklerinin belirlenmesi

mumkin olmaktadir.

Bu calisma hem bitki iiretimi hem de tarim ve biyoteknoloji alanlarinda pratik
uygulamalar i¢in 6nemli bir kaynak olacaktir. Hibiskus bitkisinin verimli ve dayanikli sekilde
cogaltilmasi, Ozellikle kuraklik kosullarmin yaygin oldugu bélgelerde tarimsal {iretimin
stirdiiriilebilirligine katki saglayacaktir. Ayrica, in vitro ¢ogaltim yontemiyle elde edilen
saglikli ve dayanikli bitkiler sayesinde, hibiskusun gida ve saglik sektoriindeki potansiyel

kullanimi artacagi ve boylece ekonomik degeri yiikselecegi diisiiniilmektedir.
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2.

MATERYAL VE YONTEM
2.1 Materyal
2.2 Bitki Materyali

Bu tez calismasinda kullanilan baglangi¢ bitki tohumlar1 misir menseli 6zel bir firmadan
Tez caligmasinda ¢imlendirmek icin gerekli hibiskus tohumlari, tohum satis1 yapan musir
menseli 6zel bir firmadan temin edilmistir (sekil 2.1). Yapilacak olan ¢aligma Tekirdag Namik
Kemal Universitesi Tarimsal Biyoteknoloji Boliimii Bitki Biyoteknolojisi Laboratuvarlarinda

gerceklestirilmistir.

Sekil 2. 1. Bitki materyalinin (hibiskus tohumu) temin edildigi marka bilgileri

2.2.1 Besin Ortam ve In Vitro Kiiltiir Kosullari

Yapilan ¢alismada besin ortami olarak MS (Murashige ve Skoog, 1962) temel besin
ortami (¢izelge 2.1) kullanilmistir. Besin ortamlarinin pH’1 1 N NaOH ya da HCI kullanilarak
5,.6-5,.8’¢ ayarlandiktan sonra karbon kaynagi olarak 30 g/L siikroz, katilastirici olarak 6,5 g/L
plant agar, 4,4 g/LL MS kullanilmistir (Cizelge 2.1). Denemelerde kullanilacak olan bitki
bliylime diizenleyicileri (TDZ, BAP GA3, NAA, IBA) uygun ¢oziiciilerde ¢cozdiiriilmiis ve saf
su ilavesi ile stoklar1 hazirlanmistir. Hazirlanan ortam ve ortamin dokiilecegi kaplar otoklava
atilmistir. Hazirliklar1 tamamlanan besin ortamlar1 121°C, 1.2 kg/ cm2 (MIR-MED) basing
altinda 15 dk siireyle steril edilmistir. Kiiltiire alinan bitkilerin hepsi 24+2°C sicaklik ve
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yaklasik 120+10 umol/m2 s 151k siddetine ayarli iklim odasinda 16 saat aydinlik 8 saat karanlik

fotoperiyot ile kirmizi beyaz led 1s1ik altinda kiiltiire alinmistir. Sonraki asamada saglikli

siirglinler ¢ogalma asamasi

gergeklestirilmistir.

Cizelge 2.1 Caligsmada kullanilan besin ortamlarinin igerikleri

icin hazirlanan besin ortamlarma aktarilarak ¢ogaltimi

Makro Elementler MS (mg/L)
CaCl; 332,02
KH2POq4 170,00
KNOs 1900,00
MgSO4 180,54
NH4NO3 1650,00
NH42S04 -
Mikro Elementler MS (mg/L)
CoClI2.6H20 0,025
CuS04.5H20 0,025
FeNaEDTA 36,70
H3BO3 6,20
Kl 0,83
MnSO4.H20 16,90
Na2Mo04.2H20 0,25
ZnS0O4.7H20 8,60
Vitaminler MS (mg/L)
Glisin 2.00
Myo-Inositol 100
Nikotinik asit 0,50
Pyridoksine HCI 0,50
Tiamin HCI 0,10

2.3 Yontem

2.3.1 Eksplant Alim ve Yiizey Sterilizasyonu

Bu c¢alismada kullanilan Hibiskus tohumlarinin temini 6zel bir firmadan
gerceklestirilmis olup, ilk sterilizasyon denemelerinde tohumlar ilk asamada %100 bakteri
onleyici sabunla 10 dk fir¢ca yardimiyla akan suda yikanmis ardindan akan su altinda 45 dk steril
edilmistir. Ardindan laminar akis kabinine alinan tohumlar 3 dk %70 lik etil alkol ile
calkalanmis ikinci asamada tohumlar %15, %20, %25 ve %30 olmak iizere 4 farkli oranda 10
dk camasir suyuyla ayr1 ayr1 calkalanmistir. Son asamada tohumlar 3 tekerriirlii 5’er dk

otoklavlanmis distile suda yikanarak camasir suyundan arindirilmistir (Cizelge 2.2) (Sekil 2.2).
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Sterilizasyon asamasindan sonra tohumlar, ¢imlendirme asamasi i¢gin 0 MS igeren besin
ortamlarina 5’er adet ve 3 tekerriirlii olacak sekilde aktarilmistir. Tohumlarin ¢imlendirme
asamasinda sterilizasyonu c¢amasir suyu orani arttikga daha etkili oldugu gozlense de

¢imlenmeyi baskiladig1 ve oranini oldukga diisiirdiigii sonucuna varilmistir.

Sekil 2. 2. Tohum sterilizasyonunda kullanilan ¢amasir suyu oranlari

2. sterilizasyon protokoliinde ¢amasir suyu yerine civa kloriir (HgClz) kullanilmastir.
Tohumlar ilk asamada 10 dk %100 bakteri 6nleyici sabunla fir¢a yardimiyla yikandiktan sonra
40 dk akan suda bekletilmis, ardindan steril kabinde once %70 oraninda etil alkol ile 3 dk
calkalanmistir. Daha sonra, iki farkli konsantrasyonda civa kloriir ¢ozeltisinde sterilizasyon
uygulanmistir: %0,1 mg/LHgCl. igerisinde manyetik karigtiricida 10 dk ve %0,05 mg/L HgCl.
icerisinde ayn1 kosullarda 10 dk steril edilmistir. Son asamada tohumlar, her iki uygulama i¢in
de 3 tekerriirlii 5’er dk otoklavlanmis distile suda civa kloriirden arindirilmistir (Daneshvar,
2019) (Cizelge 2.3). Steril edilen tohumlar steril kurutma kagidi yardimiyla nemi alindiktan
sonra ¢imlendirme asamasi i¢in 0 MS besin ortamlarina aktarilmistir. Sterilizasyona tabi tutulan
tohumlar besin ortamlarina aktarildiktan sonra 7-14 giin boyunca kontaminasyon takibi
yapilmis ve civa kloriiriin iki farkli konsantrasyonu ¢amasir suyu ile karsilastirmali olarak

degerlendirilmistir.
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Cizelge 2.2. Camasir suyu (NaOCl) sterilizasyon uygulamasi

