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OZET

Vetiveria zizanioides tropikal iklimde yetisen Poaceae familyasina ait tibbi
aromatik bir bitkidir. Vetiver bitkisinin koklerinden iiretilen degerli aromatik ugucu
yag farmasotik endiistrisinde olduk¢a dnemlidir. Calismada kullanilan bitki 6rnekleri
sera, bitki doku kiiltiirii ve hidroponik tarim olmak {izere 3 farkli kosulda yetistirildi.
Yapilan calismalar sonucunda vetiver bitkisinin sterilizasyon prosediirii optimize
edilerek Tirkiye’de ilk defa bitki doku kiiltliriine alinmis ve sacak kok kiiltiirii
denemeleri yapilmigtir. Farkli kosullarda yetistirilen 6rnekler hizlandirilmis solvent
ekstraksiyon sistemleri (ASE) kullanilarak ekstrakte edildi ve 3 farkli c¢oziicii
kullanildi (hekzan, etanol, ultra saf su). Ekstraksiyon 6rnekleri GC-MS, DPPH ve
ABTS ile antioksidan kapasite tayini, toplam fenolik ve flavonoid miktar tayini gibi
cesitli analizlerle karsilastirildi. Total fenolik asit igerigi en yliksek olanlar sirasiyla
sera, dikey tarim ve bitki doku kiiltiirli 6rnekleridir. En ¢ok flavonoid miktari sirasiyla
dikey tarim, sera ve doku kiiltiirii 6rneklerinden elde edilmistir. DPPH antioksidan
kapasitesi en ¢ok sirasiyla sera, dikey tarim ve doku Orneklerinde goriildi. ABTS
antioksidan kapasitesi ise en c¢ok ultra saf su ile ¢oziilmiis dikey tarim Orneginde
goriildii. Yapilan tiim ¢aligmalar, vetiver bitkisi iizerine yapilacak ileriki doku kiiltiirti

ve hidroponik tarim ¢aligsmalari i¢in yol gdsterebilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Vetiveria zizanioides, Bitki doku Kiiltiirii, Hidroponik tarim,

GC-MS, Fenolik, Flavonoid, DPPH, ABTS.



SUMMARY

Vetiveria zizanioides is a medicinal aromatic plant belonging to the Poaceae
family that grows in tropical climates. The valuable aromatic essential oil produced
from the roots of the vetiver plant is very important in the pharmaceutical industry.
The plant samples used in the study were grown in 3 different conditions: greenhouse,
plant tissue culture and hydroponic agriculture. As a result of the studies, the
sterilization procedure of the vetiver plant was optimized, and it was taken into the
plant tissue culture for the first time in Turkey and the hairy root culture experiments
were carried out. Samples grown in different conditions were extracted using
accelerated solvent extraction systems (ASE) and 3 different solvents were used
(hexane, ethanol, ultrapure water). Extraction samples were compared with various
analyzes such as antioxidant capacity determination, total phenolic and flavonoid
quantification by GC-MS, DPPH and ABTS. The samples with the highest total
phenolic acid content are greenhouse, vertical farming, and plant tissue culture
samples, respectively. The highest amount of flavonoids were obtained from vertical
farming, greenhouse and tissue culture samples, respectively. DPPH antioxidant
capacity was mostly seen in greenhouse, vertical farming, and tissue samples,
respectively. ABTS antioxidant capacity was mostly seen in vertical farming sample
dissolved with ultra pure water. It is thought that all the studies can guide the future

tissue culture and hydroponic agriculture studies on the vetiver plant.

Keywords: Vetiveria zizanioides, Plant tissue culture, Hydroponic agriculture,

GC-MS, Phenolic, Flavonoid, DPPH, ABTS.
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1. GIRIS

Tibbi aromatik bitkiler tiim diinyada cesitli ilaclarda ve saglik {iriinlerinde
kullanilmaktadir. Esas olarak zengin dogal metabolit kaynagi olduklar1 igin
yetistirilirler [Saha and Basak, 2020]. Bu degerli bitkiler ve onlardan elde edilen
esansiyel yaglar binlerce yildir geleneksel tipta, gidalarin hazirlanmasinda, kozmetikte
ve parfiimeride kullanilmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii’ne (WHO) gore gelismekte
olan iilkelerin niifusunun %80°1 ve diinya niifusunun %60°1 tibbi aromatik bitkilere
dayali geleneksel ilaglara bagimlidir [Saha and Basak, 2020], [Mahajan et al., 2020].
Yapilan pazar aragtirmalarinda son yillarda bitki tiirevli dogal {irlinlere yonelik talep
artist oldugu goriilmektedir [Pilz and Bart, 2011], [Niazian et al., 2019]. Bu iiriinler
yan etkilerinin az olmasi nedeniyle tercih edilmektedir. Ote yandan kiiresel talep artis1
nedeniyle dogal bitki stoklari azalmaktadir. Son yillarda iklim kosullarindaki
degisikliklerden tibbi aromatik bitkilerin verimi de etkilenmistir [Giannenas et al.,
2020]. Bu yiizden bu degerli bitkilerin iiretiminde alternatif yontemlere ihtiyag
duyulmaktadir.

Vetiveria zizanioides bitkisi bugdaygiller familyasina ait tibbi aromatik bir
bitkidir. Tropikal iklimi seven bu bitki Asya, Afrika, Okyanusya ve Orta Amerika nin
tropikal bolgelerinde yetismektedir [Courtial et al., 2008]. Agirlikli olarak ise
Hindistan’da yetistirilmektedir. Bitki giiclii kok yapisiyla topraga derinlemesine niifuz
edebilmektedir. Vetiver bitkisi geleneksel olarak tarimsal uygulamalarda
kullanilmaktadir. Bunun yani sira erozyon Kkontrolii, set stabilizasyonu ve
fitoremediasyon gibi tarim dig1 uygulamalarda da kullanilmaktadir [Verma, 2020].
Vetiver bitkisinin koklerinden iiretilen degerli aromatik ugucu yag seskiterpen alkoller
ve hidrokarbonlarin en zengin karigimlarindan biridir ve diisiik uguculuk oranina sahip
oldugundan en viskoz yaglardan biridir [Rotkittikhun et al., 2010]. Karakteristik,
odunsu ve spesifik bir kokuya sahiptir [Ouyang et al., 2021]. Vetiver yagmin ana
ireticileri Haiti, Endonezya, Cin, Hindistan, Brezilya, Japonya ve ana tiiketicileri
ABD, Hindistan, Japonya ve Avrupa’dir. Yillik vetiver yagi ticaretinin yaklasik 250
ton oldugu tahmin edilmektedir [Lavania, 2003]. Vetiver yag: parfiimeri, kozmetik ve
aromaterapi endiistrilerinde yaygin olarak kullaniminin yani sira igeriginde bulunan
bilesiklerden dolay1 farmasotik ve biyomedikal endiistrisinde de oldukg¢a degerlidir.

Vetiver yaginin ana etkisi sinir sistemi iizerinedir. Sakinlestirici etkisi vardir. Bu



yiizden depresyon, sinirsel gerginlik, romatizma gibi hastaliklarin tedavisinde
kullanilir [Chomchalow, 2001]. Ayni1 zamanda antioksidan, antikarsinojenik ve
termitisid aktivitelere sahiptir [Courtial et al., 2008].

Vetiver bitkisinden elde edilen yagin verimi ve kalitesi yetistirilme uygulamasi,
iklim kosullar1 ve genetige bagl olarak 6nemli dl¢lide degismektedir [Courtial et al.,
2008]. Geleneksel tarima alternatif olarak daha kontrollii ortamlarda gergeklestirilen
bitki doku kiiltiirii uygulamalar1 ve dikey tarim sistemleri ile verimi ciddi olgiide
artirabilmek miimkiindiir.

Bitki doku kiiltiirii kontrollii bir ortam altinda bitkilerin ¢ogaltilmasi, metabolik
stireclerin incelenmesi, degerli metabolitlerin eldesi, rekombinant protein iiretimi gibi
pek cok c¢alismaya olanak saglar. Sagak kok kiiltirii bitki doku kiiltiirii
uygulamalarindan biridir. Ticari uygulamalar1 da bulunmaktadir. Sacak kok
kiiltiiriinde bitki dokusu yaralanarak A4.rhizogenes adi1 verilen gram negatif bir toprak
bakterisiyle enfekte edilir. Bu bakterinin bir DNA parg¢asini bitki genomuna aktarma
konusundaki dogal yetenekleri laboratuvar kosullarinda kullanilir [Gerszberg and
Wiktorek-Smagur, 2022]. 4.rhizogenes ile enfekte edilen kokler yiiksek biiyiime hizi,
genetik stabilite ve hormonsuz ortamda biiytliyebilme ile karakterize edilmektedir. Bu
sayede degerli ikincil metabolitlerin artirilmis liretimi saglanabilmektedir [Srivastava,
2007].

Dikey tarim bir diger alternatif bitki yetistirme yoOntemlerindendir. Diinya
genelinde niifus artisina paralel olarak gida talebi de artmaktadir. Geleneksel tarimda
iiretim iklim kosullarina, topragin verimine, topraktaki mikroorganizmalara ve daha
birgok faktore bagli olarak degismektedir. Dikey tarim ile kontrollii ortamlarda
iklimden bagimsiz, topraksiz bitki yetistirebilmek miimkiindiir. Bu sistemde bitkiler
kontrollii sicaklik, nem, pH, aydinlatma ve sulama kosullarinda geleneksel tarima gore
daha verimli biiyliyebilmektedirler [Velazquez-Gonzalez et al., 2022]. Bu sistemle
bitkilere ihtiyacina gore optimum besin kombinasyonu saglanabilmektedir. Dikey
tarim sistemleri hidroponik, akuaponik ve aeroponik olarak 3 ana gruba ayrilabilir.
Courtial (2008) calismasinda hidroponik ortamda yetistirilen Vetiver bitkisinin
koklerinden siiperkritik siv1 ekstraksiyon sistemiyle ekstreleri elde etmis ve daha sonra
icerigindeki bilesenler gaz kromatografi-alev iyonlastirma detektorii (GC-FID) ile
saptanmigtir. Sonuglar, zengin icerige sahip vetiver liretiminde hidroponik sistemin

etkinligini gostermistir.



Bu tez calismasinda iki farkli bélgeden temin edilen Vetiver bitkisi kullanildi.
Vetiver fideleri Turuncu Peyzaj (Antalya, Tiirkiye) ve Giresun Universitesi Dr. Derya
YANMIS tan temin edildi. Temin edilen bitkiler Gebze Teknik Universitesi Fen
Bilimleri Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii, sera, bitki biiyiitme odas1
ve hidroponik tarim olmak {izere 3 farkli kosulda yetistirildi. Farkli kosullarda
yetistirilen 6rnekler yeni nesil bir cihaz olan hizlandirilmis solvent ekstraksiyon
sistemleri (ASE) kullanilarak ekstrakt elde edildi. Ekstraksiyon igerikleri 3 farkli
yetistirilme kosulu i¢in toplam fenolik, toplam flavonoid ve antioksidan kapasiteleri
bakimindan karsilagtirildi.  Yapilan caligmalar sonucunda vetiver bitkisinin
sterilizasyon prosediirii de optimize edilerek Tiirkiye’de ilk defa bitki doku kiiltiiriine
basarili bir sekilde alinmistir. Bitki doku kiiltiirline alinan vetiver orneklerinin
artirtlmig liretimini saglamak i¢in sagak kok kiiltiirii denemeleri de ilk defa yapilmustir.
Bu tez c¢alismasinin sonuglari, vetiver bitkisi tizerine yapilacak ileriki doku kiiltiiri,
hidroponik tarim ¢alismalar1 ve ekstraksiyon ¢alismalari i¢in yol gosterebilecektir ve
giiniimiiz teknolojileriyle farkli kosullarda yetistirilebilen vetiver bitkisi i¢in optimum
kosullar1 belirlemeye yardimer olacagi diigiiniilmektedir. Ayrica Tiirkiye’de nadir
bulunan ve degeri yeterince ortaya konmamig tibbi aromatik bir bitki olan vetiverin

yetistirilmesine ve korunmasina yardimeci olacagi diisiiniilmektedir.



2. LITERATUR OZETI

2.1. Vgtiveria zizanioides’in Bilimsel Simiflandirilmasi ve
Genel Ozellikleri

Vetiver (Vetiveria zizanioides L.) Bugdaygiller (Poaceae) familyasina ait hizl
biiyliyen, ¢ok yillik, tropik bir bitkidir [Srivastava et al., 2008]. Tropikal ve astropikal
bolgelerde ve ozellikle de Hindistan'da yaygin olarak goriilmekte olan vetiver, nehir

kiyilarinda, bataklik ve algak tepelerde yetismektedir (Sekil 2.1) [Web 1, 2023].

Tablo 2.1: Vetiveria zizanioides bitkisinin bilimsel siniflandirilmasi.

Alem Plantae (Bitkiler)

Alt alem Tracheobionta (Damarl Bitkiler)
Boliim Magnoliophyta (Cicekli Bitkiler)
Simif Liliopsida (Tek Cenekliler)

Alt simif Commelinidae

Takim Andropogoneae

Familya Graminae (Poaceae) (Bugdaygiller)
Alt familya Panicoideae (Andropogonidae)
Cins Chyrsopogon

Tiir Vetiveria zizanioides

Binominal adi Vetiveria zizanioides (Linn.) Nash
Diger adlar Malaysia: Nara wastu, Kusu-Kusu, Nara setu

English: Vetiver (grass), Khus-Khus, Khus
Indonesia: Aga wangi, Larasetu, Usar, Janur
China: Xiang-Geng-chao

Thailand: Faek, Ya-facklum, Ya-fackhom

Sinonimler Andropogon zizanioides Linn.; Andropogon
squarrosus Hack; Andropogon muricatus Retz.;
Andropogon nardus Blanco; Andropogon
nigritanus Stapf.

Bitkinin yillik biiylime hizi en iyi yagish bolgelerde ve sicaklik 22-43°C
arasindayken oldugu gériilmektedir. Ozellikle kokleri ve cesitli kisimlari tipta,
aromaterapide, kozmetik ve parfiimeri endiistrisinde kullanilmaktadir. Koklerinden
elde edilen Vetiver yagi ise her tiirlii iltihap ve enfeksiyon i¢in kullanilmaktadir
[Zahoor et al., 2018]. Vetiver, 3-4 m ye kadar kolayca niifuz edebilen uzun, masif ve
karmagik kok sistemine sahip, yliksek C4 fotosentetik etkinlik gdsterebilen,

biyokiitlesi fazla olan bir bitkidir ve bu sayede toprag: stabilize eder. Vetiver, -20-
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60°C arasinda degisen sicakliklara ve son derece sert ¢evre kosullarina dayanabilir.
Ayrica asidik, alkali ve tuzlu yetistirme ortamina kars1 oldukea toleransl bir bitkidir
[Srivastava et al., 2008]. Vetiver, 1950'lerin basinda Fiji'de toprak koruma amaciyla
kullanilan ilk taninan otlar arasindaydi. Daha sonra, 1980'lerden itibaren Hindistan'da
toprak ve su koruma i¢in Diinya Bankasi tarafindan tesvik edildi. Vetiver koklerinden
aromatik ugucu yag iiretimi Hindistan i¢in bir gelenek olmustur (Peyron 1989; Lavania
2004). Ek olarak, spesifik bir kok sistemine sahip olmasindan dolay1 vetiver, agir metal
kirliligi de dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli olumsuz iklim kosullarina da tolerans saglar.
Cesitli toprak tiirlerinde ve nehir kiyilar1 gibi sulu kosullarda hayatta kalma konusunda
olaganiistii bir yetenege sahiptir. Diinya Bankasi, glinlimiizde popiiler olarak vetiver
sistemi (VS) olarak bilinen vetiver otu teknolojisinin (VGT) sistematik gelisimi igin
birka¢ proje baslatmigtir. Vetiver sistemi, toprak ve su koruma, atik su aritma, set
stabilizasyonu, kirliligin azaltilmas1 gibi bir¢ok cevresel sorun i¢in kanitlanmis ve
stirdiiriilebilir bir ¢6zlimdiir. Bu ylizden, ¢evrenin kalitesini eski haline getirmek ve

cevre kirliligini azaltmak i¢in doganin diinyaya sagladigi en iyi malzemelerden biridir.

Sekil 2.1: Vetiveria zizanioides.

