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calismada bana ait olmayan her tiirlii ifade ve bilginin kaynagina eksiksiz atif

yapildigini bildiririm.

Burak ONOL



IN VITRO KOSULLARDA
BAZI YEREL KENEVIR (CANNABIS SATIiVA L.)
POPULASYONLARININ COGALTIMI
(Yiiksek Lisans Tezi)

Burak ONOL

USAK UNIVERSITESI
LiSANSUSTU EGITIiM ENSTITUSU

Tarim Bilimleri Ana Bilim Dali

Arahk 2021

OZET

Kenevir (Cannabis sativa L.), Tiirkiye'nin 20 ilinde tarla kosullarinda yetisen 6nemli bir
tibbi ve endiistriyel bitkidir. Bu c¢alisma, In vitro kosullar altinda farkli tohum
c¢imlendirme ve rejenerasyon teknikleri kullanilarak gelecekteki In vitro 1slah
caligmalarina zemin hazirlamayr amaglamistir. Calismada Usak ve Samsun Vezirkoprii
Kenevir popiilasyonlar1 kullanilmistir. Her iki kenevir popiilasyonu icin % 50 ticari
camagsir suyu uygulanmis ve ardindan 3x5 dakika steril saf su ile durulama yapilarak
yiizey sterilizasyon gerceklestirilmistir. Farkli konsantrasyonlarda kontrol, GA3 ve BAP
muamelesi ile agarla katilastirilmis damitilmis su, MS ve Gamborg BS5 ortami
kullanilarak tohumlarin ¢imlendirilmesi saglanmistir. Sonug¢ olarak, kontrol olarak
kullanilan In vitro ortamlardaki ¢imlenme orani uygulamalara gore yetersiz kalmustir.
En iyi tohum ¢imlenmesi S.Vezirkoprii kenevir popiilasyonu kullanilarak Gamborg B5
ortami tiizerinde %73,33 ile elde edilmistir. Bunu takiben agar ile katilastirilmis
damitilmis su uygulamasi ile %63,33 tohum c¢imlenmesi izlenmistir. Siirgiin
rejenerasyonu icin eksplantlar, In vitro kosullar altinda gelistirilen bitkilerden elde
edilmistir. En iyi siirgiin rejenerasyonu %83,33 ile 0,4 mg / | Thidiazuron igeren
Gamborg B5 ortaminda koltuk alti meristem eksplantindan elde edilmistir. Diger

eksplantlardan kayda deger bir siirgiin rejenerasyonu elde edilememistir. Tiim bitkiler,



rejenerasyon ortaminda koklenmistir. Koklenen bitkiler, adaptasyon i¢in kontrollii
kosullar altinda biiyiime odasina aktarilmistir. Ardindan bu bitkiler, Ankara Universitesi
Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimii deneme tarlasina basariyla tasimaistir.
Calismada hedeflenen gelecekteki In vitro 1slah ¢alismalarinin temelini olusturmak igin
tohum ¢imlenmesi ve siirglin rejenerasyonu ile ilgili, kayda deger 6nemde verilere

ulastlmistir.
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ABSTRACT

Cannabis (Cannabis sativa L.), is an important medicinal and industrial plant grown
under natural conditions in 20 provinces of Turkey. This study aimed to lay the
groundwork for future In vitro breeding studies using different seed germination and
regeneration techniques under In vitro conditions. Usak and Samsun Vezirkoprii
cannabis popiilations were used in the study. The surface sterilization of both hemp
popiilations was achieved using 50% commercial bleach by shaking seeds for 15
minutes, followed by rinsing with sterilized distilled water for 3 x 5 minutes. The seeds
were germinated using MS medium (control), different concentrations of GA3 and BAP
in MS medium, distilled water solidified with agar, and Gamborg B5 medium solidified
with agar. In vitro germination percentage on MS medium used as a control was
insufficient compared to the other treatments. The best seed germination (73.33%) was
achieved on Gamborg B5 medium using the S.Vezirkdprii cannabis popiilation.
Subsequently, 63.33% seed germination was achieved on the same popiilation using
distilled water solidified with agar. The explants for shoot regeneration were obtained
from the plantlets germinated under In vitro conditions. The best shoot regeneration was
obtained from stem node explants in Gamborg B5 medium containing 0.4 mg / |

Thidiazuron with 83.33% regeneration percentage. Significant shoot regeneration could



not be obtained from other explants. All plants were rooted in the regeneration medium.
The rooting plants were transferred to the growth chamber under controlled conditions
for adaptation. Thereafter, these plants were successfully transferred to the experimental
gardens of the Department of Field Crops, Faculty of Agriculture, Ankara University.
Significant data on seed germination and shoot regeneration were obtained to form the
basis of future In vitro breeding research aimed in the study.

Keywords : Thidiazuron, 6-Benzylaminopurine, micropropagation, MS,
Gamborg B5
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

Bu c¢alismada kullanilmis baz1 simgeler ve kisaltmalar, agiklamalari ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler

°C
%
mg/L
g/L
uM

Kisaltmalar
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g
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ISSR
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Yiizde
Miligram/Litre
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Milimolar
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gram

miligram

1- Naphthaleneacetic acid bitki biiyiime
diizenleyici hormon
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Molekiiler markorlerinler
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1. GIRIS

Kenevir (Cannabis sativa L.), Cannabaceae familyasina ait tek yillik, lif,
yag ve tibbi metabolit iiretiminde kullanilan ¢ok amacl bir bitkidir. Cannabis sinifinin
icinde olan bitkiler [genellikle C. sativa (Sekil 1a), C. indica (Sekil 1b) ve C. ruderalis
(Sekil 1c)] yaygin bir bi¢cimde lif, yiyecek, endiistriyel ve ilag hammadesi olarak

kullanilabilen otsu bitkilerdir.