Deneme 1 Kullanilan Kimyasal % Siire

S1 NaOCl %15 10 dk
S2 NaOCl %20 10 dk
S3 NaOCI %25 10 dk
S4 NaOCI %30 10 dk

Cizelge 2.3. Civa kloriir (HgCl») sterilizasyon uygulamasi

Deneme 2 Kullanilan Kimyasal % Siire
S5 HgCl: %0,05 mg/L 10 dk
S6 HgCl: %0,1 mg/L 10 dk

Bu calismada, sterilize edilmis bitki tohumlar1 6ncelikle 0 MS ortaminda ¢imlendirilmis
ve ardindan hipokotil, bogum ve kotiledon yaprak eksplantlar1 ile denemeler
gerceklestirilmistir. En hizli gelisim ve siirglin olusumu bogum eksplantinda gézlemlenmis ve

bu nedenle ¢aligmalara bogum eksplanti ile devam edilmistir.
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Sekil 2. 3. Otoklavda steril edilmis sterilizasyon malzemeleri

2.3.2 Cimlenen Tohumlarin Mikrogogaltimi I¢in Farkh Besin Ortamlarina Aktarilmasi

0 MS ortaminda ¢imlenen eksplantlarin siirgiin gelisimini tesvik etmek amaciyla, farkl

bitki bliylime diizenleyici kombinasyonlar1 (TDZ, GA3, NAA) igeren MS besi ortamlarina

aktarilmistir (Cizelge 2.4). Kontrol grubu olarak, bitki biiylime diizenleyici icermeyen MS

ortami kullanilmustir. Ug tekerriirlii yiiriitiilen deneyde, en uygun siirgiin gelisimini saglayan

besin ortaminin belirlenmesi hedeflenmistir.

Cizelge 2.4 Hibiskus bitkisinde siirgiin olusumu ¢alismalarinda kullanilan bitki biiylitme

diizenleyicileri ve ortam kombinasyonlar1

Ortamlar TDZ (mg/L) NAA (mg/L) GAs(mg/L)
Kontrol - - -

L1 1,0 0,5 1,0

L2 2,0 1,0 1,0

L3 3,0 1,5 1,0

L4 4,0 2,0 1,0

2.3.3 Gelisen Siirgiinlerde Koklenme Calismalari

Farkli besin ortamlarinda gelisen siirgiinler, koklenme asamasi i¢in 0 MS (kontrol), 1,0

mg/L IBA ve 2,0 mg/L IBA igeren ortamlara aktarilmistir. Bu deneme ile siirgiinlerin kklenme

yetenekleri karsilastirilarak, gelisimi acisindan en uygun ortamin belirlenmesi amaglanmastir.
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Elde edilen giicli kok sistemleri, bitkilerin dis kosullara bagarili bir sekilde uyum

saglayabilmesi agisindan temel 6neme sahiptir.
2.3.4 Kuraklik Stresi (PEG Uygulamasi) Denemesi

Kuraklik stresi iizerine yiiriitiillen denemede, in vitro mikrogogaltim sonucu elde edilen
kokli siirglinlerimizi 0 MS ortamina eklenen ayn1 0, 10, 20, 30, 40, 50 ve 60 g/L PEGeooo
konsantrasyonlarina aktarilmistir (Cizelge 2.5). Bu ¢alismada kuraklik stresinin etkileri agikca
gozlenmistir. Ozellikle artan PEG konsantrasyonlari ile bitki boy gelisiminde azalma, yaprak

sararmasi1 ve nekroz gibi belirtiler belirginlesmistir.

Cizelge 2.5 Kuraklik denemesi i¢in kullanilan ortamlarin PEG konsantrasyonlari

Uygulamalar Ortam PEGeooo (mg/L)
Kontrol MS 0 mg/L -

1) MS 10,0 mg/L

2) MS 20,0 mg/L

3) MS 30,0 mg/L

4) MS 40,0 mg/L

5) MS 50,0 mg/L

6) MS 60,0 mg/L

6 farkl konsantrasyonda hazirlanacak olan PEG igeren MS ortamlari i¢in 250 ml’lik
tiipler kullanilmistir. Buna gore yukaridaki ¢izelgede belirtilmis olan PEG oranlar1 1/4 orani

esas aliarak hazirlanmstir.
2.3.5 Dis Kosullara Ahstirma (Aklimatizasyon)

In vitro kosullarda koklendirilmis, PEGeooo iceren ortamlarda canliligini koruyan ve
sagliklh bitkiciklerin dig ortama adaptasyonu amaciyla gerceklestirilen aklimatizasyon siireci
sik kontrollerle yiriitiilmistiir. Bu siirecte bitkicikler dikkatli bir sekilde kiiltiir kaplarindan
cikarilmis, kok ve govde dokularina zarar vermeyecek bigimde steril distile su altinda yikanarak

agar kalintilarindan arindirilmigtir.

Temizlenen bitkiler, dnceden 121 °C’de, 1.2kg/cm? basing altinda 20 dk siireyle

otoklavlanmig steril torf-toprak karisimi igeren saksilara tek tek dikilmistir. Dikim sonrasi
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bitkiler dogrudan sulanmis, ardindan yaprak yiizeyleri sprey yontemiyle nemlendirilmistir.
Saksilar, i¢ ortam nemini sabit tutmak amaciyla streg filmle hava almayacak sekilde kapatilmig

plastik kaplar igerisine yerlestirilmis ve bu sekilde kontrollii bitki biiyiime odasina alinmistir.
2.3.6 Istatistiksel Degerlendirme

Sterilizasyon denemeleri, in vitro siirgiin denemeleri 3 tekerriirli olarak yapilmistir.
Calismalardan elde edilen verilerin istatistiki degerlendirmesi SPSS ver. 22 istatistik

programinda One -Way Annova post hoc. testlerinden Duncan testi ile yapilmistir (Snedecor

ve Cochran, 1967).
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3. BULGULAR
3.1 Yiizey Sterilizasyonu Bulgulari

Bu calismada kullanilan hibiskus tohumlarinin temini yabanci 6zel bir firmadan
gerceklestirilmis olup, ilk sterilizasyon denemelerinde hibiskus tohumlar1 %100 bakteri
Onleyici sabun ile 10 dk fir¢a yardimiyla yikanmis ve ardindan akan su altinda 45 dk siireyle
temizlenmistir. Tohumlar daha sonra laminar akis kabinine alinarak %70 etanol ile 3 dk
calkalanmis; ikinci asamada ise %15, %20, %25 ve %30 konsantrasyonlarinda 10 dk siireyle
camagir suyu ile sterilize edilmistir. Son asamada tohumlar {i¢ kez, beser dk otoklavlanmis
distile su ile yikanarak ¢amasir suyundan arindirilmistir. Elde edilen sonuglara gore, camasir
suyu konsantrasyonu arttik¢a kontaminasyon orani azalmis, ancak yiiksek konsantrasyonlarin

¢imlenme oranlarin1 olumsuz etkiledigi tespit edilmistir.