2.2. Vetiveria zizanioides’in Kimyasal Bilesimi

Vetiveria zizanioides koklerinden elde edilen ugucu yag diinya ¢apinda ilgi
gormiistiir. Vetiver otu yaginda 150 seskiterpen bulunur. Yagin %35’ini alfa-vetivone,

beta-vetivone ve khusimol bilesenleri olusturur ve karakteristik kokuyu da saglayan



bu kimyasal bilesimdir (Tablo 2.2) [Zahoor et al., 2018]. Bunun yaninda vetiver yagi
siklik, bisiklik ve seskiterpenoid gibi 300'den fazla bilesenden olusan karmasik bir
bilesime sahiptir. Bunlara 6rnek olarak a-vetivone, B-vetivone, khumisol, cadanene,

cedrene ve B-humulen bilesenleri verilebilir [Esyanti et al., 2013].

Tablo 2.2: Vetiveria zizanioides'in baslica bilesenleri.
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2.3. Vetiveria zizanioides Kullanim Alanlari

Vetiver bitkisi ekonomik degeri yiiksek, iiretimi kolay ve gorsel kalitesi olan bir
bitki oldugundan tarimsal ve tarim dis1 bir¢ok alanda kullanilmaktadir. Vetiver giiglii

kok yapist ve biyokiitlesinden dolayr diinya genelinde c¢evre sinirlarinin



belirlenmessev stabilizasyonunun olugturulmasi, erozyon, heyelan, sel ve tagkin gibi
dogal afetlerin 6nlenmesi amactyla kullanilmaktadir [Cindik vd., 2012].

Vetiver, Al, Mn gibi metallere ve Cd, Cr, Ni, Pb, Hg, Se ve Zn gibi agir metallere
ve toprakta bulunan arsenik gibi metaloidlere kars1 yliksek toleranst ile bilinir. Vetiver
bitkisinin agir metallere toleransi, toprak {istii dokularda metal biriktirme kabiliyeti ve
koklerdeki mikorizal birliktelikle iligkilidir. Yapilan aragtirmalara bakildiginda
vetiverin toksik metalleri etkili bir sekilde uzaklastirabilecegi one siiriilmektedir.
Vetiver, Pb, Cu ve Zn gibi toksik agir metallere karsi 6zel bir afiniteye sahiptir
[Srivastava et al., 2008]. Bu gibi fizyolojik 6zelliklerinden dolayi, vetiver bitkisi agir
metallerin topraktan etkili bir sekilde uzaklastirilmasi i¢in fitoremediasyon
uygulamalarinda kullanilmaktadir. Fitoremediasyon &zelligine sahip olmasinin
yaninda erozyonun Onlenmesi noktasinda da diinya genelinde kullanilan ekonomik
degeri olan bir bitkidir [Iriawati et al., 2013].

Ozellikle diinyada siirdiiriilebilir cevre koruma projeleri ve tarim ve tarim disi
bir¢cok uygulamada basarili sonuglar alindig1 goriilmektedir [Cindik, 2012]. Bununla
birlikte bu degerli bitki Tiirkiye’de yeterince bilinmemektedir. Tiirkiye’de heniiz
sadece erozyonu onlemek veya vetiver yaginin antibakteriyel 6zelligini ortaya koymak
gibi sinirli caligmalar gergeklestirilmistir [Demirel vd., 2002; Efe, 2019]. Bu yiizden
Vetiver bitkisinin Tiirkiye’de tanitilmasi, ¢esitli arastirmalar ve projelerde amacina
uygun kullaniminin yayginlastirilmasi bakimindan énemlidir.

Vetiver eski ¢aglardan beri Hindistan'da parfiimeri alanindaki degeri ile
bilinmektedir. Vetiveria zizanioides'in koklerinin rafine edilmesiyle vetiver ugucu yagi
elde edilir. Haiti, Endonezya, Cin, Japonya, Hindistan ve Brezilya ana fireticiler ve
ABD, Avrupa, Hindistan ve Japonya ana tiiketicilerdir. Bu iilkelerdeki vetiver yaginin
yillik diinya ticaret hacmi 250 ton civarinda oldugu tahmin edilmektedir. Ticarette
“Ruh-Khus” olarak bilinen saf vetiver (khus) kok yagi, Hindistan'daki parfiimeri
diikkanlarinda kolayca bulunabilir. Vetiver yagi odunsu, yesil ve findik benzeri
kokuya sahiptir. Ayrica viskozitesi yliksek oldugundan yapiskan yapili, agik
kahverengi bir yagdir [Verma, 2020]. Hos aromasi ve diisiik buharlasma hizi nedeniyle
parfiimlerin temel nota kategorisinde kullanilan yagin yerine gegebilecek sentetik bir
muadili heniiz bulunamamaigstir [Lavania, 2003]. Vetiver ugucu yagi parfiim, kozmetik,
deodorant, sabun, ilag iiretimi gibi endiistriler i¢in hammadde kaynagidir. Ayrica
bocek kovucu olarak da yaygin olarak kullanilmaktadir. Vetiver yagi ¢cok kalicidir ve

bilinen en iyi fiksatiflerden biridir. Yagin kimyasal bilesimi, kokusu ve alkolde yiiksek
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¢cozlnilirliigli onu benzersiz bir parfiimeri kaynagi yapar. Direkt parfiimeri
uygulamalarina ek olarak seyreltilmis haliyle vetiver yagi, tiras sonrasi losyonlar, oda
spreyleri ve aroma verici suruplar, dondurma, kozmetik ve gida muhafazasinda da
yaygin olarak kullanilmaktadir [Lavania, 2003]. Seyreltilmis formda kullanilirsa
vetiver yagi, yatistirici ve serinletici etki saglar. Tedavi amaclh kullanilan degerli bir
yag olmakla birlikte kuru ve susuz kalmis ciltlerde nemi yeniler ve cilt iizerinde
genclestirici etkisi vardir [Verma, 2020]. V. zizanioides esansiyel yaZinin anti
inflamatuar etki gosterdigi goriilmistiir. Daha ¢ok dolasim sistemi ve sinir sisteminde
iltihap Onleyici olarak kullanilmaktadir. Ayrica, glines ¢arpmasi, dehidrasyon ve kuru
rlizgarlarin neden oldugu iltihaplar icin tedavi amagh kullanilir [Zahoor et al., 2018].
Bu nedenle vetiver yagmin ekonomik degeri ¢ok yiiksektir. Vetiver bitkileri ayni
zamanda toprak erozyonunu onlemek i¢in de kullanildigindan, vetiver yagi liretimine
ayrilmig vetiver ekimi i¢in giderek daha sinirli alan kalmaktadir [Esyanti et al., 2013].
Bu nedenle, bu sorunu ¢ézmek ic¢in bitki doku kiiltiiri teknikleri gibi alternatif
teknolojilere ihtiya¢ vardir. Sacak kok kiiltiirii degerli bitki sekonder metabolitlerini
kontrollii ortamlarda elde edebilmek i¢in kullanabilecegimiz doku kiiltiirii

tekniklerinden biridir.

2.4. Sacak Kok Kiiltiuru

Sacak kok kiltiiri, genellikle bitki metabolik siireglerini incelemek veya
biyofarmasotik olarak kullanilan degerli ikincil metabolitler ve rekombinant proteinler
iiretmek icin kullanilan bitki doku kiiltiirii uygulamalarindan biridir (Sekil 2.2.)
[Medina-Bolivar et al., 2007]. Sacak kok kiiltlirii literatiire ilk kez Steward ve
arkadaglar1 (1900) tarafindan girmistir. A. rhizogenes ile enfekte olmug koklerde yanit
olarak ¢ok sayida ince, kiiclik kokler olustugundan dolayr ‘sagak kok’ terimi
kullanilmistir. Sagak kok olusumuna neden olan mikroorganizma ise ilk olarak Riker
ve arkadaslar1 (1930) tarafindan Phytomonas rhizogenes olarak adlandirildi. Daha
sonra Agrobacterium rhizogenes olarak tekrar adlandirildi [Srivastava et al., 2007].
Yiiksek bitkilerin A. rhizogenes ile ilk transformasyonu 1973'te Ackermann tarafindan
yapilmistir [Ackermann, 1977]. Porter (1991) bir¢ok farkli cins ve familyada olan
450'den fazla bitki tiirliniin 4. rhizogenes enfeksiyonuna duyarli oldugunu

bildirmesinden sonra listeye bir¢ok ekleme yapilmistir.



Sekil 2.2: Sagak kok kiiltiiril.

2.4.1. Sacak Kok Kiiltiirii Molekiiler Mekanizmasi

Sacak kok elde edebilmek icin bir bitkinin gram negatif bir toprak bakterisi olan
Agrobacterium rhizogenes ile basarili bir sekilde transforme edilmesi gerekir. [Guillon
et al., 2008] A. rhizogenes, dikotiledon bitki tiirlerini opin adi verilen ve bakteriye
besin saglayan kimyasal bir {ireticiye doniistiiriir. Bu islem bitkinin enfeksiyon
bolgesinde sagak koklerin olusmasina neden olur. Dogada kendiliginden
gergeklesebilen bu siire¢ bitki dokusunun yaralanmasiyla baslar. Genellikle bocek
veya mekanik etkenlerle hasar almis bitki dokusunun yarali bolgesi A. rhizogenes
bakterisi tarafindan istila edilir. Ciinkii yarali bitki dokusu tarafindan salinan
asetosiringon gibi fenolik bilesikler A. rhizogenes bakterisini ¢eker. Salgilanan bu
fenolik madde, Ri-plazmid (kok indiikleyici plazmid) iizerindeki viriilans (vir)

genlerinin aktivasyonunu saglar (Sekil 2.3) [Web 2, 2021].
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Sekil 2.3: Agrobacterium aracili transformasyon siireci modellemesi.

Sekil 2.5’te BioRender programi kullanilarak Ri plazmiti ¢izilmistir. Plazmitte
bulunan sinir dizileri bitki hiicresine iletilen plazmit bolgesinin sinirlanmasini saglar.
Viriilans genleri, bitki hiicresine transfer edilebilmesi icin T-DNA'nin (transfer DNA)
kesilmesini ve entegrasyonunu saglar (Sekil 2.4). Vird proteini fenolik bilesiklerin ve
asitligin bakteri tarafindan algilanmasini saglar. VirG proteini vir regulonunun fenolik
ve monosakkarit indiikleyicilerle indiiklenmesini saglar. T-DNA’nin her iki tarafinda
bosluklar olusturan endoniikleazlar ise virD operonu tarafindan kodlanir. VirD2 ve
VirD1 proteinleri tarafindan RB bolgesi kesilerek 5'-3' serbest ssDNA (tek sarmalli
DNA) olusturulur. VirD2 proteini olusturulan tek sarmalin 5' ucunda bagh kalarak T-
DNA’nin serbest kalmasimi saglar. virE proteini T-DNA’y1 sararak niikleaz
enzimlerine karst korumaya yardimci olur ve entegrasyondan oOnce 3' ucunun
biitiinliigiinii korur. VirD2 proteini T-DNA’nin bitki hiicresinin ¢ekirdegine dogrudan
taginmasina yardimci olan niikleer lokalizasyon sinyalleri (NLS) icerdiginden pilot
gorevi yapar ve T-DNA’nin verimli bir sekilde transfer edilebilmesi icin gereklidir
(Sekil 2.4) [Web 3, 2023]. VirB proteinleri beta-1,4 glikozidik baglar1 parcalayan bir
transglikozilazi ve T-pilus'un alt birimi olan pilin sentezini kodlar. Bu proteinler
sayesinde bitki ve bakterilerin hiicre zarinda agiklik olusturulur [Singh et al., 2022].
Tilim bunlar sayesinde tek sarmallt T-DNA, oksin sentezini kodlayan Ri-plazmidinden

bitki genomuna dahil edilir [Pistelli et al., 2010]. White ve arkadaslar1 (1985)
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caligmalarinda molekiiler ve genetik mutasyon analizi ile sacak kok sendromunda yer
alan T-DNA genlerini tanimladilar ve onlan ro/ 4, B, C ve D genleri olarak
adlandirdilar. Bu genler neoplastik hastalig: tetikler ve sacak kok olusumuna neden
olur. Bu genler hayvan tiimor hiicresinde oldugu gibi transforme edilen bitki
hiicresinin gelisim siirecini degistirebilme kapasitesinden dolay1 bilim insanlari
tarafindan rol onkogenleri olarak adlandirildi [Mauro et al., 2017]. Transformasyon
siireci enfekte olmus bolgede sagak koklerin olusumuna neden olur. Genetik olarak
transforme olmug bu sagak kokler, bliylime hormonlar1 olmadan kiiltiir ortaminda
siirsiz bliyliyebilir. Transforme olmus bitki hiicreleri, Agrobacterium ortamdan

elimine edildikten sonra da sagak kokler iiretebilir.

Bitki hiicre zan

Gekirdek \

LB RB
np= Z

24 bp 24 bp
T-DNA'nin  alt sarmal 24 bp sag ve sol
sinir bolgesinin 3. ve 4. nikleotidleri
VirD2 proteini kesilir

VirB proteinleri : -
bakteri ve bitki VirD2 proteini, alt sarmal sag sinir bdlgesinden
hicre zarninda kestikten sonra tek sarmalin 5' ucunda bagh

agikhik olugturur kalarak T-iplikciginin serbest kalmasini saglar

) NS
Bitki DNA's1 /

-

T-iplikeigi VirE proteini tarafindan
sanlarak nikleaz enzimlerinden korunur.
T ginin bitki

VirD2 proteini pilot goérevi yapar

Sekil 2.4: T-DNA’nin bitki hiicresine tasinma modellemesi.

rolA rolBrolC rolD

Sol Sinir TL \ | // TR Sag Sinir
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~—
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Bolge

Replikasyon
Orijini (ori)

Sekil 2.5: Ri-plazmidin fiziksel haritalandirmasi.
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2.4.2. Sacak Kok Kiiltiirii Avantajlar1 ve Kullanim Alanlar

A.rhizogenes ile enfekte olmus bir bitkide olusan sacak kokler genellikle normal
koklere gore daha hizli biiyiir. Transforme kokler daha fazla yanal dallanmaya sahiptir.
Bu nedenle bitki eksplantinda daha fazla meristem olusur [Srivastava et al., 2007].
A.rhizogenes’in Ri plazmidi iizerindeki T-DNA, transformasyon agamasinda konak
hiicrenin genomuna entegre olur. Boylece T-DNA genotipik ve biyokimyasal stabilite
saglar. Transgenik bir sacak kok sistemi, Ri plazmidi ile ek genlerin A. rhizogenes
vektor sistemleri ile bitki hiicrelerine dahil edilmesi i¢in bir potansiyel sunar. Bu
nedenle sagak kok kiiltiirleri, metabolik yollarin biyokimyasal 6zelliklerini ve gen
ekspresyon profillerini incelemek i¢in degerli araglardir. Sacak kokler genetik olarak
stabil oldugu icin bitki biiylime diizenleyicisi olmadan ortamda sinirsiz biiylime
yetenegine  sahiptir. Bdylece transforme  koklerin  biiyiime  ortaminin
optimizasyonunda hormonlara gerek duyulmamaktadir.

Sagak kok kiiltliriiniin;

e Hizli biiyiime,

e Sik dallanma,

¢ Genotipik ve biyokimyasal stabilite,
e Hizli iiretim,

e Hormonsuz ortamda biiyliyebilme gibi cesitli avantajlar1 vardir.

Geleneksel tarima alternatif olarak kullanabilecegimiz yontemlerden sagak kok
kiiltiirii gibi doku kiiltiirii uygulamalarinin yani sira son zamanlarda dikey tarim
sistemleri de sikg¢a goriilmektedir. Bu sistemlerle kontrollii ortamlarda artirilmisg

verimle Urin elde etmek mimkiindiir.