2. sterilizasyon protokoliinde ¢amasir suyu yerine civa kloriir (HgCl2) kullanilmistir.
Tohumlar ilk asamada 10 dk %100 bakteri 6nleyici sabunla fir¢a yardimiyla yikandiktan sonra
40 dk akan suda bekletilip steril kabinde 6nce %70 oraninda etil alkol ile 3 dk ¢alkalanmis
ardindan %0,1 mg/L HgClz icerisinde manyetik karistiricida 10 dk steril edilmistir. Son
asamada tohumlar 3 tekerriirli 5’er dk otoklavlanmuis distile suda civa kloriirden arindirilmistir
(Daneshvar, 2019). Steril edilen tohumlar steril kurutma kagidi yardimiyla nemi alindiktan
sonra ¢imlendirme agamas1 i¢cin 0 MS besin ortamlarina aktarilmistir. Sterilizasyona tabi tutulan
tohumlar besin ortamlarina aktarildiktan sonra 7-14 gilin boyunca kontaminasyon takibi

yapilarak ¢amasir suyu ile karsilastirmali degerlendirmeye tabi tutulmustur (Sekil 3.1).

Elde edilen bulgular, camagsir suyu ile gerceklestirilen yiizey sterilizasyon islemlerinde
kontaminasyon oranlarmin, kullanilan konsantrasyona bagli olarak degiskenlik gosterdigini
ortaya koymustur. %15’lik ¢amasir suyu ¢ozeltisiyle yapilan sterilizasyonda %100 oraninda
kontaminasyon gozlenmis, bu durum disiik konsantrasyonun istenen dezenfeksiyonu
saglamadigin1 gostermistir (Sekil 3.2). %20’lik konsantrasyonda kontaminasyon oran1 %73’e
diismiis, ancak bu oran hala yiiksek bulunmustur. %25’lik camasir suyu ile yapilan uygulamada
kontaminasyon orani %33’e gerilemis ve bu da ¢imlenme ile bitki gelisimi agisindan olumlu
sonuglar vermistir. %30’luk camasir suyu ¢ozeltisinde ise kontaminasyon orani1 %20’ye kadar
diismesine ragmen, bu yliksek konsantrasyonun ¢imlenme oranlarini azalttig1 ve bitki gelisimini
olumsuz etkiledigi go6zlemlenmistir. Tiim degerlendirmeler sonucunda, kontaminasyonu

azaltirken ayni zamanda bitki gelisimini de olumsuz etkilemeyen en uygun sterilizasyon
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kosulunun %25 c¢amasir suyu konsantrasyonunda 10 dk siireyle uygulanan islem oldugu

belirlenmistir.

Civa kloriir (HgCl2) ile yapilan sterilizasyon denemeleri, kontaminasyon ve bitki
gelisimi {izerindeki etkilerin konsantrasyona bagli olarak farklilik gdsterdigini ortaya
koymustur. Buna kars1, %0,1 oraninda hazirlanan ¢ozelti ile yapilan sterilizasyonda herhangi
bir kontaminasyona rastlanmamistir (Sekil 3.3). Yapilan degerlendirmeler sonucunda hem
kontaminasyonu tamamen 6nleyen hem de bitki gelisimini baskilamayan %0,1°lik civa kloriir

konsantrasyonu en uygun kosul olarak belirlenmis ve sonraki tiim denemelerde bu

konsantrasyon kullanilmaistir.

Sekil 3. 1. Civa kloriir ¢alismasi sonucu ¢imlenen hibiskus tohumlari

100 Gelisim normal
Geligim normal
80
60 -
Gelisim normal
40 Geligim
baskilanmig
) .
0

%15 C.S. %20 C.S. %25 C.S. %30 C.S.

Kontaminasyon Orant (%)

B Camasir Suyu Sterilizasyon Sonuglari
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Sekil 3. 2. Camasir suyu ile sterilizasyon sonuglari

100 Gelisim normal

80
60

40

Kontaminasyon Orani (%)

Gelisim normal

0
0,05 HgClI2 0,1 HgCI12

® Crva Kloriir Sterilizasyon Sonuglart

Sekil 3. 3. Civa kloriir ¢alismasi sonucu ¢imlenen hibiskus tohumlari

3.2 Invitro mikrocogaltim denemeleri sonucu elde edilen bulgular

Steril edilen eksplantlarin mikrogogaltim asamalarinda temel besin ortami MS
kullanilmistir. Siirgilinlerin mikrogogaltimi i¢in besin ortamlarma %3 siikroz ve 6,5 g/L agar
eklenmistir. Hazirlanan besin ortamlarmin pH’1 5.6-5.8’¢ ayarlandiktan sonra otoklav ile
121°C, 1,2 kg/cm2 (MIR-MED) basing altinda 20 dk siireyle steril edilmistir. Tiim kiiltiirler,
24 + 2 °C sicaklikta ve 16 saat aydinlik / 8 saat karanlik olacak sekilde fotoperiyot uygulanarak,
mavi-kirmizi LED 1s1k altinda kiiltiire alinmistir (Daneshvar, 2019).

Cimlenen tohumlardan elde edilen bogum, hipokotil ve kotiledon yapraklar1 eksplant
olarak kullanilmis; bu eksplantlar farkli bitki biiylime diizenleyici kombinasyonlarini igeren L1,

L2, L3 ve L4 ortamlarina transfer edilmistir.

Elde edilen bulgulara gore, kullanilan eksplant tipleri arasinda bogum eksplantlarinin
digerlerine kiyasla daha bagarili oldugu belirlenmistir. Bogum eksplantlar1 hem kallus olusumu
hem de silirglin gelisimi agisindan daha hizli ve verimli sonuglar vermistir. Hipokotil
eksplantlarinda kallus olusumu daha smirli diizeyde gergeklesmis, kotiledon yapraklarinda ise

bazi1 ortamlarda kallus olusmus olsa da siirglin olusumu yetersiz kalmistir.