2.5. Dikey Tarim Sistemleri

Kiiresel niifus artisina paralel olarak artan gida talebi tarimsal tiretim tizerindeki
baskinin artmasina neden olmaktadir. 2050 yilina kadar kiiresel niifusun 9,7 milyara
ulagsmas1 ve bu niifusun da %70’inin kentsel bolgelerde yasamasi tahmin ediliyor

[Beacham et al., 2019]. Kentsel arazilerin genislemesine bagli olarak geleneksel tarim
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arazilerinin sinirlanmasi ve verimin diismesine neden olmaktadir. Kalabaliklagsan
kentsel niifusun ihtiyaglarini karsilamak i¢in tarim iiriinlerinin devamli olarak sehirler
arasi1 taginmasi gibi sorunlar giin yiiziine ¢gikmaktadir. Bu ylizden alternatif gida iiretim
yontemlerinin arastirtlmast ve yeni tekniklerin gelistirilmesi gerekmektedir.
Giliniimiizde, geleneksel tarima gore ¢esitli avantajlar sagladigi i¢in dikey tarim
sistemlerinin endiistriyel tarimda kullanimi yayginlagmaya baslamistir [Khan et al.,
2018]. Dikey tarim, farkli materyaller ve sistemler kullanilarak kentsel bolgede de
tarim tiretimi yapilabilmesine olanak saglayan topraksiz bitki yetistirme yontemidir.
Topraksiz tarimla bitki yetistirme konusunda yazilan ilk kitap 1627°de Francis Bacon
tarafindan yayimlanan Sylva Sylvarum’dur. Bu ¢alismadan sonra topraksiz tarim
popiiler bir aragtirma konusu oldu. 1699°da John Woodward nane ile yapmis oldugu
topraksiz tarim deneylerini yayimladi. Bu deneylerle bitkilerin iyonize suda distile
suya kiyasla daha iyi biiyiidiikleri gézlemlendi. Ileriki yillarda Alman botanikgiler
Julius von Sachs ve Wilhelm Knop (1859-65) topraksiz tarimla bitki yetistirme
tekniklerinde gelismeler kaydettiler. Hidroponik kelimesi ilk olarak 1937 yilinda
"Topraksiz Bahgecilik i¢in Eksiksiz Kilavuz" adli kitab1 yazar1 William Frederick
Gericke tarafindan kullanildi ve tanitildi [Pandey et al., 2019]. 1960-70 yillar1 arasinda
diinyanin birgok iilkesinde ticari hidroponik c¢iftlikler gelistirildi. Daha sonra
1980'lerde diinya ¢apinda bir¢cok otomatik ve yiiksek teknolojili hidroponik ¢iftlik
gelistirildi [Khan et al., 2018].

Genellikle triinlerin yetigsmesi i¢in en uygun ortam topraktir, fakat toprak
bitkinin biiyiimesi igin ciddi simirlamalar1 da beraberinde getirmektedir. Ornegin
bakteri, nematod, mantar ve bocek gibi canlilarin varligl ve erozyona bagli olarak
topragin bozulmasi gibi sorunlarla karsilasilmaktadir. Ayrica topraktaki sicaklik,
oksijen seviyesi, nem ve mikroorganizmalar gibi bircok faktor topraktaki besinin
bitkiler i¢in erisilebilirligini etkilemektedir. Dikey tarimin geleneksel tarimda
karsilagilan bu gibi sorunlara kiyasla bircok avantaji vardir. Bunlar su sekilde

Ozetlenebilir;

Y1l boyunca mevsimden bagimsiz iiriin yetistirilebilmesi,

Ekinlerin zorlu hava kosullarindan korunmasi,

Pestisitlerin hi¢ kullanilmamasi veya ¢ok az kullanilmasi,

Yaklasik %90 su kullanim verimliliginin olmasi,
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e Optimize edilmis iiretim ile daha verimli mahsul elde edebilme,

e Tarimsal liretimde ¢evresel kirliligi azaltma.

Dikey tarim liretim sistemleri kullanilan yetistirme ortamlarina gore ii¢ grupta

siiflandirilabilir [Bing6l, 2015]:

e Hidroponik
e Aecroponik

e Akuaponik

2.5.1. Hidroponik Sistemler

Hidroponik latince olan su anlamina gelen ‘hydro’ ve ¢aligma anlamina gelen
‘ponic’ kelimelerinin birlesmesinden olusmustur [Sardare et al., 2013]. Hidroponik
tarim, kokleri besin ¢ozeltilerine daldirilmis bitkileri topraksiz kosullarda biiytiterek
yapilan bir bitki yetistirme teknigidir. Hidroponik olarak bitki yetistirmek sicaklik, 151k
yogunlugu ve siiresi, nem, ortamin pH'1 ve mineral besinler gibi ¢evresel kosullarin
kontroliinii gerektirdiginden, "kontrollii ¢evre tarimi1" olarak da adlandirilir [Pandey et
al., 2019]. Bu teknikle tiim bitkilere ihtiyacina gdére optimum besin kombinasyonu
saglanabileceginden, hidroponik yontem daha homojen bir iiretim saglayabilmektedir
ve bu sayede de iiretimden daha iyi verim alinabilmektedir. Hidroponik sistemlerin 2
ana tipi vardir;

Soliisyon (Agregat Olmayan) Kiiltiirii;

¢ Besleyici Film Teknigi (NFT),

¢ Durgun Su Kiiltiirii.
Kat1 (Agregat) Ortam Kiiltiirii;
e Yatak Kiiltiiri,

e Hazir Blok Kiiltiirii,

e Saksi, Torba veya Paket Kiiltiirii.
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2.5.1.1. Soliisyon (Agregat Olmayan) Kiiltiiri

Soliisyon kiiltiirtinde koklerin desteklenecegi kat1 bir besiyeri yoktur. Soliisyon
kiiltiirii tiirlerinden biri olan durgun su kiiltiirii teknigi en basit hidroponik sistemlerden
biridir. Bu sistemde bitkiler 30 cm derinlikte olan ve igerisinde besin ¢dzeltisi bulunan
tank benzeri yapilara sadece kokleri temas edecek sekilde yerlestirilir (Sekil 2.6) [Web
4, 2023]. Cozelti havalandirilabilir veya havalandirilmayabilir ama genellikle
havalandirmak gerekmektedir. Havalandirma bir akvaryum pompast ile
saglanabilmektedir. Besin sollisyonu bitkinin ihtiyacina gore degisen elektriksel
iletkenlik degerine (EC) gore ayarlanmaktadir. Cozeltinin EC degeri belirli bir

seviyenin altina diistiiiinde iizerine taze besiyeri eklenir [Pandey et al., 2019].

Hava Motoru

Sekil 2.6: Durgun su kiiltiirii sistemi.

Soliisyon kiiltiirii tiirlerinden bir digeri en iiretken sistemlerden olan besleyici
film teknigidir (NFT). Bu sistem genellikle ticari yetistiricilikte tercih edilir. Bu
sistemin adinin bdyle olmasinin sebebi bitki koklerinin besleyici soliisyona tamamen
batirilmamasidir. Bunun yerine kokler, bir boru sisteminin igerisinden akan bitki i¢in
gerekli tim besinlerin oldugu s1g bir sivi akisina batirilir ve boylece koklere yeterli
oksijen verilmesi de saglanmis olur. Akan ¢ozelti yergekimi ile depolama tankina geri
doner ve bu sekilde ¢ozeltinin akisi stirekli veya periyodik yapilabilir (Sekil 2.7) [Web
5,2023]

Bu yontemin temel avantaji besin soliisyonu konsantrasyonunun durgun su
kiiltirtine kiyasla ¢ok daha kolay bir sekilde biiyiikk bir depolama tankinda
ayarlanabilmesidir. NFT sistemlerindeki nispeten kiigiik besin sollisyonu hacmi

sayesinde olas1 bir hastalik olusursa daha basit bosaltma, yikama ve temizleme
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kolaylig1 saglayabilir. Bununla birlikte, devridaim yapan hidroponik sistemlerde
patojenik tiirlerden hastalik gelisimini en aza indirebilmek icin sistemin
mikrobiyomunun diizenli olarak yakin takibinin yapilmas1 gerekmektedir. Hidroponik
¢ozeltinin temizligi icin UV 1sinlama, ozon, ultrafiltrasyon veya 1sil iglem gibi su
aritma sistemleri kullanilabilir ve hastalik olusumunun azaltilmasina yardime1 olabilir

[Roberts et al., 2020].
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Sekil 2.7: Besleyici film teknigi (NFT) sistemi.
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2.5.1.2. Kat1 (Agregat) Ortam Kiiltiirii

Agregat kiiltiir yonteminde ise bitkinin tutunmasi i¢in koklerde kati ortam
destegi kullanilir ve kullanilan inert ortamin tiirine gore isimlendirilirler (kum kiiltiirt,
cakil tas1 kiiltiiri, kaya yiinii kiiltiirii). Secilecek ortamin esnek, su ve hava tutma
kapasitesinin iyi olmas1 gerekmektedir. Bitkiler bu sistemde viol, saks1 veya torba gibi
kaplara konulur ve organik/inorganik substratlarla desteklenerek ekilirler. Besin
cozeltisi periyodik araliklarla yagmurlama sulama veya damlama sulama ile ortama
verilmektedir. Bitkilerde ihtiyaci olan besini bu kat1 ortamdan alirlar [Sardare et al.,
2013]. Kat1 ortam kiiltiirlerinden biri olan hazir blok kiiltiirlerinde genellikle kaya yiinii
kullanilir. Bu sistemde bitkilerin yetistirilmesi tabana yerlestirilen kaya yiinii
bloklarmin igerisinde yapilir. Saksi, torba veya paket kiiltiiriinde ise benzer sekilde kati
ortamla doldurmus kaplarda genellikle damla sulama yontemiyle sulanarak
yetistirilmektedir (Sekil 2.8) [Mariyappillai et al., 2020]. Damla sulama yonteminde
sulama suyu bitkiyi strese sokmayacak sekilde az miktarda, belirlikli araliklarla bitkiye

verilir. Yatak kiiltiirii de bir diger agregat kiiltiirii ¢esitlerindendir. Bu sistemde yatak
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kiiltiirii yetistirilmek istenen bitki tiirline gore hazirlanmaktadir. Bitkiler genellikle tek

sira olacak sekilde dikilir.

Sekil 2.8: Kat1 ortam kiiltliriinde kullanilan yontemler.

2.5.2. Aeroponik Sistemler

Aeroponik sistemler bir baska topraksiz kiiltiir sistemidir. Hidroponik sisteme
genel olarak benzer. Iki sistem arasindaki tek fark aeroponik sistemlerde besin
sollisyonu bitki koklerine sis veya buhar seklinde piiskiirtiilerek verilmesidir. Besin
sollisyonu zamanlayiciya bagli bir pompa araciligiyla bitkiye siirekli veya belirli
araliklarla verilebilmektedir [Sardare et al., 2013; Bingdl, 2019]. Bu sitemde kokler
bir kabin igerisinde havada asili kalir ve substrata ihtiya¢c duymazlar (Sekil 2.9) [Web
6, 2023]. Bu yiizden aeroponik sistemin temel avantaji koklerin ¢ok iyi

havalandirilmasidir [Pandey et al., 2019].

Zamanlayicili Su Pompasi

Sekil 2.9: Aeroponik sistem.
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2.5.3. Akuaponik Sistemler

Topraksiz bitki yetistirme sistemlerinden biri olan akuaponik sistemde balik
yetistirme tankindan ¢ikan su, bitkiler i¢in su ve besin kaynagi olarak kullanilir (Sekil
2.10) [Web 7, 2023]. Atik suyun fiziksel ve kimyasal o6zellikleri (sicaklik, besin
konsantrasyonlari, vb.) yetistirilen baligin tiiriine ve miktaria baglidir ve tiim tiriinler
icin uygun olmayabilir. Akuaponik balik kiiltiirii tarafindan {iretilen atik suyun kalitesi
(sicaklik, besin konsantrasyonlari, ¢oziinmils oksijen konsantrasyonlari), iiretim
oranlarinin yani sira hangi bitkilerin yetistirilebilecegi lizerinde biiytik etkilere sahip
olabilir. Ek olarak, ¢ogu akuaponik sistem, baliklar1 bir devridaim sisteminde yetistirir.
Bu sistemlerin iddia ettigi bir fayda, besin konsantrasyonlarinin hidroponik sistemlere
yakin olmasidir. Feslegen (Adler ve arkadaslari, 2003), marul ve domates (Rakocy ve
arkadaslari, 1993), salatalik ve otlar (Savidov ve arkadaslari, 2007) dahil olmak iizere
bu akuaponik sistemlerde ¢ok ¢esitli mahsuller yetistirilmistir [Buzby et al., 2016].

IR
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\

. . Eid ' \
— &5

Sekil 2.10: Akuaponik sistem.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Bitki Materyali

Bu tez caligmasinda iki farkli bolgeden temin edilen Vetiver (Vetiveria
zizanoides) bitkisi kullanildi. Vetiver fideleri Turuncu Peyzaj (Antalya, Tiirkiye) ve
Giresun Universitesi Dr. Derya YANMIS ’tan temin edildi. Temin edilen bitkiler
Gebze Teknik Universitesi Fen Bilimleri Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik
Boliimii, Sera, Bitki Biiyiitme Odasi ve Dikey Tarim olmak iizere 3 farkli kosulda
yetistirildi. Biiylime kosullart sirastyla su sekildedir: sera i¢in; 25 °C, 16/8 saatlik
fotoperiyot, bitki biiylitme odas1 i¢in; 22-23 °C’de, karanlik ortamda ve hidroponik
tarim icin ise; 24-26 °C 16/8 saatlik fotoperiyot, kirmizi-mavi led 151k.

3.2. Kimyasallar, Cihazlar ve Kitler

Bu tez calismasinda kullanilan kimyasallar Tablo 3.2°de, kullanilan cihazlar

Tablo 3.1°de ve gosterilmistir.

Tablo 3.1: Tez caligmasinda kullanilan cihazlar.

Cihaz Ad1 Cihazin Markasi Cihaz Modeli
Laminar Kabin Heraeus

Spektrofotometre Shimadzu UV-1800
Nanodrop Thermo Scientific EC 1000 XL
Azure Imager Thermo Scientific C150

PZR Biorad T100
Elektroforez Thermo Scientific EC 1000 XL
Inkiibator Niive EC160

pH metre pH-209 Hanna Instrument
Vorteks VWR 444-1372 (EU)
Mikrodalga firm Samsung MWT7IE
Santrifiij MWP MWP-150R
Mini Santrifiij MRC ECEN-6

Jel Elektroforez Tanki ve | Claver Scientific MP300

Gii¢ Kaynagi

Sicak su banyosu Witeg WB-11

19



Tablo 3.2: Tez calismasinda kullanilan kimyasallar.

Kimyasal Ad1 Firma Ad1 Katalog No
Gliserol Merck 1040932500
LB Broth Miller BD Difco 244620
L-Ascorbic Acid Sigma A2174
Agar Duchefa Biochemie 012290.02
MS Duchefa Biochemie P17840.01
Siikroz Multicell 800-081-LG
BAP Sigma Aldrich 59H3868
NAA Sigma Aldrich 20K3255
Asetosiringon Sigma Aldrich 2478-38-8
Timentin Duchefa Biochemie 010953.04
CTAB Applichem 0U010499
B-merkaptoetanol Applichem 9X003976
RNAse A Hibrigen 647-1
Agaroz Bio Basic Canada L6132170KC
RedSafe Intron Biotech 21141
100 bp DNA Ladder Plus Hibrigen MG-LDR-100P
SYBR Safe Jel Boyast Hibrigen MG-SSGD-01-1000
Proteinase K Hibrigen MG-PASEK-02
RNase A Hibrigen MG-RNAZA-02
Klorofom Merck 1.07024.2500
1-Oktanol AppliChem A3461,1000
Izopropanol Merck 1.09634.2511
EDTA Disodium Multicell 625-060-CG
Tris HCI Applichem R10532
Maxim Syngenta PPE4041536
Captan Koruma 133-06-2
Nazatem Koruma 131860-33-8
Fosetyl Aliette Bayer 39148-24-8
PPM Plant Cell 71806-DC-001

Technology




3.3. Stok Soliisyonlarinin ve Antibiyotiklerin Hazirlanmasi

Bitki doku kiiltiirii calismalarinda kullanilan stok soliisyonlarin = ve

antibiyotiklerin hazirlanis1 Tablo 3.3’ te gosterilmistir.

Tablo 3.3: Bitki doku kiiltiiriinde kullanilan stok soliisyonlarimin hazirlanis.

Stok Soliisyonu | Konsantrasyon | Hazirlanisi

Asetosiringon 0.05M 0.09 g Asetosiringon tartilds, tizerine ¢eker ocakta
6 ml DMSO eklendi, filtreden gegirildikten sonra
-20 °C’de karanlikta saklandi.

Timentin 300 mg/mL 5 ml stok soliisyonu i¢in 1.5 g Timentin tartildi,
steril distile su ile ¢6ziildi, filtreden gegirildikten

sonra -20 °C’de karanlikta saklandi.

Canesten 5 mg/mL 500 mg Canesten tablet 100 ml aseton ile
¢oziildii, +4°C’de karanlikta saklandi.