Yapilan degerlendirmeler sonucunda eksplantlarin L3 ortaminda daha basarili siirgiin

gelisimi gosterdigi tespit edilmis ve kiiltiirler bu ortamda slirdiirilmiistiir. Ardindan, gelisimi
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devam eden bitkicikler yaklasik {i¢ alt kiiltiir donemi boyunca ayni ortamda muhafaza
edilmistir. Bu siirecin sonunda, fizyolojik olarak yeterli boyuta ulagan ve canliligini siirdiiren
siirgtinler, koklenme ve sonraki uygulamalara hazirlanmak amaciyla 0,2 g/L aktif komiir (AC)
iceren besiyerlerine aktarilmistir. Aktif kdmiir, fenolik bilesiklerin olumsuz etkilerini azaltmak,

bitkilerde sararma ve kararmalar1 dnlemek ve ortami dengelemek amaciyla tercih edilmistir.

Ortamlarin icerdigi bitki biiyiime diizenleyici kombinasyonlar1 gelisim {izerinde belirgin
etkiye sahip olmus, 6zellikle L3 ortam1 (TDZ 3,0 mg/L, NAA 1,5 mg/L, GA 1,0 mg/L) tim
denemeler icerisinde en iyi kallus ve siirgiin gelisimini saglayan ortam olarak 6ne ¢ikmistir. Bu
ortamda gelisen dokular canli, kompakt ve yesil renkli olurken, ¢oklu siirgiin olusumu da yogun
bir sekilde gézlenmistir. L2 ve L4 ortamlarinda da olumlu gelisimler kaydedilmis ancak L3
ortamindaki kadar yiiksek rejenerasyon elde edilememistir. Tim bu veriler
degerlendirildiginde, bogum eksplantlarinin rejeneratif kapasitesinin yiliksek oldugu, L3

ortaminin ise en etkili kombinasyonu sundugu sonucuna ulasilmistir (Sekil 3.4) (Cizelge 3.1).
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Sekil 3. 4. L3 ortaminda gelisen saglikli siirgiinler

Cizelge 3.1. Farkli BBD konsantrasyonlarinin hibiskus bogum eksplantlarindan in vitro
mikrogogaltimina ait varyans analiz sonuglari

Ortam Tekerriir Ortalama Bitkicik Kok Boyu* Yaprak Yaprak
Eksplant Boyu* Genisligi* Boyu*
Basina Siirgiin
Sayist*
L1 3 0,93+0,13¢  1,10+0,10b 0,00+£0,00¢c 0,30+0,60b 0,80+0,14b
L2 3 1,33+0,90c  1,00+0,10b 0,004+0,00¢c 0,50+0,33b 0,83+0,03b
L3 3 3,30+0,20a  6,70+1,02a 5,30+0,00a 2,40+0,20a 3,03+0,10a
L4 3 2,30+0,20b  2,40+0,30b 1,60+0,00b 0,80+0,14b 0,70+0,12b

*Ayni siitunda harflerle gosterilen ortamlar arasindaki fark Duncan testi sonuglarina gore 0,05 diizeyinde 6nemlidir

3.2.1 Eksplant Basina Siirgiin Sayis1 Ortalamasi

Duncan testi sonuglarina gore ortalama eksplant basina siirgiin olusum sayisi, kullanilan

MS temel besin ortamlarinda 1,0 ile 2,70 arasinda degisiklik gostermistir. Eksplant bagina en
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diisiik siirgiin olusumu L1 ve L2 besin ortaminda 1,0+ 0,00 ile gozlenirken, bunu L4 ortami
(2,00 £ 1,00) takip etmistir. En yiiksek siirglin olusumu ise L3 besin ortaminda 2,30+0,20b ile
elde edilmistir. Istatistiksel olarak degerlendirildiginde, L3 ortam1 “a” harfiyle gdsterilen grup
igcerisinde yer alarak diger ortamlardan anlamh sekilde ayrilmistir. L1 ve L2 ortamlar1 “b”
grubunda siniflandirilmis ve esit diizeyde diisiik siirglin olusumu gostermistir. L4 ortami ise “b”
grubu olarak ayr1 bir sinifta degerlendirilmistir. Bu sonuglar, bitki biliylime diizenleyici
kombinasyonlarmin siirgiin olusumu {izerindeki etkisinin belirgin oldugunu ve en etkili

kombinasyonun L3 ortaminda saglandigini ortaya koymaktadir.
3.3 PEG Uygulamalarimn Hibiskus Uzerindeki Kuraklik Stresi Etkileri

Kuraklik stresi tizerine yiiriitiilen denemede, in vitro mikrogogaltim sonucu elde edilen
kokli stirgiinler (Cizelge 3.2), 0 MS ortamina eklenen 0, 10, 20, 30, 40, 50 ve 60 g/L PEG
konsantrasyonlarina aktarilmistir. Bu ¢alisma kapsaminda, PEGeooo uygulamalarinin kuraklik
stresi simiilasyonu amaciyla kullanildig: ve farkli konsantrasyonlarin bitki gelisimi lizerindeki

etkilerinin incelendigi goriilmiistiir.

Elde edilen veriler 1s18inda, PEGeooo konsantrasyonlarimin artmasiyla birlikte
bitkiciklerde belirgin bir gelisim gerilemesi gozlenmistir. Ozellikle 1. ay ve 2. ay boyunca
oOl¢iilen gdovde uzunlugu degerleri, diisilk PEG konsantrasyonlarinda (10 g/L ve 20 g/L) nispeten
yiiksek seyretmekle birlikte, daha yliksek PEG seviyelerinde (30 g/L ve iizeri) anlamli bir diisiis
kaydedilmistir. Ornegin, 10 g/L PEG uygulamasinda 1. ayda ortalama gévde uzunlugu 5,33 +
1,40 cm iken, 60 g/l PEG uygulamasinda bu deger 1,60 + 0,30 cm’ye kadar azalmistir. Bu
durum, kuraklik stresinin bitki biiyiimesi lizerindeki engelleyici etkisini agik¢a ortaya

koymaktadir.

Yaprak sayisina bakildiginda da benzer bir azalma trendi tespit edilmistir. Diisiik PEG
konsantrasyonlarinda (10 ve 20 g/L) yaprak sayist nispeten yiiksek kalirken, PEG
konsantrasyonu arttikca yaprak sayisinda belirgin bir azalma ve hatta nekrotik belirtiler ile
birlikte yaprak sararmasi gozlenmistir. Bu bulgu, bitkinin su stresine bagli fizyolojik

bozulmalar yasadigini ve fotosentetik kapasitenin azaldigini desteklemektedir.

Kok uzunlugu olgiimleri de kuraklik stresinin etkilerini yansitmaktadir. Kontrollere
kiyasla, yiiksek PEG konsantrasyonlarinda kok gelisimi yavaglamis ve kok uzunlugu azalmistir.

10 g/L PEG’de kok uzunlugu 1,50 £+ 0,80 cm iken, 60 g/L PEGeooo uygulamasinda 1,00 £ 0,90
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cm’ye kadar diigmiistiir. Bu durum, kok sisteminin su alimindaki kisitlamalar1 ve dolayisiyla

genel bitki gelisimini olumsuz etkiledigini gdstermektedir.

Ayrica, PEGeooo konsantrasyonlarinin artisiyla birlikte yapraklarda gozlenen sararma ve
nekroz gibi stres belirtileri (Sekil 3.5) bitkiciklerin kuraklik stresine verdikleri fizyolojik
yanitlarin somut gostergeleridir. Bu morfolojik degisimler ve gelisim farkliliklari, Sekil 3.6’da
farkli PEG konsantrasyonlarinda tiip icerisinde yetistirilen bitkiciklerin karsilastirmali
fotograflarinda agik¢a gozlemlenmektedir. Bu gozlemler, in vitro ortamda kuraklik stresinin
basarilt bir sekilde simiile edildigini ve bu modelin hibiskus bitkisinin stres cevabinin
incelenmesi ag¢isindan 6nemli bir ara¢ oldugunu dogrulamaktadir. Sonug olarak, bu deneme,
farkl1 PEG konsantrasyonlarinin bitki gelisimi lizerindeki engelleyici etkilerini detayli sekilde
ortaya koymus; 6zellikle yiiksek konsantrasyonlarda (30 g/L ve tizeri) bitki gelisiminin 6nemli
Olciide engellendigini gostermistir. Bu bulgular, kuraklik stresi arastirmalarinda PEG

kullaniminin etkinligini destekler niteliktedir.

(a) PEG 10 (b) PEG 20 (c) PEG 30

(d) PEG 40 (¢) PEG 50 (£ PEG 60

Sekil 3. 5. Sirasiyla farkli PEG oranlarinda gelisim siiregleri takip edilen eksplantlar
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Cizelge 3.2 Farkli PEG Konsantrasyonlarinda Bitki Morfolojik Ozelliklerine ait varyans
analiz sonuglar1

Ortam Tekerriir ~ Govde Govde Yaprak Yaprak Kok Kok
(PEG) (n) Uzunlugu Uzunlugu Say1st Say1st Uzunlugu Uzunlugu
(cm)1. Ay* (cm)2. Ay*  (adet)l. (adet)2. (cm)1. Ay* (cm)2. Ay*
Ay* Ay*
Kontrol 3 12.33+£2.00a 13.44+2.00a  2.00+2.00b  4.00+2.00a  12.50£1.12a  14.50+1.00a
10 3 5.33 +£1.40a 6.00+1.60a 2.70+ 5.00 = 1.50 £0.80c  1.70 £0.90c
0.60ab 0.00a
20 3 4.00 = 2.00ab 4.50 + 3.00 2.00 + 3.00£0.90b 3.00+ 1.00b
2.00ab 1.00a 0.70bc
30 3 2.70 £ 0.33b 333+ 1.00 + 3.60 = 3.70£2.01b 3.70 +2.10b
0.33ab 0.00c 0.90ab
40 3 2.33 £0.33ab 2.00+0.00b 2.00+ 233+ 1.13+£0.80c  1.33£0.90c
1.00b 0.90bc
50 3 2.33 £0.33ab 233+ 2.00 + 1.33 + 1.50+£1.25¢ 1.70+1.20c
0.33ab 1.00b 0.33c
60 3 1.60 £ 0.30b 2.10+0.60b 2.00 + 2.00 + 1.00£0.90c  1.00+1.00c
0.60b 0.60c

* Ayni siitunda harflerle gosterilen ortamlar arasindaki fark Duncan testi sonuglarina gore 0,05 diizeyinde 6nemlidir

Sekil 3. 6. Kuraklik stresine maruz birakilan eksplantlarin oran arttik¢a gézlenen gelisim

kayiplari

3.4 Invitro bitkiciklerin dis kosullara alistirilmasi (Aklimatizasyon)

Yapilan 6n ¢aligmalarda, hibiskus bitkisinin aklimatizasyon asamasinda ¢ok fazla bitki

kayb1 yasanmistir. Bu durum go6z oniinde bulundurularak, siire¢ daha sik kontroller yapilarak
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yiiriitiilmiistiir. Koklenen bitkiler, temiz su ile bitkiye ve koklerine zarar vermeyecek sekilde,
besin ortamindan arindirilana kadar yikanmistir. Ardindan, bitkiler daha 6nceden otoklavda
121°C sicaklikta, 1,2 kg/cm? basingta 20 dk siireyle steril edilmis torf-toprak karisimi dolu
saksilara alinarak, hibiskuslarin dikimi gergeklestirilmistir (Sekil 3.7).

Sekil 3. 7. Bitkilerin in vitro ortamdan saksilara aktarilmasi

Dikilen bitkiler, sulandiktan sonra sprey ile nemlendirilmis ve {iizerleri stre¢ film ile
kapatilabilecek bir kaba yerlestirilmistir. Bu kap, hava almayacak sekilde streclenmistir.
Bitkiler daha sonra bitki biiyiime odasina almmustir. Ik haftanin sonunda, streg filmin iizerinde
birkag delik agilarak ortamin nemi azaltilmstir. Ikinci haftada delik sayis artirilsa da iigiincii
haftaya ge¢ilmeden bitkilerin tamaminda yasamsal faaliyetlerin sona ermesi, aklimatizasyon
protokoliine gecis asamasinda bitkiciklerin kok gelisiminin yetersizlii nedeniyle

gerceklesmistir.
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4. TARTISMA