3.4. Vetiveria zizanioides Bitki Doku Kiilturii Uygulamasi

Bitki doku kiiltiirii ¢aligmalar1 eksplant sterilizasyonu ile baglatildi ve ardindan
elde edilen kokler sacak kok kiltiriinde kullanildi. Bitki Biyoteknoloji
Laboratuvari’'mizda ilk defa Vetiver ilizerine calisma gerceklestirildigi icin
sterilizasyon caligmas1 optimizasyon gerektirdi. Optimizasyon siirecinde

konsantrasyon degisiklikleriyle birlikte farkl: bilesenler kullanildi.
3.4.1. Sterilizasyon Optimizasyon Calismalari

Tiirkiye’de ilk defa Vetiveria zizanioides bitkisi lizerine bitki doku kiiltiirii
calismast gergeklestirildigi icin sterilizasyon optimizasyon c¢alismalar1 yapildi.
Sterilizasyon optimizasyon c¢aligmalarinda Tablo 3.4’ te gosterilen bir¢ok farkli
kombinasyonda bilesenler kullanildi. Yapilan sterilizasyon denemeleri sonucunda
orneklerin neredeyse tamaminda kiiflenme goriildii. Kontaminasyonu gidermek igin

optimizasyon c¢alismalar1 yapildi. Probleminin devam etmesinden dolay1
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kontaminasyon kaynagin1 6grenmek amaciyla Tablo 3.7°de gosterilen primerlerle PZR
tasarland1 ve 6rnek dizilemeye gonderildi. Daha sonra sterilizasyon denemeleri yapildi
ve kontaminasyon kaynagindan kurtulmak i¢in 6rneklere Captan, Canesten, Fosetyl
Aliette WG 800, Maxim ve PPM gibi farkli kimyasallarla muamele edildi. Kullanilan
kimyasallarin denenen konsantrayonlar: Tablo 3.4’ te gosterilmistir. Ayrica kullanilan

besiyerleri ve hazirlaniglar1 Tablo 3.5°te belirtildigi sekildedir.

Tablo 3.4: Sterilizasyon prosediiriinii optimize etmek i¢in denenen bilesenler.

Kimyasal Final Miktar | Total Soliisyonun hazirlanmasi
Konsantrasyon | /Hacim | hacim

Captan 4 g/L 0.16g | 40ml | 0.16 g Captan tartild1 ve kabinde
40 ml steril dH,O ile galkalanarak
¢Oziildi.

Canesten 4 g/L 32 ml 40 ml | 500 mg Canesten 100 ml aceton ile
coziilerek stok soliisyon

hazirlandi. Ardindan, stok
soliisyondan 32 ml alarak
kabinde 8 ml dHO ile ¢oziildii.

Fosetyl 5¢g/L 02¢g 40ml | 0.2 g Fosetyl Aliette tartildi ve

Aliette kabinde 40 ml steril dH,O ile

WG 800 calkalanarak ¢oziildii.

Maxim %10 4 ml 40 ml | 4 ml Maxim alind1 ve kabinde 40
ml steril dH,O ile ¢alkalanarak
¢Oziildi.

PPM %3 1.2ml | 40ml | Hazirlanan 40 ml sterilizasyon

soliisyonuna 1,2 ml PPM eklendi.

Tablo 3.5: Sterilizasyon prosediiriinii optimize etmek i¢in kullanilan besin
ortamlari ve icerikleri.

Besin Ortamm igerigi Besin Ortaminin Hazirlanisi

MS 4 ¢/ MS ve 30 g/L siikroz hassas terazide tartildi,
steril dH2O ile ¢oziildiikten sonra pH 5.75 + 0.05’¢
ayarlandi. 7 g/L agar eklendikten sonra 121 C’de 15
dakika otoklavlandi, petrilere dokiildii.

MS + 1 g/LL Captan 1 g/L Captan tartild1 ve steril dH»O ile ¢alkalanarak
coziildiikten sonra 0.45 pm gozenek boyutlu filtreden
gecirilerek otoklavlanmig MS besiyerine aktarildi.
Besiyeri calkalandiktan sonra petrilere dokiildii.
MS + 5 g/L. Canesten | Hazirlanan 4 g/L stok soliisyonundan 1 ml alind1 ve
0.45 um gozenek boyutlu filtreden gegirilerek
otoklavlanmig MS besiyerine aktarildi.
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Tablo 3.5: Devam.

0,75ml/L Nazatem

75 ul Nazatem 0.45 um gozenek boyutlu filtreden
gecirilerek otoklavlanmig MS besiyerine aktarildi.

MS + %1 Maxim

1 ml Maxim alind1 ve 20 ml MS besiyerinde
coziildiikten sonra 0.45 pm gozenek boyutlu filtreden
gecirilerek otoklavlanmig MS besiyerine aktarildi.

MS + 5 ml/L PPM

once 2,5 ml PPM eklendi.

Hazirlanan 500 ml MS besiyerine otoklavdan 6nce

Tablo 3.6: Vetiveria zizanioides ylizey sterilizasyonu i¢in kullanilan

prosediirler.

Sterilizasyon Prosediirii

Kullanilan Besin

Ortami

1. Sterilizasyon

0,6 g/L. Askorbik asit + %?2’lik ¢amasir
suyu (<%5 Sodyum hipoklorit) ile 20 dk,
steril dH»O ile 5’er dk 2 kez durulama, 4
g/l Captan soliisyonunda 30 dk
calkalama, steril dH»O ile 5’er dk 2 kez
durulama yapildi.

Steril filtre kagidi
iizerinde 10 dk
boyunca kurutulan
kokler MS+5ml/L
PPM ve 0,75ml/L

Nazatem igeren
besin ortamina
alind.

2. Sterilizasyon

0,6 g/L Askorbik asit + %?2’lik ¢amasir
suyu (<%5 Sodyum hipoklorit) ile 30 dk,
steril dH»O ile 5’er dk 2 kez durulama, 4
g/l Canesten soliisyonunda 30 dk
calkalama, steril dH»O ile 5’er dk 2 kez
durulama yapildi.

Steril filtre kagidi
iizerinde 10 dk
boyunca kurutulan

kokler MS ve MS +
5 g/l Canesten
besin ortamina
alindi.

3. Sterilizasyon

0,6 g/ Askorbik asit + %?2’lik ¢amasir
suyu (<%5 Sodyum hipoklorit) ile 30 dk,
steril dH,O ile 5’er dk 2 kez durulama, 5
g/L Fosetyl Aliette soliisyonunda 30 dk
calkalama, steril dH»O ile 5’er dk 2 kez
durulama yapildi.

Steril filtre kagidi
tizerinde 10 dk
boyunca kurutulan
kokler MS besin
ortamina alindi.

4. Sterilizasyon

0,6 g/ Askorbik asit + %?2’lik ¢amasir
suyu (<%5 Sodyum hipoklorit) ile 30 dk,
steril dH2O ile 5’er dk 2 kez durulama,
%10 Maxim ve %3 PPM soliisyonunda
30 dk c¢alkalama, steril dH»O ile 5’er dk
2 kez durulama yapildu.

Steril filtre kagidi
tizerinde 10 dk
boyunca kurutulan
kokler MS ve MS +
%1 Maxim besin
ortamina alindi.
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3.4.2. CTAB ile DNA izolasyonu

Doyle ve digerleri [Doyle et al., 1987] tarafindan tasarlanan protokol optimize
edilerek kullanild1. Kontaminasyona neden olan organizmadan alinan 6rnek silika kum
aracilifiyla toz haline getirildi. 2 ml CTAB (Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide)
cozeltisi 65 °C’ e ayarlanan su banyosunda 1sitild1, ependorfa aktarildi. Ardindan 4 pl
B-merkaptoetanol ¢eker ocakta CTAB’ in iizerine ilave edildi. Daha sonra ¢ozelti 2
ayr1 ependorfa ayrildi ve fungus 6rnekleri eklendi. Cozeltinin iizerine 20 pl Proteinase
K ve 5 ul RNase A eklendi. Ornekler 30 frekansta 2 dakika homojenizatdrde
pargaland1 ve daha sonra vortex yapildi. Ornekler su banyosunda 65 °C’ de 45 dakika
inkiibe edildi ve ardindan 25 °C’ de 15.000 rpm hizinda 5 dakika santrifiij yapildi.
Santrifiijden sonra her iki ependorfun da siipernatant kismindan 700 pl alindi ve
izerine 800 ul 24:1 oraninda kloroform-oktanol eklendi. Tekrar 25 °C’ de 15.000 rpm
hizinda 3 dakika santrifiij yapildi. Orneklerin iist fazindan dikkatli bir sekilde sirasiyla
600 ul ve 500 pl alind1 ve yeni ependorflara aktarildi. Uzerlerine sirastyla 600 ul ve
500 pl isopropanol eklendi ve -20 °C’ de 3 saat inkiibe edildi. Ardindan 25 °C’ de
15.000 rpm hizinda 5 dakika santrifiij yapildi. Santrifiijden sonra iist siv1 dokiildii ve
pelletin kuruyana kadar ¢eker ocakta birakildi. Pelet kuruduktan sonra 20 ul ddH>O
icerisinde ¢oziildii. Elde edilen DNA miktarin1 6lgmek i¢in NadoDrop™ Lite
Spektrometre kullanildi.

3.4.3. DNA Miktarinin Ol¢iilmesi

Izole edilmis DNA miktarinin belirlenmesi i¢in NanoDrop Lite
Spektrofotometre cihazi kullanildi. Oncelikle 2 pl dH,O blank olarak kullanild: ve
ardindan 6rneklerden de 2’ ser pl alinarak DNA konsantrasyonu ve Axeo / Azgo saflik
orani Ol¢lildli ve not edildi. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile amplifikasyon
yapilabilmesi icin DNA konsantrasyonlar1 100 ng/ul olarak ayarlandi ve daha sonra -

20 °C’ de saklanmistir.
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3.4.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Kontaminasyona neden olan fungusu tanimlayabilmek i¢in tiim funguslarda
ortak olarak bulunan 18S rDNA geninin korunmus dizisine 6zgii UF1 (universal
fungal primer 1) ve S3 primerleri kullanild1 (Sekil 3.7). Primerler Sentebiolab
Biyoteknoloji firmasindan temin edildi. PZR reaksiyonunda kullanilacak primerlerin
oncelikle konsantrasyonu 100 pM olacak sekilde stok soliisyonlar1 hazirlandi.
Ardindan stok soliisyonlarin seyreltilmesiyle 10 pM konsantrasyonda ¢aligma
primerleri hazirlandi. PZR bilesenleri ve konsantrasyonlari Tablo 3.8’de gdsterilmistir.

Optimum baglanma sicakligini1 bulabilmek i¢in gradient PZR yapildi.

Sekil 3.1. Gradient PZR reaksiyonu ile optimum baglanma sicakliginin
belirlenmesi a) orneklerin dizilimi, b) sicakligin kademeli olarak ayarlanmasi.

Oncelikle, niikleaz igermeyen su, 5X HOT FIREPol® Blend Master Mix ve
primerlerin oldugu ana ¢o6zelti hazirlandi. Hazirlanan ¢ozelti vortekslendikten sonra
kontrol tiipiine konuldu. Ardindan ana ¢ozeltiye DNA (100 ng) eklenerek PZR
reaksiyon karigimi hazirlandi. Tablo 3.9°da verilen kosullara gore PZR reaksiyonu
gerceklestirildi. PZR reaksiyonu gerceklestikten sonra optimum baglanma sicakligi
belirlendi ve dizileme i¢in optimum baglanma sicaklifinda aymi kosullarda PZR

reaksiyonu tekrar gerceklestirildi.
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Sekil 3.2: Okaryotik kiiciik ribozomal alt birimi (18s rDNA) kodlayan genin
semast. Yiiksek oranda korunmus bolgeler acik maviyle, degisken bolgeler

turuncuyla (V1-V9) gosterilmistir.

Tablo 3.7: Kullanilan primer dizileri.

Primer Primer Dizisi (5°-3’) Primer Uzunlugu
UF1 (ileri Primer) CGAATCGCATGGCCTTG 17 bp
S3 (Geri primer) AGTCAAATTAAGCCGCAG | 18 bp

Tablo 3.8: PZR reaksiyonunda kullanilan bilesenler.

PZR Bilesenleri 1 PZR Tiipii Icerisindeki Miktar
5X HOT FIREPoI® Blend 2 ul

Master Mix

Ileri Primer (10 uM) 0,2 ul

Geri Primer (10 pM) 0,2 ul

DNA (100 ng) 0,5 ul

Su 7,1 ul

Toplam 10 pl

Tablo 3.9: PZR reaksiyonunda kullanilan basamaklar ve siireleri.

Reaksiyon basamag Reaksiyon sicakhgi Reaksiyon Dongii sayisi
°O) siiresi
Baslangi¢ denatiirasyonu 95 5dk 1
Denatiirasyon 95 30 sn
Baglanma *46-55 30 sn 35
Uzama 72 30 sn
Son uzama 72 5dk 1
Muhafaza 4 0

*QGradient PZR ile optimum baglanma sicakligi belirlenmistir.
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3.4.5. Agaroz Jel Elektroforezi

PZR reaksiyonu gergeklestirildikten sonra sonucun kontrol edilebilmesi igin
agaroz jel elektroforezi yapildi. Oncelikle, %1 yogunlukta agaroz jel hazirlandi. Bunun
icin 0,3 g agaroz tartilarak erlene konuldu ve iizerine 30 ml 1X TAE tamponu eklendi.
Hazirlanan karisim mikrodalgada 1.5-2 dakika tamamen ¢oziiliinceye kadar 1sitildi.
Homojen hale gelen ¢ozeltinin lizerine 1,5 pl Red Safe eklendi. Daha sonra, hazirlanan
jel soliisyonu tizerinde kabarcik kalmamasina dikkat edilerek kasete dokiildii. Dokiilen
jelin tamamen donmasi i¢in oda sicakliginda bekletildi ve donduktan sonra tarak kismi
cikartildi. Ardindan hazirlanan jel tanka yerlestirildi ve tank icerisine jelin iizerini
kaplayacak sekilde 1X TAE tamponu eklendi. DNA o6rneklerinin boyutlarini
gorebilmek i¢in ilk kuyucuga 2 pul DNA marken yiiklendi. Ardindan PZR 6rnekleri
pipetaj yapildiktan sonra diger kuyucuklara yiiklendi. Caligmaya hazir hale getirilen
elektroforezde drnekler 90 Volt giiciinde 20 dakika boyunca yiiriitiildii. Daha sonra,

jel goriintiislinii alabilmek i¢cin Azure Imager c150 cihaz1 kullanildi.

3.5. Vetiveria zizanioides’in Sacak Kok Kiiltiiru

Bitki doku kiiltiiriine alinmig olan Vetiver kdklerinden sagak kok kiiltiirii elde

edebilmek i¢in denemeler yapildi.

3.5.1. Bakteri Kiiltiiri ve Kosullar

Agrobacterium transformasyonu i¢in Agrobacterium rhizogenes ATCC 15834
ve ATCC 43047 suslar1 Gebze Teknik Universitesi — Mikrobiyota Laboratuvari’ndan
temin edildi. Oncelikle, -80 °C’den alinan bakteri stoklarindan ¢izgi ekim yontemi ile
yar1 kat1 LB besiyeri {izerine bakteri ekimi yapildi, ardindan 30 °C’de 3 giin inkiibe
edildi. Biiyliyen kolonilerden kiiltiiriin saf olup olmadigini goérebilmek icin gram
boyama yapildi. Gram boyama i¢in dncelikle taze kiiltiirden alinan 6rnek lam {izerine
yayildi. Daha sonra lam iizerine konulan 6rnek atesten gegirilerek fiksasyon yapildi ve

kurutuldu. Daha sonra asagidaki prosediir sirastyla gerceklestirildi [Leboffe,2011].
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e Ornegin tamami kaplayacak sekilde kristal viyole ile boyand1 ve 1 dakika
bekletildi. Daha sonra distile su ile yikandi.

e Ornegin iizerine aym sekilde lugol ¢ozeltisi uygulandi ve 1 dakika bekletildi
ardindan distile su ile ile durulandi.

e Daha sonra renksizlestirmek i¢in 6rnek alkol ile yikandi.

e Son asamada ise fuksin uygulamasi yapildi ve 30 saniye bekletildi.

Gram boyamada ilk iki asamasinda kullanilan kristal viyole ve lugol kompleks
olusturur ve bakteri hiicreleri olusan bu kompleksi i¢ine alir. Daha sonra alkol ile
muamele edildiginde gram negatif bakterilerin hiicre duvarinda yiiksek yag orani
olmasindan dolay1 porlar olusurken gram pozitif bakterilerin hiicre duvari su
kaybindan dolay1 biiziisiir. Bundan dolayr gram negatif bakteri hiicreleri alkolle
muamele edildikten sonra kristal viyole — lugol kompleksinin porlardan disari
birakilmasindan dolay1 renksizlesir ve son asamadaki fuksin ile boyandiginda pembe
renk alirlar [Leboffe,2011]. Bu yiizden boyama sonucunda gram negatif bakteriler
pembe renkli goriiniirken, gram pozitif bakteriler ise mor renkli olarak goriilmektedir.
Boyama islemleri yapildiktan sonra ornekler kurutuldu ve daha sonra 151k
mikroskobunda incelendi.