Hibiskus bitkisinin vejetatif ve generatif yollarla ¢cogaltilmasinin sinirlt olmasi, bu tiir
icin mikrogogaltim yontemlerinin gelistirilmesini gerekli kilmaktadir. Mikrogogaltim, uygun
eksplant se¢imi, besin ortaminin dogru sekilde diizenlenmesi ve hormon dengesinin saglanmasi
yoluyla yiiksek verimli bitki {iretimi i¢in etkili bir yontem sunmaktadir. Bu ¢alismada, hibiskus
bitkisinin mikrogogaltimi sonrasinda, in vitro kosullarda polietilen glikol (PEG) uygulamalari
ile yapay kuraklik stresi olusturularak bitkilerin kuraklik stresine karst morfolojik tepkileri
incelenmistir. Literatiirde PEG ile yapilan uygulamalarin, kuraklik kosullarini taklit ederek
bitkilerin stres yanitlarini degerlendirmek agisindan etkili oldugu belirtilse de bu ¢alismada elde
edilen bitkiler ex vitro ortama uyum saglayamamis ve bitkilerin tamami dis ortama aktarim
stirecinde canliliklarini yitirmistir. Bu sonug, PEG uygulamalar1 sonrasinda aklimatizasyonun
kritik 6neme sahip oldugunu ve 6zellikle kuraklik stresine maruz kalmais bitkilerde dis ortama
gecisin daha dikkatli bir sekilde planlanmasi gerektigini gostermektedir. Dolayisiyla, bu
calisma kuraklik stresine dayanikli bireylerin elde edilmesinde PEG uygulamalarinin tek basina
yeterli olmadigini, aklimatizasyon siirecinin basarisiz olmasinin tiim siireci olumsuz
etkileyebilecegini ortaya koymaktadir. Bu bulgular, siirdiiriilebilir tarim uygulamalar1 ve stres
tolerans arastirmalarinda daha biitlincil bir yaklasimin benimsenmesi gerektigini

diistindiirmektedir.
4.1 Yiizey Sterilizasyonu

Bu calismada, hibiskus tohumlarinin yiizey sterilizasyonunda ¢amasir suyu (sodyum
hipoklorit) ve civa kloriir (HgCl2) kullanilarak gerceklestirilen uygulamalarin, kontaminasyon
oranlar1 ve bitki gelisimi iizerindeki etkileri degerlendirilmistir. Sonuglar, dezenfektanlarin
etkinliginin kullanilan konsantrasyona bagli olarak degistigini ortaya koymaktadir. Camasir
suyu ile yapilan sterilizasyon isleminde, %25°lik konsantrasyonun kontaminasyon oranini en
diisiik seviyeye indirdigi ve tohum gelisimini olumsuz etkilemedigi belirlenmistir. Benzer
sekilde, Javed vd. (2020) tarafindan yapilan bir calismada da %20-25 aralifinda sodyum
hipoklorit kullaniminim etkili oldugu ve tohum ¢imlenmesini destekledigi bildirilmistir. Ote
yandan, %30’luk camasir suyu ¢ozeltisinin yliksek konsantrasyonu, bu calismada oldugu gibi,
bitki gelisimini baskilamistir. Bu durum, Singh vd. (2018) tarafindan rapor edilen yiiksek doz

hipoklorit uygulamalarinin toksik etki yaratabilecegine dair bulgularla da ortiismektedir.
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Civa kloriir ile yapilan sterilizasyon islemlerinde, %0,1’lik konsantrasyonun
kontaminasyonu biliyiik Olclide engelledigi ve bitki gelisimini olumsuz etkilemedigi
gozlemlenmistir. Bu bulgu, Thakur ve Kanwar (2019) tarafindan bildirilen, diisiik doz civa
kloriir uygulamalariin yiiksek sterilizasyon basarisi sagladigir ancak konsantrasyon arttik¢a
toksisite riskinin yiikseldigi yoniindeki sonuglarla uyumludur. Nitekim bu g¢alismada da

%0,2’lik HgCl> uygulamasinin ¢imlenme oranlarini diistirdiigii tespit edilmistir.

Hibiskus iizerine yapilan baska ¢alismalarda da benzer sonuglara ulasiimistir. Ornegin,
Adebola vd. (2021), hibiskus tohumlarmin %1 sodyum hipoklorit ve %95 etil alkol
kombinasyonuyla sterilize edilmesinin aseptik kosullarda yiiksek ¢cimlenme oranlar1 sagladigini
belirtmiglerdir. Ayrica, Tahmasebi vd. (2023) gibi arastirmacilar, geleneksel kimyasal
dezenfektanlara alternatif olarak kullanilan ultrasonik sterilizasyon yontemlerinin hem ¢evre

dostu olmalar1 hem de yiiksek sterilizasyon basarilariyla dikkat ¢ektigini bildirmistir.

Sonug olarak hem c¢amasir suyu hem de civa kloriir, hibiskus tohumlarinin yiizey
sterilizasyonunda etkili dezenfektanlar olarak 6ne ¢ikmaktadir. Ancak her iki maddenin de
yiiksek konsantrasyonlarda toksik etkiler olusturabilecegi goz oniinde bulundurulmali, uygun
oranlar titizlikle belirlenmelidir. Ayrica, cevreye daha az zararli ve giivenli alternatif
yontemlerin arastirilmasi, ileride siirdiiriilebilir mikrogogaltim uygulamalar1 agisindan biiyiik

Onem tasimaktadir.
4.2 Mikrocogaltim

Bu calismada hibiskus tohumlarinin ¢imlenmesinden elde edilen farkli eksplant tiirleri
(bogum, hipokotil ve kotiledon yapraklar1) kullanilarak, ¢esitli bitki bliylime diizenleyici (BBD)
kombinasyonlarinin kallus ve siirgiin gelisimi iizerindeki etkileri degerlendirilmistir. Elde
edilen bulgulara gore; eksplant tiirleri arasinda belirgin farkliliklar gézlenmis, 6zellikle bogum
eksplantlar1 hem kallus olusumu hem de ¢oklu siirgiin gelisimi agisindan en yiiksek basariyi
gostermistir. Bu durum, bogum eksplantlarinin yiiksek meristematik aktivitesine baglanabilir.

(Ali vd., 2019; Gupta, ve Kumar, 2017).

Kullanilan farkli BBD kombinasyonlar igerisinde TDZ 3,0 mg/L, NAA 1,5 mg/L ve
GA 1,0 mg/L igeren L3 ortami, tiim denemeler arasinda en yiiksek rejenerasyon kapasitesini
saglamistir. Bu ortamda gelisen dokularin canli, kompakt ve yesil renkli olmasi, TDZ nin
sitokinin benzeri etkisinin NAA ile birlikte kallus indiiksiyonunu ve siirgilin tesvik ettigini

gostermektedir. TDZ’nin bu giiclii etkisi, bitki dokularinda gen ekspresyonunu sitokinin
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benzeri uyaricilarla artirmasiyla aciklanabilir (Murthy vd., 1998). Ayrica, GA’nin bu
kombinasyonda kullanilmasi, hiicre uzamasi ve doku farklilasmasini destekleyerek c¢oklu

stirgiin olusumuna katkida bulunmustur (Rani vd., 2012).