Agrobacterium rhizogenes gram negatif, basil bir toprak bakterisi oldugundan
pembe renkte bakteri hiicreleri goriilmesi beklenmektedir. Daha sonra saf bakteri
kiiltiiri ile deneye devam edildi. Bakteri kiiltliriinden alinan tek koloni 6ncelikle 5 ml
LB broth s1v1 besiyerine inokiile edildi ve 30 °C’de gece boyu inkiibasyona birakildi.
Daha sonra, bakteri kiiltiirlinden 1 ml alinarak 50 ml LB siv1 besiyerine inokiile edildi
ve tekrar 30 °C’de OD600 degeri 0,6 olana kadar inkiibasyona birakildi. Bu sekilde
bakteri kiiltiir kosullar1 sagak kok kiiltliri uygulamasinda kullanilmaya hazir hale

getirildi.

3.5.2. Transformasyon Prosediirii

Transformasyon asamasinda standart transformasyon ve 1s1 soku ile
transformasyon olmak iizere iki farkli prosediir kullanilmistir. BioRender programi

kullanilarak ¢izilen prosediiriin semas1 Sekil 3.3’te gosterilmistir.
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3.5.2.1.Standart Transformasyon Prosediirii

Hazirlanmis bakteri kiiltiiriiniin OD600 degeri 0,6 olduktan sonra kiiltiirden 40
ml alindi ve 15 dakika 4000 rpm’de santrifiij edilerek ¢oktiiriildii. Ardindan
stipernatant uzaklastirildi ve bakteri pelleti 100 uM acetosyringone iceren 40 ml MS
stv1 besiyerinde ¢oziildii ve vortekslendi. Aseptik kosullar altinda doku kiiltiiriine
alinmis Vetiver bitki kokleri bisturiyle yaralandi ve ardindan kokler hazirlanan
slispansiyonun i¢ine aktarildi. Ardindan hazirlanan siispansiyon karanlikta 40 dakika
100 rpm’de calkalayicida calkalandi. Daha sonra steril sartlar altinda kokler
siispansiyondan ¢ikartildi ve fazla bakteriden arindirilmasi igin steril filtre kagidina
aktarildi. Ardindan, kokler yar1 kati MS besiyerine aktarildi ve karanlikta bitki
biliylitme odasinda 3 giin inkiibe edildi. Daha sonra koklerin fazla bakteriden
kurtulmasi i¢in 6rnekler 300 mg/ml Timentin iceren MS besiyerine aktarildi ve bitki

biliylime odasinda gelisimleri gozlemlendi.

3.5.2.2. Is1 Soku ile Transformasyon Prosediirii

Hazirlanmis bakteri kiiltiiriiniin OD600 degeri 0,6 olduktan sonra kiiltiirden 40
ml alindi ve 15 dakika 4000 rpm’de santrifiij edilerek ¢oktiiriildii. Ardindan
stipernatant uzaklastirildi ve bakteri pelleti 100 uM acetosyringone iceren 40 ml MS
stv1 besiyerinde ¢oziildii ve vortekslendi. Aseptik kosullar altinda doku kiiltiiriine
alinmis Vetiver bitki kokleri bisturiyle yaralandi ve ardindan kokler hazirlanan
slispansiyonun icine aktarildi. Hazirlanan siispansiyon 37 °C’de karanlikta 5 dakika
100 rpm’de calkalayicida c¢alkalandi. Ardindan 25 °C’de karanlikta 25 dakika
calkalandi. Steril sartlar altinda kokler slispansiyondan ¢ikartildi ve fazla bakteriden
arindirilmasi igin steril filtre kagidina aktarildi. Ardindan, kokler yar1 kati MS
besiyerine aktarild1 ve karanlikta bitki biiylitme odasinda 3 giin inkiibe edildi. Daha
sonra koklerin fazla bakteriden kurtulmasi i¢in 6rnekler 300 mg/ml Timentin igeren

MS besiyerine aktarildi ve bitki biiyiime odasinda gelisimleri gézlemlendi.
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Sekil 3.3: Vetiveria zizanioides sagak kok transformasyon prosediir semasi.
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3.6. Vetiveria zizanioides Dikey Tarim Uygulamasi

Temin edilen bitkiler Gebze Teknik Universitesi Fen Bilimleri Fakiiltesi,
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii, Dikey Tarim Laboratuvari’nda kapali
sistemler kullanilarak yetistirildi. Biliylime kosullar1 su sekildedir: 24-26 °C 16/8
saatlik fotoperiyot, kirmizi-mavi led 1s1k. Kullanilan hidroponik sistemde birbirinden
bagimsiz yetistirme tepsileri bulunmaktadir (Sekil 3.4) ve her tepsi 1 adet hava motoru
icermektedir. Kullanilan kapali sistemde 2 uzun 2 kisa olmak {izere toplam 4 adet hava

tast bulunmaktadir.

Sekil 3.4: Dikey tarim laboratuvarinda yetistirilen Vetiveria zizanioides
bitkileri a) Yetistirme tepsisindeki vetiver bitkileri, b) Vetiver bitki kokleri.

Dikey tarimda yetistirilen vetiver bitkilerinin EC degleri 1 puS /cm olarak
ayarlandi ve bu degeri koruyacak sekilde 7 giinde 1 defa asagida igerik listesi verilen
besiyerinden tanka eklendi.

Besiyeri igerik listesi; NH4NO3z, CaCl, MgSOs, KH,PO4, KNO3, Boric acid,
Cobalt Cloride, Ferrous Sulphate, Manganese Sulphate KI, Na,MoOQO4, Zinc Sulphate,
Copper Sulphate, Myo-inositol, Nicotinic acid, Pyridoxin, Thiamin, Glycine.
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Yukarida igerigi anlatilan besin ¢ozeltisi 5 It olarak hazirlandi, su igerisine
eklenen kimyasallar ¢oziindiik¢e eklendi ve daha sonra pH:5.0 olacak sekilde NaOH
pellet ile ayarlandi.

MS besiyeri iceriginde bulunan ve asagida igerik listesi verilen NaFe-EDTA

ise ayr1 olarak hazirlands;

e FeSOy,
e Na-EDTA.

Icerigi tarif edilen NaFe-EDTA 1 It ve pH:5.0 olarak hazirland1 ve sisesi 1s1ktan
etkilenmemesi i¢in aliiminyum folyo ile kaplandi. NaFe-EDTA bilesigi besiyeri ile

eklenirken MS besin ¢dzeltisinin %51 olarak eklendi.

3.7. Ekstraksiyon Calismalari

Calismada 3 farkli ortamda yetistirilen vetiver kok drneklerinin ekstraksiyonu
Hizlandirilmis Solvent Ekstraksiyon (ASE) cihazi kullanilarak yapildi. Kokler
oncelikle 72 saat karanlikta ve oda sicakliginda kurutulduktan sonra toz haline
getirildi.

ASE Kosullari: Her bir yetistirme kosulu i¢in 300 mg + 0.5 mg vetiver kok
ornegi ve 300 mg + 0.5 mg diatomik toprak tartilarak 22 mL’ lik ekstraksiyon
hiicresine yerlestirildi. Ekstraksiyon kosullar1 asagida belirtildigi sekilde ayarlandi:

Tablo 3.10: Hizlandirilmis solvent ekstraksiyonu kosullari.

Sicakhik 50 °C
Statik zaman 5dk
Temizleme hacmi % 60
Yikama zamam 90 sn
Statik devir 2
Basing 150 psi

Ekstraksiyon veriminin dogru hesaplanabilmesi i¢in ugurma balonlar

yikandiktan sonra 110 °C etiivde 2 saat bekletildikten sonra 2 saat desikatdrde
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bekletildi ve ugurtma balonlarinin bos daras1 hesaplandi. Elde edilen ekstrakt oncelikle
kaba filtre kagidindan daha sonra Whatman (No:2) filtre kagidindan gegirilerek
stiziildli. Stiziilen ornekler darasi alinan ugurma balonlarina alindi ve 40 °C’ de
evaporatorde ugurma islemi uygulandi. Coziiciisii ortamdan tamamen uzaklastirilan
ekstrakt desikatdrde 2 saat boyunca bekletildi. Desikatdrde soguma asamasindan sonra
sabit tartima getirilen ugurma balonlarinin agirlig: tartildi. Ekstrakt miktar1 ve ekstrakt
verimi hesaplandi. Son agamada ekstraktlar ¢oziiciilerinde ¢oziilerek stok ¢ozeltiler
hazirlandi. Calismada etanol, ultra saf su ve hekzan olmak {izere 3 farkli ¢oziicii
kullanildi. Hekzan ve etanol oOrnekleri 40 ml’de, ultra saf su Ornekleri 45 ml’de
coziilerek stok ¢ozeltiler hazirlandi.

Ekstraksiyon verimi;

Ekstrakt Iceren Ugurma Balonu Agirhigi (g) - Bos Ugurma Balonu Agirhgi (g)
= Ekstrakt Miktar1 (g).

(3.1)

Ekstrakt Miktar1 (g) / Ekstraksiyona Alinan K6k Miktar1 (300 mg) x 100 =
Ekstrakt Verimi (%) (1 g kok i¢in).
(3.2)

Ekstrakt Miktar1 (mg) / Coziicti miktar1 (ml) = 1 mL’deki Ekstrakt Miktar1
(mg/mL)

(3.3)

denklemleriyle hesaplandi.

3.8. Toplam Fenolik Madde Tayini

Hazirlanan stok ekstrakt ¢ozeltilerinin toplam fenolik asit miktar tayini Folin-
Ciocalteu reaktifi kullanilarak gerceklestirildi. Slinkard ve Singleton’un metodu
modifiye edilerek toplam fenolik asit miktar1 Gallik Asit (GA)’e esdeger olarak
hesaplandi.
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Oncelikle 1 mg/mL olan GA ana stok standart soliisyonlar1 hazirlandi. 10 mg
GA tartild1 ve 10 mL MeOH ile ¢oziilerek stok ¢ozeltisi elde edildi. Stoktan 1000
pg/mL- 500 pg/mL-250 pg/mL-125 pg/mL-62,5 ng/mL-31,25 pg/mL-15,75 pg/mL-
7,875 pg/ml konsantrasyonlarinin her birinden 10 ml standart GA c¢ozeltileri
hazirlandi. Her bir ekstrakt stogundan son konsantrasyon 5 mg/mL olacak sekilde ara
stok cozeltisinden 15 ml’lik falkon igerisinde 10 ml soliisyon hazirlandi. Toplam

fenolik asit miktar tayini i¢in gerekli diger kimyasallarin hazirliginda;

* 0,2N Folin: 2 N Folinden 1 ml alinarak iizerine 9 ml ultra saf su ile ¢oziildii.
* %7,5 (a/v) Sodyum Karbonat (Na2CO3): 7,5 g Na2CO3 tartildi ve 100 ml ultra

saf su ile ¢oziildii.

Toplam fenolik asit miktar tayini i¢in reaksiyon tiipli hazirlig1 Tablo 3.11°de

gosterilmistir.

Tablo 3.11: Toplam fenolik asit miktari tayini i¢in reaksiyon tiiplerinin

hazirlanmasi.

Gallik Asit Ekstrakt
Ultra Saf Su 950 ul Ultra Saf Su 800 ul
GA 50 ul Ornek 200 pl
*Na,COs (%7,5) 750 ul *Na,COs (%7,5) 750 ul
*Folin (0,2 N) 250 pl *Folin (0,2 N) 250 ul
Toplam 2000 pl Toplam 2000 pl
* Eklemelerden sonra vorteks yapildi. Calisma ¢ tekrarli olacak sekilde

gerceklestirildi.

Reaksiyon tiipleri hazirlandiktan sonra tiipler 2 saat oda sicakliginda karanlik
ortamda inkiibe edildi. Ardindan tiim 6rnekler 765 nm dalga boyunda ultra saf suya
kars1 okundu. GA standart derisimlerinin absorbans farklarina kars1 grafige gecilerek,
kalibrasyon grafigi elde edildi. Kalibrasyon grafigi kullanilarak ekstraktlarin toplam
fenolik asit miktar1 igerigi mg GAE/1g ekstrakt+Standart Hata (SE) olarak hesaplandi.
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3.9. Toplam Flavonoid Madde Tayini

Hazirlanan ekstrakt ¢ozeltilerinin toplam flavonoid madde miktar1 Barros ve

arkadaslarinin (2007) rapor ettikleri ¢aligma modifiye edilerek Quercetin (QE)’e

esdeger olarak hesaplandi. Oncelikle, Quercetin, (%95 saflik) standart: yapildi. 10,52

mg Quercetin, 10 mL EtOH’de ¢6ziilerek ana stok hazirlandi. Ana stoktan 400 pg/mL
- 350 pg/mL - 300 pg/mL - 250 pg/mL - 200 pg/mL - 150 pg/mL - 100 pg/mL ve 50

pg/mL konsantrasyonlarda her bir 6nek i¢in 2 mL standart QE ¢ozeltisi hazirlandi.

Toplam flavonoid miktar tayini i¢in gerekli olan diger kimyasallarin hazirlig

asagida belirtildigi gibi yapilds;

* %5’lik NaNO;: 2,5 g NaNO2 hassas terazide tartildi ve 50 ml ultra saf su

eklenerek ¢oziildii.

* %]10’luk AICI3: 5 g AICI3 hassas terazide tartilarak 50 mL MeOH ile ¢oziildii.

(Tartilan AICI3 tizerine MeOH hizlica aktarilarak ¢ozelti seffaf olana kadar

karistirildi. Cozelti tamamen berrak olduktan sonra kullanildi.)

* 1 M NaOH: 8 g NaOH hassas terazide tartild1 ve 200 ml ultra saf su ile ¢oziildii.

Toplam flavonoid madde tayini igin reaksiyon tiipii igerikleri Tablo 3.12’de

gosterilmistir.

Tablo 3.12: Toplam flavonoid madde miktari tayini i¢in reaksiyon tiiplerinin

hazirlanmas.
Kor Quercetin ¥Ekstrakt
Bilesen Miktar Bilesen | Miktar Bilesen Miktar
Ultra Saf Su | 100 pl QE 100 pl Ornek 100 pl
Ultra Saf Su | 400 pul | Ultra Saf 400 pl Ultra Saf Su | 400 pl
Su
%5°1ik 30 pl %S5°1ik 30 pul %5’lik 30 ul
NaNO: NaNO:2 NaNO:
%10’luk 30 pl %10’luk 30 pl %10’luk 30 pl
AICI3: AlCls: AlCls:
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Tablo 3.12;: Devam.

IM 200 pl 1M 200 pl 1M 200 pl
NaOH NaOH NaOH
*Ultra Saf Su | 240 pl *Ultra Saf | 240 ul | *Ultra Saf Su | 240 pl
Su
Toplam 1000 pl Toplam | 1000 pl Toplam 1000 pl

*Bilesen eklendikten sonra karigim vortekslendi.

¥ Calisma ii¢ tekrar olarak gerceklestirildi.

Reaksiyon tiipleri Tablo 3.12°deki gibi hazirlandiktan sonra oda sicakliginda 40
dk karanlik ortamda bekletildi. Ardindan 6rneklerin 515 nm dalga boyunda kor 6rnege
kars1 absorbans 6l¢iimleri yapildi.

QE standart derisimlerinin absorbans farklarina karsi grafige gecilerek,
kalibrasyon grafigi elde edildi. Kalibrasyon grafigi kullanilarak ekstraktlarin toplam
flavonoid madde igerigi mg QE esdegeri / 1g polen ekstrakti + SE olarak hesaplandi.

3.10. Antioksidan Tayini

3.10.1. DPPH Yontemiyle Antioksidan Kapasite Tayini

DPPH serbest radikal giderme antioksidan aktivite degerleri Brand-Williams ve
arkadaslarinin (1995) rapor ettikleri calismadaki gibi troloks esdegeri (TE) cinsinden
hesaplamasi yapildi.

Oncelikle 800 uM Troloks (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametil-kroman-2karboksilik
asit) standart1 i¢in ana stok hazirlandi. 20,6 mg Troloks (%97 saflikta), 100 mL MeOH
ile ¢oziildii. Ardindan ana stoktan konsantrasyonlari sirastyla 560 uM, 520 uM, 480
uM, 440 uM, 400 uM, 360 uM, 320 uM, 280 uM, 240 uM, 200 uM, 160 uM, 120 uM,
80 uM, 40 uM ve 20 uM olan 5 mI’lik Troloks ¢ozeltileri hazirlandi. Her bir reaksiyon
tiipii icerigi Tablo 3.13’de verilmistir.
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Tablo 3.13: DPPH tayini reaksiyon tiiplerinin igerigi.

Trolox Ekstrakt
Trolox 100 pl Ornek 100 pl
*DPPH 900 pl *DPPH 900 pl
Toplam 1000 pl Toplam 1000 pl
*Eklemelerden sonra vorteks yapildi.

Hazirlanan 6rnek tiipleri oda sicakliginda 50 dakika boyunca inkiibe edildi. Daha
sonra Orneklerin absorbanslart 517 nm dalga boyunda o6l¢iildii. Asagida verilen

denklem ile % inhibisyon degeri hesaplandi:

% DPPH serbest radikal giderme = [( Abskontrol - AbStroloks/numune) / AbSkontrol ]
x100
(3.4)

Hesaplamalar yapildiktan sonra % DPPH serbest radikal giderme-konsantrasyon
tirlinden kalibrasyon grafigi olusturuldu. Grafikten elde edilen dogru denklem ile

toplam antioksidan kapasite degerleri hesaplandi.

3.10.2. ABTS/TEAK (Troloks Esdegeri Antioksidan Kapasitesi)
Yontemiyle Antioksidan Kapasite Tayini

Hazirlanan ekstrakt ¢ozeltilerinin Re ve arkadaslarinin (1999) ¢alismalarinda
rapor ettikleri gibi ABTS aktivite degerleri Troloks esdegeri cinsinden hesaplandi.
Oncelikle 800 uM Troloks standart: stok ¢dzeltisi hazirlandi. 20,6 mg Troloks (%97
Saflikta) 100 ml MeOH ile ¢6ziildii. Konsantrasyonlar sirasiyla 560 uM-520 uM -480
uM -440 uM-400 uM-360 uM -320 uM -280 uM240 uM-200 uM- 160 uM-120 uM-
80 uM- 40 uM ve 20 uM olacak sekilde 5 mI’lik Troloks standart ¢ozeltileri hazirlandi.
Reaksiyon tiip igerigi Tablo 3.14’te gosterilmistir.

ABTS stok ¢dzeltisinin igerigi su sekildedir: 6,64 mg (K2S20s8) Potasyum Per
Siilfat (2,54 mM), 38,4 mg ABTS (7 mM) ve 10 ml ultra saf suda ¢6ziildii. Ardindan
cozelti oda sicakliginda 12-16 saat inkiibe edildikten sonra ¢alismalarda kullanildi.
1.25 ml ABTS stok ¢ozeltisinden alind1 ve tlizerine 48.75 ml EtOH eklenerek 0,75-0,8
araliginda absorbans (734 nm) elde edilecek sekilde ABTS ¢ozeltisi hazirlandi.
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Tablo 3.14: ABTS tayini i¢in reaksiyon tiiplerinin hazirlanmasi.

Ekstrakt reaksiyon tiipii Troloks reaksiyon tiipii

*ABTS 100 pl *ABTS 100 pl
Ornek 900 ul Troloks 900 ul
Toplam 1000 pl Toplam 1000 pl
*Karisim vortekslendi. Calisma ii¢ tekrar olarak gerceklestirildi

Asagida belirtilen denklem ile % ABTS radikal giderme hesaplandi:

% ABTS radikal giderme = [(AbSkontrol - AbStroloks/numune) / AbSkontrol] x100
(3.5)

% ABTS radikal giderme-konsantrasyon degerleri hesaplandiktan sonra
kalibrasyon grafigi olusturuldu. Elde edilen dogru denklemiyle toplam antioksidan

kapasite degerlerinin Troloks esdegeri hesaplandi.

3.11. GC-MS Analizi

Hazirlanan ekstrakt ¢ozeltilerinden GC-MS’de s1vi numune hazirlandi. Bunun
icin oncelikle 100 pl 6rnek agz1 kapakli bir tiipe konuldu. Ardindan tiipe 10 ml hekzan
eklendi ve vortekslendi. 100 pul 2 N KOH (metanolik) eklendi ve 30 sn vortekslendi.
10 dk boyunca 4500 rpm’de santrifiij edildi. Ust kisimdan 1.5 ml viale alind1 ve GC-
MS' de analiz edildi. Analizde Agilent marka 78904 model GC, 5975C model MS ile
beraber FID dedektor es zamanli olarak kullanildi. Kolon J&W 122-7061 kullanildi.
Kolonun 6zellikleri: 250 °C: 60m x 250 pm x 0.15 pm. Enjeksiyon hacmi 1 pl ve
splitless mod secildi. Kolon akis hiz1 1 ml, tastyic1 gaz ise helyumdur, inlet basinci
20.83 psi, toplam akis 34 ml/min.

Kromatografik kosullar ise su sekildedir: 50 °C’den baglar burada 2 dakika
bekler ve 200 °C’ye 20 °C/dk hizla ulasir ve daha sonra 230 °C’ye 5 °C/dk hizla ulasir
ve burada 30 dakika bekler. Toplam analiz siiresi 55.5 dakikadir.
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4. SONUCLAR

4.1. Doku Kiiltiirii Uygulama Sonuclar:

Kontaminasyonu gidermek i¢in Captan, Canesten, Nazotem, Fosetyl Aliette,
Maxim gibi birka¢ kimyasal cesitli konsantrasyonlarda kullanilarak ve farkli besi
ortamlarina alinarak sterilizasyon denemeleri yapildi, Sekil 4.1°de kontamine olmus
vetiver kokleri gosterilmektedir.

Denemeler sonucunda kiiflenme goriilmeyen optimize edilmis prosediirde
kullanilan besin ortami igerigi Tablo 4.1°de, kullanilan prosediirlerde goriilen
kontaminasyon yiizdeleri ise Tablo 4.2’de gosterilmistir.

Optimize edilen prosediir icin; Gebze Teknik Universitesi, Molekiiler Biyoloji
ve Genetik Boliimii Seras1’ ndan alinan bitki 6rnekleri akan musluk suyunda 30 dakika
boyunca yikandi. Daha sonra kabinde %70 EtOH soliisyonunda 2 dakika ¢alkalandi.
Ardindan soliisyon dokiilerek ornekler steril dH>O ile 1-2 dakika calkalanarak
durulandi. Bir sonraki asamada ornekler 800 pl ticari ¢amasir suyu (<%5 Sodyum
hipoklorit), 0,024 g L-Ascorbic acid iceren ¢ozeltiyle 20 dakika boyunca ¢alkalandi.
Ardindan steril dH>O ile 5’er dakika siireyle 3 kez durulandi. Son agamada ise,
durulanan 6rnekler 4 g/l Captan fungisit ¢ozeltisiyle 30 dakika boyunca calkalandi.
Ardindan, 6rnekler steril dH>O ile 5’er dakika siireyle 3 kez durulandi ve steril filtre
kagidi tizerinde 10 dakika boyunca kurutuldu. Steril kokler ml/L PPM igeren MS
besiyerine (Tablo 4.1) alindi. Kullanilan prosediirlerde elde edilen kontaminasyon

yiizdeleri kiiltiir baslatildiktan 2 hafta sonra hesaplandi.

Tablo 4.1: Optimize edilmis besin ortami igerigi.

Reaktif Miktar (Agirhk/Hacim) Hazirlams1

MS 4.43 g/l Hazirlanan 500 ml MS
Stikroz 30 g/L besiyerine otoklava
PPM 5ml/L atmadan 6nce 2 ml
Agar 7 gL PPM eklendi.
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Tablo 4.2: Vetiveria zizanioides igin ylizey sterilizasyon prosediirlerinin

kontaminasyon yiizdeleri.

Besiyeri Kontaminasyon (%)*
1. Sterilizasyon MS+5ml/L PPM %0
0,75ml/L Nazatem %40
2. Sterilizasyon MS %38
MS + 5 g/L Canesten %32
3. Sterilizasyon MS %42
4. Sterilizasyon MS %356
MS + %1 Maxim %44

*Her bir deneme en az 25 eksplant ile yapilmistir. Veriler kiiltiir
baglatildiktan 2 hafta sonra toplanmaistir.

Sekil 4.1: Bitki doku kiiltiiriinde kontamine olmus vetiver kokleri; a) 1 g/L
Captan igeren besiyerindeki vetiver kokleri, b) MS besiyerindeki vetiver kokleri.

Sekil 4.2: Optimize edilen prosediirle bitki doku kiiltiiriine alinan MS + Sml/L
PPM besiyerindeki 3 haftalik vetiver kokleri.
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4.2. DNA izolasyon Sonuclar

Bitki doku kiiltiirtine alinan Vetiver koklerinde goriilen kiiflerden 2 6rnek
alinarak, CTAB protokolii ile genomik DNA izolasyonu yapilmistir. Elde edilen DNA
orneklerinin NanoDrop™ cihaz ile spektrofotometrik dl¢timleri yapilmigtir. Yapilan
Ol¢timler sonucunda orneklerden elde edilen DNA miktar1 ve saflik dereceleri Tablo
4.3’te gosterilmistir. 260 nm ve 280 nm’lerdeki absorbans orani, DNA’nin safligini
degerlendirmek icin kullanilir. A260/280 oran1t DNA icin ~1.8 oldugunda DNA saf
olarak kabul edilir. Bu oranmn diisiik olmas1 protein, fenol veya diger kirliliklerin
oldugunu gosterir. Zhang et al. (2008) PZR reaksiyonu i¢in kullanilacak olan DNA’nin
saflik oraninin 1.7-1.9 araliginda oldugunda reaksiyon i¢in yeterli DNA miktarinin
oldugunu bildirmistir. Tablo 4.3’te izole edilen DNA’larin saflik dereceleri
gosterilmistir. izole edilen iki DNA 6rnegi de bu aralikta oldugundan PZR reaksiyonu

icin kullanilmistir.

Tablo 4.3: DNA’larin spektrofotometrik 6l¢iim sonuglari ve saflik miktarlart.

Ornek DNA Miktari (ng/nl) Saflik Derecesi (A260/280)
1 709.7 1.86
2 1543.2 1.92

4.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ve Dizileme
Sonuclan

Izole edilen DNA 6rneklerini dogrulamak amaciyla, Sentebiolab firmasindan
temin edilen UF1 ve S3 primerleriyle gradient PZR reaksiyonu kuruldu. Reaksiyon
iriinii %1°lik agaroz jelde 100 voltta 30 dakika boyunca yiiriitiildi. Biorad
goriintiileme cihazi ile elde edilen jel goriintiisii Sekil 4.3’te gosterilmistir. PZR
reaksiyonu ile ¢ogaltilan bolge 926 bp boyutunda oldugundan bu bolgede beklenen
bantlar elde edilmistir. 49.5-54.3 °C sicakliklar1 arasinda daha net bantlar gdzlemlendi.
100 bp DNA marker kullanildi.
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46 46.6 47.77 49.5 51.6.

532 543

55

Sekil 4.3: 46-55 °C’deki gradient PZR agaroz jel elektroforez goriintiisii, N:
negatif kontrol, M: marker.

Sterilizasyon optimizasyon denemeleri

sirasinda  Orneklerin  tamaminda

kiiflenme goriildii. Olusan kontaminasyonun kaynagini tanimlayabilmek i¢in olusan

kiiflerden alinan 6rneklerden CTAB ile DNA izolasyonu yapildi ve ardindan BM

Laborotuvar Sistemleri firmasina Sanger dizilemesi i¢in gonderildi.

Sekans

sonuclarinin analizi i¢in ise BLAST veritabani kullanildi (Sekil 4.4). Kontaminasyona

neden olan organizmanin Fusarium sp. ile eslestigi goriildi.

Job Title Nucleotide Sequence Filter Results
RID WDOS7H3EQ16 Search expires on 01-18 18:04 pm Download All v
Program BLASTN@  Citation v Organism only top 20 will appear exclude
Database ref genomes (458 databases)  See details v Type common name, binomial, taxid or group name
— + Add organism
Query ID Icl|Query_31919
Description None Percent Identity E value Query Coverage
Molecule type dna to to to
Query Length 907
Other reports  Distance tree of results MSA viewer @ m
Descriptions Graphic Summary Alignments Taxonomy
Sequences producing significant alignments Download * Select columns ¥ Show 100Y & @
select all 100 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results = MSA Viewer
Max Total Query E Per.
Descriptios Scientific N; Acc. L ’
escvlp " ke f S Score  Score  Cover value Ident cv 0 Accession
- - ~ v v
Fusanum regolens sirain MPI-CAGE-AT-0023 chromosome Unknown BKAS5scafiold .. Fusanum redol... 1605 4817 97% 0.0 99.21% 20931 NW 025763719.1 |
Eusarium musae strain F31 chromosome Unknown contig_1. whole genome sh Fysarium musae 1605 13693 97% 00 9921% 67321 NW 0254086151
Eusarium tjgetaba strain NRRL 66243 chromosome Unknown NRRL66243 1. whole genome... Fusarium tiaetaba 1605 1605  98% 00 99.10% 7917 N_023501247,1
Eusarium verticillioides 7600 chromosome Unknown supercont3.31. whole genome shotgun sequence Fusarium veric... 1605 9620  97% 0.0 99.21% 50904
Fusarium oxysporum 1. sp. lycopersici 4287 supercont2. 81 genomic scaffold, whole genome shotgun s...Fusarium oxys... 1605 3211 98% 0.0 99.10% 10274 NW 017

Sekil 4.4: Kontaminasyon kaynagindan izole edilen DNA 6rneginin BLAST
analizi.
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4.4. Gram Boyama Sonuclari

Gram boyama yapildiktan sonra 151k mikroskobu altinda 100X gériintiisti alinan
Agrobacterium rhizogenes 15834 susunun goriintlisii Sekil 4.5’te verilmistir. Sonug
beklenildigi gibi bakteri gram negatif oldugu i¢in pembe renge boyanmistir ve ¢ubuk
seklinde (basil) yapiya sahiptir ve kiiltiiriin saf oldugu goriilmiistiir.

Sekil 4.5: Agrobacterium rhizogenes 15834 susu 151k mikroskobu altindaki
100X gortintiisi.

4.5. Dikey Tarimda ve Serada Yetistirilen Ornek Sonuclari

Dikey tarimda yetistirilmis 10 haftalik vetiver bitkisi kokleri Sekil 4.6°da
gosterilmigtir. Dikey tarimda yetistirilen koklerin morfolojik olarak daha ince tiiy
yapisina sahip oldugu gozlemlenmistir. Vetiver kok uzunlugu dikey tarimda 10

haftada 28 cm’e kadar ulagsmustir.

Sekil 4.6: a) Dikey tarimda yetistirilen vetiver kok yapisi, b) vetiver bitkisi.
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Sekil 4.7: Serada yetistirilmis (sol) ve dikey tarimda yetistirilmis (sag) vetiver
kok ornekleri.

Serada yetistirilen vetiver drneklerinin daha kalin kok yapisina sahip oldugu
gozlemlendi. Sekil 4.8’de 16 hafta sera kosullarinda yetistirilen vetiver bitki ve kok

yapist gosterilmektedir.

Sekil 4.8: a) Serada yetistirilmis vetiver kokleri, b) vetiver bitkisi.

4.6. Hizlandirilmis Solvent Ekstraksiyon (ASE) Sonuclari

Farkli ortamlarda yetistirilen vetiver bitkisine ait kok drneklerinde kullanilan
ekstraksiyon ¢oziiciisii, ekstrakt miktar1 ve ekstraksiyon verimi Tablo 4.4’teki gibidir.
Ekstraksiyon veriminin en ¢ok %16,3 oldugu goriilmektedir. Bu 6rnekler ultra saf su

ile ¢oziilen bitki doku kiiltiirli ve sera 6rnekleridir.
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Tablo 4.4: Hizlandirilmis solvent ekstraksiyonu sonugclari.