Benzer sekilde Ahmad N., Jabeen F., yaptiklar1 ¢alismada, Hibiscus sabdariffa'nin in
vitro kosullarda mikrogogaltimi i¢in farkli besin ortamlari ve hormon kombinasyonlari
incelenmistir. Ozellikle MS ortaminda BAP ve NAA hormonlarmnin kullanimi ile siirgiin

olusumunun artirildigini goézlemlemislerdir.

Bir baska ¢alismada, Hibiscus sabdariffa'nin mikrogogaltiminda farkli bitki biiyiime
diizenleyicilerinin etkisi arastirilmistir. BAP, TDZ ve Kinetin hormonlarinin kullanildig
deneylerde, TDZ'nin en yiiksek siirgiin olusumunu sagladigi belirlenmistir (Okwu ve Nduka,
(2019).

4.3 Koklendirme

Bu ¢alismada, Hibiscus sabdariffa bitkisinin in vitro ¢ogaltimi sirasinda elde edilen
stirgiinlerin koklendirilmesi amaciyla MS (Murashige & Skoog, 1962) temel besin ortami
kullanilmustir. ilk kiiltiir asamalarinda, eksplantlarda dogal olarak kok gelisiminin basladig
gbzlemlenmis ve bu silire¢ herhangi bir biiyiime diizenleyicisi eklenmeden basarili sekilde
ilerlemistir. Ancak son alt kiiltiir aktarimi sonrasinda, daha once saglikli sekilde gelisen
koklerde duraklama ve gerileme goriilmiistiir. Bu durum tizerine, kok gelisimini desteklemek
amaciyla MS ortamina oksin grubundan IBA (indol-3-biitirik asit) bitki biiylime diizenleyicisi
iki farkli konsantrasyonda (1,0 mg/L ve 2,0 mg/L) eklenmistir. ve 22,0 mg/L IBA igeren
ortamlarda gelisen kokler daha saglikli ve giiglii oldugu gozlemlenmistir. Bu sonug, kdk
gelisimi agisindan hormon dengesinin ve alt kiiltiir zamanlamasinin kritik bir rol oynadigini

gostermektedir.
4.4 PEG uygulamasi

Bu ¢alismada, in vitro mikrogogaltimla elde edilen hibiskus bitkiciklerine farkli PEGeooo
konsantrasyonlar1 uygulanarak kuraklik stresi etkileri aragtirllmigtir. Sonuglar, PEG miktar1
arttikga bitki gelisiminde belirgin bir azalma oldugunu gostermistir. Ozellikle 30 g/L ve
tizerindeki PEG oranlarinda, gévde uzunlugu, yaprak sayist ve kok uzunlugu gibi 6nemli
biiyiime parametrelerinde diigiis gdzlenmistir. Bu durum, su alimindaki azalmaya bagl olarak

biiyiimenin yavasladigini gostermektedir.

32



Benzer aragtirmalarda da PEG uygulamasinin su stresi kosullarini olusturmak ig¢in
yaygin bi¢imde kullanildig1 ve bitkilerde benzer biiylime gerilemelerine yol agtig1 belirtilmistir
(Farooq vd., 2009; Khan ve Ali, (2020). Ayrica yapraklarda goriilen sararma ve nekroz
belirtileri, fotosentezde azalma ve hiicre yapisinda bozulma oldugunu gdstermektedir (Mittler,
2006). Kok uzunlugundaki azalma ise bitkinin su ve besin maddesi alimini olumsuz etkileyerek

genel gelisimini kisitlamaktadir (Sharp vd., 2004).

Sonug olarak, PEG ile olusturulan kuraklik stresi modeli, hibiskusun stres altindaki
tepkilerini incelemek i¢in uygun bir yontem olarak ortaya ¢ikmistir. Bu caligma, bitkilerin
kuraklik stresine verdikleri tepkileri anlamak ve bu alanda yapilacak g¢aligmalara temel

olusturmak agisindan 6nem tagimaktadir.
4.5 Dis kosullara Ahstirma (Aklimatizasyon)

Hibiskus bitkisinin mikrogogaltimi ve aklimatizasyonuna yonelik ¢aligmalar, bu tiiriin
in vitro ortamda etkili bir sekilde ¢cogaltilabildigini ve ex vitro kosullara gegiste adaptasyon
slirecinin 6zenle planlanmasi gerektigini gostermektedir. Hibiskus bitkisinde yapilan in vitro
mikrocogaltim ¢aligmalarinda elde edilen koklii bitkiciklerin dis kosullara aktarimi, oldukga
hassas ve dikkat gerektiren bir siiregtir. Bu siirecte 6zellikle hava kosullar1 biiyiik nem tagir
ciinkii hibiskus bitkisi Soguk hava kosullarna kars1 ¢cok hassastir, Ozellikle kis aylarinda dis
ortama aktarilan koklii bitkicikler yiiksek oranda zarar gorebilir ya da yasamlarini
stirdiiremez. Sie vd., (2010) hipokotil ve kotiledon eksplantlartyla gerceklestirdikleri
calismada, somatik embriyolari perlit ve turf karisimina alarak nem kontrollii ortamda

kademeli bir adaptasyon saglamislardir.

Diger bir ¢alismada Jeon vd. (2009), Hibiscus syriacus L. temelinde yiiriittiikleri
calismada, mikrogelisimli eksplantlarin koklenmesinin ardindan perlit ve kum (1:1) karisimina
aktarilmasini ve {izerlerinin nem kontrollii stre¢ filmle ortiilmesini uygulayarak, yaklasik %90
oraninda basartyla aklimatizasyon sagladiklarini bildirmislerdir. Ayrica Govinden-Soulange
vd. (2009) de vejetatif dokulardan elde edilen bitkileri perlit ve kdmiir tozu i¢eren ortama alarak
benzer bir adaptasyon protokolii uygulamis ve yiiksek oranlarda aklimatizasyon basarisini

bildirmislerdir.