Kok Ornekleri Ekstraksiyon | Ekstrakt Ekstraksiyon
Coziiciisii Miktar1 (mg) Verimi (%)

Sera Hekzan 31 10,3

Sera Ultra saf su 40 13,3

Sera Etanol 12 4

Dikey tarim Hekzan 31 10,3

Dikey tarim Ultra saf su 18 6

Dikey tarim Etanol 16 5,3

Bitki Doku Kiiltiirii Hekzan 30 10

Bitki Doku Kiiltiirii Ultra saf su 49 16,3

Bitki Doku Kiiltiirii Etanol 28 93

Farkli ortamlarda yetistirilen vetiver bitkisine ait kok orneklerinin ekstraksiyon
coziiciisii, ¢coziicli miktar1 ve konsantrasyon degerleri Tablo 4.5’teki gibidir. Hekzan
ve etanol ile ¢oziilen 6rnekler 40 ml’de, ultra saf su ile ¢oziilen 6rnekler 45 ml’de

coziilerek konsantrasyonlar1 hesaplanmistir.

Tablo 4.5: Ekstraksiyon 6rneklerinin stok konsantrasyonlari.

Kok Ornekleri Ekstraksiyon Coziicii Konsantrasyon
Coziiciisti Miktar1 (ml) (mg/ml)

Sera Hekzan 40 0,78
Sera Ultra saf su 45 0,9

Sera Etanol 40 0,3
Dikey tarim Hekzan 40 0,79
Dikey tarim Ultra saf su 45 0,4
Dikey tarim Etanol 40 0,4
Bitki Doku Kiiltiirii Hekzan 40 0,7
Bitki Doku Kiiltiirii Ultra saf su 45 1,1
Bitki Doku Kiiltiirii Etanol 40 0,77
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4.7. Toplam Fenolik Madde Tayini Sonuclar:

Vetiver kok drneklerinin hizlandirilmis solvent ekstraksiyon yontemiyle farkl
coziciilerle elde edilen ekstraktlardan toplam fenolik madde miktarinin gallik asit
esdegeri (GAE) hesaplanarak Tablo 4.6’da gosterilmistir. Hesaplamalar hazirlanan
gallik asit (GA) kalibrasyon grafigi ve denklemi (Sekil 4.9) kullanilarak yapildu.

0,9

0,8

0,7 y=0,0033x +0,0376
R?=0,9996

0,6

0,5

Absorbans

0,4
0,3
0,2
0,1

0

0,0000 50,0000 100,0000 150,0000 200,0000 250,0000 300,0000
Konsantrasyon (ug GAE/ml)

Sekil 4.9: Toplam fenolik asit madde tayini i¢in Gallik Asit kalibrasyon grafigi.

Tablo 4.6’da ekstraksiyondan sonra farkli c¢oziiciilerle (ultra saf su, etanol)
¢cozlilmiis Orneklerden alinan 200 pl 6rnek igin Gallik Asit kalibrasyon egrisi
kullanilarak hesaplanan toplam fenolik asit miktar1 gosterilmektedir. Total fenolik asit
miktart en ¢ok etanol ile ¢oziilmiis 6rneklerde goriildii. Bu 6rneklerdeki total fenolik
asit icerigi en yiiksek olanlar sirasiyla sera ekstrakt 6rnegi, dikey tarim 6rnegi ve bitki

doku kiiltiirii 6rnegidir.
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Tablo 4.6: Kok ekstraktlarinin GAE cinsinden fenolik madde miktari.

Ornek Ekstrakt Coziiciisiit | Fenolik Miktar GAE
(ng/ml) £ SS

Sera Ultra saf su 7,89 £0,4

Sera Etanol 118.7+3,7

Dikey tarim Ultra saf su 15,73+ 1,72

Dikey tarim Etanol 69,27 +£ 6,72

Bitki Doku Kiiltiirii | Etanol 40,56 £ 1,91

Bitki Doku Kiiltiirii | Ultra saf su 6,55+0,11

4.8. Toplam Flavonoid Madde Tayini Sonuclari

Elde edilen kok ekstraktlarinin toplam flavonoid madde tayini i¢in farkl
konsantrasyonlardaki Quercetin (QE) miktarinin 765 nm dalga boyundaki absorbans

degerleri kullanilarak Sekil 4.10°da gosterilen kalibrasyon grafigi ve denklemi elde

edilmistir.
0,035
y = 0,0003x + 0,0001
0,03 R>=0,9984

0,025
w
S

S 00
3

8 0,015
<

0,01

0,005

0

0 20 40 60 80 100 120
Konsantrasyon (ug QE/ml)

Sekil 4.10 Toplam flavonoid madde tayini i¢in Quercetin (QE) kalibrasyon
grafigi.

Elde edilen dogru denkleminden yararlanilarak, her biri 300 mg olan kok

orneklerinden elde edilen ekstraktlarin toplam flavonoid miktar1 QE cinsinden
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hesaplanmistir. Sonuglar Tablo 4.7°de gosterilmistir. En ¢ok flavonoid miktar1 etanol
ile ¢oziilmiis orneklerden sirasiyla dikey tarim, sera ve doku kiiltiirii 6rneklerinden

elde edilmistir.

Tablo 4.7: Kok ekstraktlarin toplam flavonoid miktarinin QE cinsinden

degerleri.
Ornek Ektraksiyon Céziiciisii | Flavonoid Miktar1 (QE)
(ng/ml) £ SS
Sera Ultra saf su 4,14 + 1,07
Sera Etanol 75,37 +£ 8,49
Dikey tarim Ultra saf su 10,69 +2,41
Dikey tarim Etanol 78,75+ 4,17
Bitki Doku Kiiltiirii | Etanol 26,75 £ 3,64
Bitki Doku Kiiltiirii | Ultra saf su 49 + 0,87

4.9. Antioksidan Aktivesi Tayini Sonuc¢lari

4.9.1. DPPH ile Antioksidan Kapasite Tayini Sonuclari

Kok ekstraktlarinin DPPH ile antioksidan tayini i¢in olusturulan kalibrasyon

grafigi ve denklemi Sekil 4.11°de gdsterilmistir.
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Sekil 4.11: DPPH ile antioksidan kapasitesi tayininde kullanilan kalibrasyon
grafigi ve denklemi.

Elde edilen kalibrasyon grafigi ve denklemi ile her bir ekstraktin DPPH

antioksidan kapasitesi mg TE/lg kok ekstrakti cinsinden degeri Tablo 4.8’de

goriildiigl gibi hesaplandi. DPPH antioksidan kapasitesi en ¢cok etanol ile ¢oziilen sera

orneginde goriildi. Diger drnekler sirasiyla etanol ile ¢oziilmiis dikey tarim Grnegi ve

etanol ile ¢6ziilmiis doku kiiltiirii 6rnegidir.

Tablo 4.8: DPPH antioksidan kapasite tayini sonuclari.

Ornek Ektraksiyon DPPH Antioksidan Kapasitesi
Coziiciisti T.E. ug/mg kok ekstrakt1 £ SS

Sera Ultra saf su 4,12+0,3

Sera Etanol 21,61 £ 0,69

Dikey tarim Ultra saf su 5,49 + 0,39

Dikey tarim Etanol 16,38 + 1,22

Bitki Doku Kiiltiirii | Etanol 11,02 +£0,29

Bitki Doku Kiiltiirii | Ultra saf su 2,74 +0,14
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4.9.2. ABTS/TEAK ile Antioksidan Kapasite Tayini Sonug¢lari

ABTS serbest radikal giderme antioksidan kapasite tayini i¢in Sekil 4.12°de

gosterilen kalibrasyon grafigi ve denklemi elde edilmistir.

120,00
y = 19,876x
R>=0,9965

100,00 99

x©
=
[=]
(e)

60,00

40,00

20,00

0,00
0 1 2 3 4 5 6

% Radikal siiptirmetroloks, 734 nm

Troloks konsantrasyonu, pg/mL

Sekil 4.12: ABTS/TEAK ile antioksidan kapasite degerlerinin kalibrasyon
grafigi ve denklemi.

Tablo 4.9: ABTS/TEAK ile antioksidan kapasite tayin sonuglari.

Ornek Ektraksiyon | ABTS/TEAK Antioksidan Kapasitesi
Coziiciisti TE ug/mg kok ekstrakti = SS

Sera Ultra saf su 29,54 + 0,42

Sera Etanol 59,35+ 1,0

Dikey tarim Ultra saf su 62,4 + 1,54

Dikey tarim Etanol 52,78 £ 0,7

Bitki Doku Kiiltiirii | Etanol 28,78 + 0,79

Bitki Doku Kiiltiirii | Ultra saf su 24,44 +0,1

Elde edilen grafik ve denklem ile mg TE/1g ekstrakt + SS cinsinden elde edilen
degerler Tablo 4.9°da gosterilmistir. Antioksidan kapasitesi en ¢ok olan 6rnek ultra saf
su ile ¢ozlilmiis dikey tarim 6rnegidir. Diger ornekler sirasiyla etanol ile ¢oziilmiis sera
ornegi ve etanol ile ¢oziilmiis dikey tarim 6rnegidir.
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4.10. GC-MS Sonuclan

GC-MS kromatogram sonuglari sirasiyla sera, dikey tarim ve bitki doku
kiiltiirii 6rnekleri i¢in Sekil 4.13” te verilmistir. Kromatogram sonucuna gore pik
alanin bakildiginda en biiyiik alana sahip etken maddenin tiim yetistirme kosullar

icin C 16:0 palmitik asit oldugu goriilmektedir.

Abundance

TIC: doku.D\data.ms
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Time-->
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800000
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T T T T T T T T T
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Linc.>

Sekil 4.13: Sirasiyla sera, dikey tarim ve bitki doku kiiltiirii 6rnekleri icin GC-
MS kromatogram sonuglari.
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Tablo 4.10: GC-MS analizi sonucunda tespit edilen etken maddeler.

Etken Madde DOKU | SERA |DIKEY | Ref.
% % %
1 | Dodecane 0.62 3.72 - 122014
2 | Octadecane 2.92 - 0.42 | 745952
3 | Eicosane 0.47 0.11 0.29 | 474187
4 | n-Hexadecane 6.44 3.78 - 409
5 | n-Eicosane 0.09 0.23 0.69 411
6 | Docosane 4.65 - 0.12 564053
7 | Tetradecane 2.14 1.56 345 198847
8 | n-Tetracosane 0.31 1.31 1.08 412
9 | Hexacosane 0.17 - - 888877
10 | Nonadecane 0.1 - - 428112
11 | Dimethyl 4-(tert-Butyl)phthalate 1.23 - - 365534
12 | C 16:0 40.31 34.92 50.69 12
13 | Phenol, 2,4-Bis(1,1-Dimethylethyl) 1.37 - - 223132
14 | C 18:0 21.68 20.12 13.42 16
15 | Octadecanoic acid, methyl ester 0.34 - - 526296
16 | 10-Octadecenoic, methyl ester 1.35 - - 519646
17 | C 18:1(cis - 9) (omega 9) 3.07 - - 18
18 | C 18:2 (cis,cis - 9,12) (omega 6) 1.08 - - 20
19 | Benzenepropanoic acid, 3,5- 3.57 - - 506256
bis(1,1-dimethylethyl)-4-hydroxy-,
methyl ester
20 | Hexacosanoic acid, methyl ester 0.49 - - 800985
21 | Methyl 2-Isopropenyl-3- 0.14 - - 234457
(Trimethylsilyl)-2-Cyclopropene-1-
Carboxylate
22 | 9-Octadecene, 1-(2,3- 0.13 - - 726035
dimethoxypropoxy)
23 | (18S,195)-18,19-Dihydroxy- 0.7 - 0.02 | 605498
1,4,7,10,13,16-
hexaoxocycloencosane
24 | 3-Methyl-4-fluoro-5,6-dihydro-4H- 0.21 - 0.14 25080
(1,2)-oxazine
251 1,4,7,10,13,16- 0.29 - 0.07 | 605499
Hexaoxacycloicosane-18,19-diol
26 | n-Decane - 0.2 - 405
27 | n-Tetradecane - 4.19 - 408
28 | Decane, 3,8-dimethyl- - 0.18 - 122085
29 | Docosyl nonyl ether - 0.55 - 855184
30 | n-Undecane - 0.7 - 406
31 | Tetracosane - 5.85 - 646589
32 | Pentadecane - 3.59 0.42 400
33 | n-Octadecane - 1.09 3.92 410
34 | Heptadecane - 4.43 - 335192
35 | Eicosane, 1-iodo- - 0.56 - 474191
36 | Tricosane - 0.09 - 606494
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Tablo 4.10;: Devam.

37 | Docosane, 1-iodo- 0.2 - 837082
38 | Tetracosane, 1-iodo 0.03 - 86601
39 | 2,4-Di-tert-butylphenol 2.34 3.35 | 223134
40 | C 18:2 (trans,trans - 9,12) 1.97 3.4 19
41 | C 20:0 1.52 - 23
42 | Eicosanoic acid, methyl ester 0.71 0.87 612507
43 | Methylvalerate 0.31 - 120
44 | Tricyclo[6.3.0.0(1,5)]Jundecan-10- 0.2 - 480347
ol, 4-[(2-methoxyethoxy)methoxy]-
5-methyl-
45 | Propanedioic acid, [4-(2-furanyl)- 0.45 0.27 | 411688
1,3-butadienyl|methyl-, dimethyl
ester, (E,Z)-
46 | 6-Aza-5,7,12,14-tetrathiapentacene - 0.78 688573
47 | n-Dodecane - 0.53 407
48 | Dodecyl nonyl ether - 0.88 | 570579
49 | Tritetracontane - 0.43 | 929297
50 | Undecane - 0.05 88927
51| C14:0 - 0.44 8
52 | Myristic acid, methyl ester - 0.4 341365
53 | 9-Hexadecenoic acid, methyl ester, - 04 427906
(2)-
54 | C 18:1 (trans - 9) (omega 9) - 5.76 17
55 | Tricyclo[20.8.0.0(7,16)]triacontane, - 0.12 | 847018
1(22),7(16)-diepoxy-
56 | Methyl 6-cis,9-cis, 1 1-trans-octade - 0.2 506532
catrienoate
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5. TARTISMA

Vetiver bitkisinin kdkiinde 150°den fazla seskiterpenoid bulundugundan ilag ve
kozmetik sektorii icin oldukga degerli bir bitkidir. Daha ¢ok tropik bolgelerde goriilen
bu bitki Tirkiye’de henliz smirli alanlarda yetistirilmekte ve degeri heniiz
bilinmemektedir. Vetiver tohumlarina olan ihtiyacin artmasiyla beraber kaliteli ve
verimli vetiver bitkilerini yetigtirebilmek i¢in yeni yontemlerin gelistirilmesine ihtiyag
duyulmaktadir. Ayrica vetiver bitkisinin tiimii ¢igek veremez ve tohumun ¢imlenme
hiz1 da oldukga diisiiktiir. Bu yiizden, bitki doku kiiltiirii teknikleriyle in vitro cogaltma
vetiver bitkisinin daha verimli liretimine imkan verebilmektedir.

Widoretno et al. (2017) ¢alismasinda vetiver bitkisinin in vitro ¢ogaltimin
basaril bir sekilde gerceklestirmistir. Bitkinin siirgiin kismindan alinan 6rneklerin in
vitro ortamda biiylitiilmesi i¢in Oncelikle akan musluk suyu altinda yikanmistir. Sonra
4 cm uzunlugunda kesilen 6rnekler %96 alkol ile 1 dakika, %50 ticari ¢camasir suyu
(%5.25 NaClO) ile 20 dakika boyunca steril edilmistir. Daha sonra 6rnekler steril su
ile 5 dakika boyunca iki kez durulanmigtir ve BA (1, 2, 3 mgL-1) igceren MS ortam1
iizerinde kiiltiirlenmistir. Esyanti et al. (2013) yaptiklar1 ¢alismada ana bitkideki
metabolitleri iceren ve yiiksek miktarda vetiver yagi iceren en iyi kok kiiltiiriinii elde
etmeye ¢alismistir. Caligmada kok kiiltiirinli baglatmak i¢in bitki koklerinin ug ve
govde kismma yakin kisimlarindan yaklasik 2 cm Ornekler kesilmistir ve tiim
eksplantlar %70 etanol ile yiizey sterilizasyonu gerceklestirilmistir. Ardindan steril
distile su ile durulanmistir, 10 dakika %0.8 NaClO ile calkalandiktan sonra tekrar
distile su ile durulanarak steril petri kaplarina aktarilmisti. Ornekler 1.0 ppm naftalin
asetik asit (NAA) ve 0.5 ppm indol asetik asit (IAA) iceren MS sivi ortamina
kiiltiirlenmistir. Bu ¢aligmada iiretilen en zengin igerige sahip vetiver yagi, %19.02 ile
govde eksplantlarindan elde edilen kok kiiltiirlerinden oldugu goriilmektedir.