Literatiirde yapilan c¢aligmalar, hibiskus bitkisinin in vitro c¢ogaltimi sonrasi
aklimatizasyon siirecinde Ozellikle nem kontroliinlin biiyiilk bir 6éneme sahip oldugunu

gostermektedir. Ex vitro ortama gecis sirasinda kontrollii yiiksek nem kosullarinin saglanmasi,
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bitkilerin ani ¢evre degisikliklerine kars1 hassasiyetini azaltmakta ve hayatta kalma oranlarini
artirmaktadir. Bu slirecte, streg film ya da seffaf plastik kapaklar kullanilarak olusturulan nemli
mikroklima, bitkilerin su kaybimi1 siirlandirarak kok gelisimini desteklemekte ve cevresel
kosullara uyumlarini kolaylastirmaktadir. Ayrica nemin kademeli olarak azaltilmasi, bitkilerin
dis ortama daha yavas ve dengeli sekilde alismasin1 saglamakta, boylece bitki kayiplarinin

azalmasina katki sunmaktadir.

Bu bulgulara dayanarak, in vitro kosullarda ¢ogaltilan hibiskus bitkilerinin
aklimatizasyon siirecinin dikkatli sekilde planlanmasi, 6zellikle kurakliga dayanikli bireylerin
elde edilmesinde olduk¢a Onemlidir. Bitkilerde kuraklik stresini taklit etmek icin sikga
kullanilan PEG (polietilen glikol), osmotik baski olusturarak bitkilerin stres tepkilerini
gozlemlemeye olanak tanir (Cigekli ve Yiicel, 2021). Bu nedenle, PEG ile uygulanan yapay
kuraklik kosullart altinda in vitro ¢ogaltilmis bitkilerin dis ortama aktarilmasi hem fizyolojik
hem de morfolojik olarak dayanikli bireylerin secilmesi agisindan faydali bir yontem

sunmaktadir.
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5. SONUC VE ONERILER

Hibiskus, Tiirkiye’de yaygin olarak tarimi1 yapilmayan bir bitki olsa da, gida, geleneksel
tip, kozmetik ve dogal boya gibi farkli alanlardaki kullanimiyla dikkat ¢eker ve yiiksek
ekonomik potansiyele sahiptir. Ozellikle sentetik boyalara cevre dostu bir alternatif
sunabilmesi, onu 6n plana ¢ikaran 6nemli 6zelliklerden biridir. Giiniimiizde iklim degisikligi
ile kuraklik ve tuzluluk gibi ¢evresel streslerin artmasi beklenmektedir. Bu durum, bu tiir
olumsuz kosullara dayanikli bitkilerin belirlenmesini ve liretime kazandirilmasini daha da
onemli hale getirmektedir. Hibiskusun kurakliga dayanikli olmasi ve diisiik verimli arazilerde
yetisebilme potansiyeli, siirdiiriilebilir tarim agisindan Onemli bir avantaj olarak
degerlendirilmektedir. Bu ¢alismada elde edilen bulgular, hibiskus bitkisinin Tiirkiye’de daha
yakindan tanitilmasi, iklim ve toprak kosullarima uygun bolgelerde denenmesi ve liretime
kazandirilmas1 gerektigini gostermektedir. Ayrica, laboratuvar ortaminda saglikli ve kaliteli
bitkilerin ¢ogaltilmasi, giftcilere tanitilarak kiiltiir tarimina uyarlanmasi agisindan Snem

tagimaktadir.

Tohum sterilizasyonu asamasinda asil hedef, kontaminasyonu onlemekle birlikte
¢imlenmeyi ve sonraki gelisim siirecini olumsuz etkilemeyecek bir yontem belirlemektir. Bu
dogrultuda literatiirde yaygin olarak kullanilan ¢amasir suyu (NaClO) ve civa kloriir (HgCl.)
gibi sterilizasyon maddelerinin farkli oranlardaki etkileri degerlendirilmis ve %0,1’lik HgCl>
cozeltisinin 10 dk siireyle uygulanmasi, en etkili sonuglar1 vermistir. Bu yontem sayesinde
kontaminasyonsuz ve saglikli bitki materyali elde edilmis ve bu materyal denemelerde

kullanilmistir.

Mikrogogaltim asamasinda yapilan denemeler sonucunda, en verimli siirgiin olusumu
TDZ 3,0 mg/L, NAA 1,5 mg/L ve GA3 1,0 mg/L iceren L3 ortaminda gozlemlenmistir. Bu
bitki biiyiime diizenleyicileri, hibiskusun hizli ve saglikli ¢ogaltimi i¢in etkili bir kombinasyon
sunmugtur. Literatiirde de benzer sekilde bu hormon kombinasyonlarinin hibiskus

mikrogogaltimi {izerinde olumlu etkileri oldugu belirtilmektedir.

Koklendirme siirecinde, hormon katkis1 olmaksizin baslangigta yeterli kok olusumu
gozlense de alt kiiltlir agamalarinda bu gelisim azalmistir. 2 mg/L IBA uygulamasiyla ise
koklenmede beklenen artig saglanamamis, bazi bitkilerde kok gelisimi tamamen durmus ya da
zayif kalmistir. Bu durum, yalnizca hormon takviyesinin yeterli olmadigini, ortam kosullar ve

kiltiir siiresinin de koklenme basarisinda 6nemli oldugunu gostermektedir.
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Kuraklik stresini taklit etmek amaciyla yapilan PEG uygulamalar1 sonucunda, PEG
konsantrasyonu arttik¢a bitki boyu, yaprak uzunlugu, kok boyu ve yaprak genisliginde belirgin
bir azalma gdzlemlenmistir. Denemenin ilerleyen haftalarinda ise yapraklarda nekroz oram
artmistir. Bu durum, hibiskus bitkisinin kuraklik benzeri stres kosullarma duyarliligim

gostermesi acisindan dnemlidir.

Aklimatizasyon asamasi, in vitro kosullardan dis ortama gegiste bitkilerin saglikli bir
sekilde uyum saglamasini destekleyen en hassas agsamalardan biridir. Bu stiregte, bitkiler
oncelikle yiiksek nemli ortamlarda korunmus, nem kaybini engellemek i¢in tlizerleri kilitli
posetlerle ortiilmiis ve zamanla bu posetlerde kontrollii delikler agilarak dis ortama kademeli
gecis saglanmistir. Bu uygulama sayesinde bitkiler ani sicaklik ve nem degisimlerinden zarar
gormeden dis kosullara alisabilmistir. Elde edilen bulgular, nemin diizenlenmesinin bu asamada

kritik rol oynadigini1 gostermektedir.

Genel olarak bu ¢alisma, hibiskusun kuraklik ve tuzluluk gibi streslere kars1 gosterdigi
dayaniklilik bu bitkinin ¢oraklasan arazilerde degerlendirilmesini miimkiin kilarken; dogal
boya, gida ve tibbi {iriin kaynag1 olarak sunacagi katkilar sayesinde ¢evresel ve ekonomik

anlamda siirdiirtilebilir ¢oziimler sunmaktadir.
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