Bu tez calismasinda 2 farkli bolgeden temin edilen vetiver fideleri doku
kiiltiirtine alinmigtir. Sterilizasyon prosediiriiniin  optimizasyonu i¢in denemeler
yapilmistir. Denemeler sirasinda goriilen kontaminasyon kaynaginin dizileme
sonucuna gore Fusarium redolens oldugu goriilmektedir ve bu mikroorganimanin
vetiver bitkisinin koklerinde endofitik olarak yasadigi diistiniilmektedir. Endofitler
(genellikle mantarlar ve bakteriler) konake1 bitkilerin saglikli dokularinda hastaliga
neden olmadan yasayan mikroorganizmalardir. Endofitik mantarlar bitki metabolit

iiretimini indiikleyebilmektedirler. Bu kontaminasyona kars1 kullanilan ve 6rneklerin

54



tamaminda etkili olan Bitki Koruma Karisimi (PPM) bitki doku kiiltiiriinde
kullanilmak tizere gelistirilmistir ve genis spektrumlu bir biyosittir. PPM, bitki doku
kiiltiirii biiylime ortamindaki bakteri ve mantarlar1 ve ayrica kontamine dokuyu
hedefler. PPM, esas olarak hava kaynakli kontaminasyonu, su kaynakl
kontaminasyonu ve insan temasindan kaynaklanan kontaminasyonu engellemek i¢in
gelistirilmis olsa da ayni zamanda ¢ogu durumda endojen kontaminasyonu azaltmak
icin kullan1ldig1 bilinmektedir. Bu yiizden endofitik mantar oldugunu diisiindiigiimiiz
organizmaya karsi da etki gostermistir. Bu ¢alismada bitki doku kiiltiirii uygulamalari
kapsaminda vetiverde sacak kok kiiltiirli calismasi da gerceklestirilmistir. Is1 soku ile
transformasyon ve standart transformasyon olmak {tzere iki farkli prosediir
denenmistir. Sagak kok elde edilmemesinin sebebinin vetiverin antibakteriyel
iceriginden dolay1 olabilecegi diisiiniilmektedir.

GC-MS kromatogram sonuglarina goére pik alanlar1 analiz edildiginde C 16:0
palmitik asit yiizdesinin dikey tarim 6rneginde sera 6rnegine kiyasla yaklasik 1.5 kat
daha fazladir. Palmitik asit bitkilerde ve hayvanlarda bulunan doymus yag asitidir ve
emiilsiyonlar1 stabilize eder. Derideki nemi hapsederek su kaybinin azaltilmasina
katkida bulunur. Bu ylizden kuru cildin bakimi i¢in kozmetikte emiilsiyonlarda
kullanima uygundur. Yine analiz sonuglarinda goriilen C 18:0 stearik asit igerigi en
cok bitki doku kiiltiiri 6rneginde goriilmektedir. Stearik asit doymus bir yag asididir
ve esas olarak deterjan, sabun gibi kozmetik iirlinlerin iiretiminde kullanilmaktadir.
Ileriki calismalarda bu yag asitinin iiretiminin de doku kiiltiirii araciligiyla
saglanabilecegi diisiiniilmektedir.

Total fenolik asit miktar1 en ¢ok etanol ile ¢oziilmiis 6rneklerde goriildii. Bu
orneklerdeki total fenolik asit iceriginin en yliksek degeri 23,7 mg GAE/g bitki ile sera
ekstrakt ornegidir. Ardindan sirastyla dikey tarim 6rnegi ve bitki doku kiiltiirii 6rnegi
gelmektedir. Seradan aliman kdk orneklerinin dikey tarim orneklerine kiyasla koyu
renkte olmasi da fenolik miktarin fazla oldugunun bir gostergesidir. Fenolik bilesikler
bitkinin maruz kaldig1 bakteri, virlis gibi mekanik streslere karsi savunma
mekanizmasinda rol alirlar ve bu yiizden ortama bagli olarak miktarlar1 degismektedir.
Fenolik miktarin serada daha fazla olmasinin sebebi toprakta bulunan ve bitkide bazi
fenoliklerin olusumunu tetikleyen mikroorganizmalarin topraksiz iiretimde ortadan
kaldirilmasindan dolay1 olabilecegi diistiniilmektedir.

En ¢ok flavonoid miktar: etanol ile ¢6ziilmiis 6rneklerden sirastyla dikey tarim,

sera ve doku kiiltiirii Orneklerinden elde edilmistir. Quzounis et al., (2015)
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caligmasinda Lactuca sativa bitkisinde mavi 15181n altinda yetisen bitkilerde kontrol
grubuna kiyasla daha fazla flavonoid oldugunu gézlemlemistir. Dikey tarimda mavi
15181 flavonoid miktarin1 artirmis olabilecegi diistiniilmektedir. Total fenolik ve
flavonoid miktarlarinin etanol ile ¢o6ziilen oOrneklerde daha yiiksek oldugunu
goriiyoruz. Bunun nedeni bu bilesiklerin etanolde ve ultra saf suda daha iyi
coziilebilmesidir. Yapilan ¢alisma ileride yapilacak ekstraksiyon analizi
caligmalarinda ¢oziicii olarak etanol kullanilabilmesi agisindan yol gosterici
niteliktedir.

Bitkilerde antioksidan kapasitesi farkli metotlarla tespit edilebilmesine ragmen
standart bir metot bulunmamaktadir. Bir ¢alismadan elde edilecek antioksidan aktivite
sonuclar1 kullanilan metoda bagl olarak degisebilmektedir. Bu yiizden farkli ¢oziicii
kullanilarak elde edilen ekstraktlarin antioksidan aktiviteleri DPPH ve ABTS
yontemleriyle dogrulandi. DPPH radikal giderme aktivitesi bitkisel materyallerin
antioksidan potansiyellerinin 6lgiilmesinde siklikla kullanilan bir metottur. DPPH
antioksidan kapasitesi en ¢ok etanol ile ¢oziilen ekstraktlarda goriildii. Bu 6rnekler
sirastyla sera ornegi, dikey tarim 6rnegi bitki doku kiiltiirii 6rnegidir. ABTS/TEAK ile
antioksidan kapasitesine bakildiginda en ¢ok olan 6rnek ultra saf su ile ¢oziilmiis dikey
tarim Ornegidir. Diger 6rnekler sirasiyla etanol ile ¢oziilmiis sera 6rnegi ve etanol ile
¢oziilmiis dikey tarim ornegidir. Abeysinghe et al., (2014) ¢alismasinda tibbi bir bitki
olan Acmella oleraceae bitkisini hidroponik tarim, kallus kiiltiirii ve tarla olmak {izere
iic farkl1 kosulda yetistirmistir. U¢ farkli kosulda yetistirilen bitkilerin antioksidan
kapasitelerine bakildiginda bizim calismamizda elde ettigimiz sonuglar ile paralel
oldugu goriilmektedir. En fazla antioksidan kapasitesi hidroponik tarimdaki ornekte
ardindan tarladaki 6rnekte goriilmektedir. Stres etmenlerinin ve buna baglh olarak
oksidatif stresin vetiver biktisi i¢in dikey tarimda ve serada daha fazla olmasinin
antioksidan tiretimini de paralel olarak artmasina neden oldugu diistintilmektedir.

Yapilacak ileriki calismalarda vetivere 0zgli karakteristik bilesiklerin
kiitiiphanesine sahip cihazlarla miktar analizi yapilabilir. Bu degerli bilesenlerin ilag

sanayisinde kullanilmak iizere artirilmis tiretimleri saglanabilir.

56



KAYNAKLAR

Ackermann C., (1977), “Pflanzen aus Agrobacterium rhizogenes-tumoren an
Nicotiana tabacum”, Plant Science Letters, 8(1), 23-30.

Bingdl B., (2015), “Dikey tarim”, Diizce Universitesi Ormancilik Dergisi, 11(2), 92-
99.

Bingsl O. U. B., (2019), “Alternatif tarim ydntemleri; aeroponik, akuaponik,
hidroponik”, Harman Time Dergisi, 7(82), 34-42.

Buzby K. M., Waterland N. L., Semmens K. J., Lin L. S., (2016), “Evaluating
aquaponic crops in a freshwater flow-through fish culture system”, Aquaculture, 460,
15-24.

Cindik Y., Demirel O., “Tiirkiye’de Varolmaya Calisan Vetiver Grass Bitkisine Genel
Bakis”, Inonii Universitesi Sanat ve Tasarim Dergisi, 2(6), 20-30.

Danh L. T., Truong P., Mammucari R., Tran T., Foster, N., (2009), “Vetiver grass,
Vetiveria zizanioides: a choice plant for phytoremediation of heavy metals and organic
wastes”, International Journal of Phytoremediation, 11(8), 664-691.

David A., Wang F., Sun X., Li H., Lin J., Li P., Deng G., (2019), “Chemical
composition, antioxidant, and antimicrobial activities of Vetiveria zizanioides (L.)
nash essential oil extracted by carbon dioxide expanded ethanol”, Molecules, 24(10),
1897.

Efe D., (2019), “The evaluation of the antibacterial activity of Vetiveria zizanioides
(L.) Nash grown in Giresun, Turkey”, Alinteri Journal Agricultural Science, 34, 21-
24.

Esyanti R. R., Mardisadora O., (2013), “Vetiver oil production from root culture of
Vetiveria zizanioides”, International Journal of Agricultural and Biosystems
Engineering, 7(9), 863-866.

Esyanti R. R., Natalia W., Zahya N., (2013), “In vitro plant regeneration of java vetiver
(Vetiveria zizanioides)”, International Journal of Agricultural and Biosystems
Engineering, 7(9), 867-869.

Gerszberg A., Wiktorek-Smagur A., (2022), “Hairy root cultures as a multitask
platform for green biotechnology”, Plant Cell, Tissue and Organ Culture (PCTOC), 1-
17.

Giannenas I., Sidiropoulou E., Bonos E., Christaki E., Florou-Paneri P., (2020), “The

history of herbs, medicinal and aromatic plants, and their extracts: Past, current
situation and future perspectives”, In Feed additives, 1-18, Academic Press.

57



Ivani T., Widoretno W., (2019), “Effect of pb and cd elicitors on growth and content
of vetiver oil adventitious root 1n vitro of vetiver (Vetiveria zizanioides L. Nash)”, The
Journal of Experimental Life Science, 9(3), 194-200.

Khan F. A., (2018), “A review on hydroponic greenhouse cultivation for sustainable
agriculture”, International Journal of Agriculture Environment and Food
Sciences, 2(2), 59-66.

Kim H. J., Chen F., Wang X., Chung H. Y., Jin Z., (2005), “Evaluation of antioxidant
activity of vetiver (Vetiveria zizanioides L.) oil and identification of its antioxidant
constituents”, Journal of Agricultural And Food Chemistry, 53(20), 7691-7695.

Lavania U. C., (2003), “Other uses and utilization of vetiver: vetiver oil”, In the Third
International Vetiver Conference, Guangzhou, China, 475.

Mahajan M., Kuiry R., Pal P. K., (2020), “Understanding the consequence of
environmental stress for accumulation of secondary metabolites in medicinal and

aromatic plants”, Journal of Applied Research on Medicinal and Aromatic Plants, 18,
100255.

Mariyappillai A., Arumugam G., Raghavendran V. B., (2020), “The techniques of
hydroponic system”, Acta Scientific Agriculture, 4(7), 79-84.

Mauro M. L., Costantino P., Bettini P. P., (2017), “The never ending story of rol genes:
a century after”, Plant Cell, Tissue and Organ Culture (PCTOC), 131, 201-212.

Medina-Bolivar F., Condori J., Rimando A. M., Hubstenberger J., Shelton K., O’Keefe
S. F., Dolan M. C., (2007), “Production and secretion of resveratrol in hairy root
cultures of peanut”, Phytochemistry, 68(14), 1992-2003.

Niazian M., Sadat-Noori S. A., Tohidfar M., Galuszka P., Mortazavian S. M. M,
(2019), “Agrobacterium-mediated genetic transformation of ajowan (Trachyspermum
ammi (L.) Sprague): an important industrial medicinal plant”, Industrial Crops and
Products, 132, 29-40.

Ono N. N., Tian L., (2011), “The multiplicity of hairy root cultures: prolific
possibilities”, Plant Science, 180(3), 439-446.

Ouyang J., Bae H., Jordi S., Dao Q. M., Dossenbach S., Dehn S., List B., (2021), “The
smelling principle of vetiver oil, unveiled by chemical synthesis”, Angewandte

Chemie International Edition, 60(11), 5666-5672.

Pandey R., Jain V., Singh K. P., (2009), “Hydroponics agriculture: its status, scope
and limitations”, Division of Plant Physiology, 20, 1-5.

Rao R. R., Suseela M. R., (2000), “Vetiveria zizanioides (Linn.) Nash—a multipurpose
eco-friendly grass of India”, Journal of Medicinal Plants Studies, 8, 18-22.

58



Roberts J. M., Bruce T. J., Monaghan J. M., Pope T. W., Leather S. R., Beacham A.
M., (2020), “Vertical farming systems bring new considerations for pest and disease
management”, Annals of Applied Biology, 176(3), 226-232.

Rotkittikhun P., Kruatrachue M., Pokethitiyook P., Baker A. J. M., (2010), “Tolerance
and accumulation of lead in Vetiveria zizanioides and its effect on oil production”,
Journal of Environmental Biology, 31(3), 329.

Saha A., Basak B. B., (2020), “Scope of value addition and utilization of residual
biomass from medicinal and aromatic plants”, Industrial Crops and Products, 145,
111979.

Sardare M. D., Admane S. V., (2013), “A review on plant without soil-
hydroponics”, International Journal of Research in Engineering and Technology, 2(3),
299-304.

Singh M., Suyal D. C., Dinkar N., Joshi S., Srivastava N., Maurya V. K., Agrawal S.,
(2023), “Agrobacterium rhizogenes as molecular tool for the production of hairy roots
in Withania somnifera”, Journal of Applied Biology and Biotechnology, 11(2), 1-10.

Singh S., Melo J. S., Eapen S., D’souza S. F., (2008), “Potential of vetiver (Vetiveria
zizanoides L. Nash) for phytoremediation of phenol”, Ecotoxicology and
Environmental Safety, 71(3), 671-676.

Srivastava J., Kayastha S., Jamil S., Srivastava V., (2008), “Environmental
perspectives of Vetiveria zizanioides (L.) Nash”, Acta Physiologiae Plantarum, 30(4),
413-417.

Velazquez-Gonzalez R. S., Garcia-Garcia A. L., Ventura-Zapata E., Barceinas-
Sanchez J. D. O., Sosa-Savedra J. C., (2022), “A review on hydroponics and the
technologies associated for medium-and small-scale operations”, Agriculture, 12(5),
646.

Verma, A. B., (2020), “Vetiveria zizanioides (L.) Nash: A review of magic
grass”, Journal of Medicinal Plants, 8(1), 58-61.

Web 1, (2023), https://www.freepik.com/premium-photo/vetiver-grass-chrysopogon-
zizanioides-nature-background 21967458.htm, (Erisim Tarihi: 06/01/2023).

Web 2, (2021), https://fullsepp.com/tr/yayinlar/475/bitkiye-gen-aktaran-
agrobacterium-nedir/1/a, (Erisim Tarihi: 16/01/2023).

Web 3, (2023), https://personel.omu.edu.tr/docs/ders_dokumanlari/
6371 71049 2394 .pdf, (Erisim Tarihi: 10/01/2023).

Web 4, (2023), https://toprakvesu.com/kb/dwc-derin-su-kulturu/, (Erisim Tarihi:
02/01/2023).

Web 5, (2023), https://toprakvesu.com/kb/ince-besin-tabakasi-sistemi-nft/, (Erisim
Tarihi: 02/01/2023).

59



Web 6, (2023), https://www.resifsera.com/bilgi-bankasi/hidroponik-tarim-topraksiz-
tarim-bitki-yetistirme-cesitleri, (Erisim Tarihi: 02/01/2023).

Web 7, (2023), https://www.trees.com/gardening-and-landscaping/aquaponic-
gardening, (Erisim Tarihi: 02/01/2023).

Zahoor S., Shahid S., Fatima U., (2018), “Review of pharmacological activities of
Vetiveria zizanoide (Linn) Nash”, Journal of Basic & Applied Sciences, 14, 235-238.

60



OZGECMIS

Erva BACACI, 2015 yilinda Gebze Teknik Universitesi, Temel Bilimler
Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii’nde lisans egitimine bagladi. Lisans
egitimini 2020 yilinda tamamladiktan sonra 2020 yilinda Gebze Teknik Universitesi,
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim
Dali’nda yiiksek lisans egitimine bagladi. Halen Yiiksek Lisans egitimine devam

etmektedir.

61
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