(@) (b) (©
Resim 1.1 Diinyada yaygin olarak bulunan Cannabis tiirleri [a] C. sativa (flickr.com)
(b) C. indica (orijinal) (c) C. ruderalis(flickr.com)

Kenevir ¢ok eski ¢aglardan itibaren Avrupa ve Asya’da kullanila gelen bir kiiltiir
bitkisidir. M.O. 5000 yillarina ait kenevir bitkisinden elde edilmis kumaslara
rastlanmistir. M.O. 2700°1ii yillarda kenevir bitkisi ilag olarak kullanilmustir. Cin’de,
M.O. 2000-2200 yillari arasinda daha sonralari ise Avrupa’da kullanimi
yayginlasmistir. M.O. 1500°lii yillarda da Anadolu’da kenevir yetistiriciligi yapildig
bilinmektedir.

Cannabis cinsine ait kullanim alanlarina gore farklilik gosteren ve diinyada
bilinen 779 kenevir tiirii bulunmaktadir. Kenevir bitkisi, kazik kokli, tek yillik, uzun

giin bitkisidir. Isik alma ihtiyaci en az 12-14 saat arasindadir (Gizlenci ve ark., 2019a).

Kenevir Bitkisi giindiiz siiresinin gece siiresine gore daha fazla oldugu giinlerde,
ilkbahar ve yaz mevsimlerinde ¢i¢eklenen bir bitkidir. Topragin 4 metre derinliklerine

kadar uzanan kuvvetli bir ana kokii vardir. Bitki sap1 genellikle en {ist bolgesi alt1



koseli, iist bolgesi dort koseli, alt bolgesi de yuvarlaktir. Sapi ilk gelisim zamaninda

otsu, 0z suyu fazladir. Sap1 olgunlastik¢a oluklu odunsu bir goriiniim almaktadir.

Sap boyu 6 metreye kadar uzayabilir. Yapraklar bogumlardan g¢ikmaktadir.
Seyrek ekimlerde sap kalinlagir ve dallanma fazlalasir. Disi bitkilerin sap1 kalin, kisa
boylu, dallanmasi ¢ok olup, olgunlasmasi ge¢ olmaktadir. Erkek kenevir bitkisinin sap1
daha ince yapili, daha uzun boylu, dallanmasi az ve olgunlagsmasi daha hizlidir (Gizlenci
ve ark., 2019a).

Kenevir bitkisinde teknik sap uzunlugu kotiledon yapraklardan, tepe yapraklarin
almagikli oldugu kisma kadar olan boliim kabul edilir. Lifler sapin kabuk kismindadir.

Cogunlukla erkeklerde lif oran1 disilerdeki lif oranindan daha yiiksektir.

Yapraklar ise bir sap lizerinde bilesik yapida 3-11 yaprake¢iktan olugmaktadir.
Yaprakciklarin her biri disli ve ortadaki yaprake¢ik uzun yapidadir. Yapraklar karsilikls,
teknik sapin ucundan itibaren ise almasikli olarak sapa dizilmislerdir (Ramaekers ve
ark., 2009; Gizlenci ve ark., 2019a).

Kenevir iki evcikli bir bitkidir. Disi ve erkek c¢igcek yapilar1 farkli bitkiler
tizerinde bulunmaktadir. Ancak, bazi tibbi olarak yetistirilen tiirlerde hermafrodit yap1
goriilebilmektedir. Erkek kenevir bitkilerinde sapin u¢ kisminda, yaprak koltuk

altlarindan ¢ikan ¢icekler esnek bir salkim bigimindedir.

Esas sapin u¢ kisminda da g¢igek bulunmaktadir. Cicek rengi genellikle
beyazimtirak yesildir. Kimi cinslerde pembe, yesil ve mor karisimi tonlar olusmaktadir.
Disi cigek, disi bitkilerde sapin tepe kismindaki yaprak koltuk altlarindan ¢ikan kisa

sapgiklar tizerinde bulunmaktadir. Tiim ¢igekler meyve veya tohum meydana getirir.

Tozlasma su, kuslar, bocekler, diger hayvanlar, riizgar ve insanlar sayesinde
gerceklesir. Erkek kenevir bitkileri tozlasmadan sonra olgunlasmaya bagslarlar.
Tohumlart yesilimtirak, kahve renkli, sert ve yumurta seklindedir. Kenevir bitkisinin
tohumunda %21-23 protein, %22 oraninda karbonhidrat ve %29-33 yag igerigi vardir.
Bin dane agirlig1 15-55 g arasinda degisiklik gostermektedir

Kullanim alanlarina gore kenevir bitkisi iki ana grup altinda incelenir;

Bunlardan birincisi igerdigi Tetrahidrokannabinol (THC) otiirii Marijuana olarak da



bilinen, uyusturucu veya ilag olarak kullanilan tiirlerdir (Ramaekers ve ark., 2009).
Diger grupta degerlendirilen endiistriyel kenevir bitkisi ise psiko-aktif bileseni
icermeyen veya c¢ok diisiik olan kisimdir. Tamamen tohum, lif ve kenevir bitkisinden
elde edilen 6z ve yag gibi yan iriinler kullanarak yirmi bes binin iizerinde iiriine

hammadde saglayan cinslerdendir (Ajansi, OR. A. N. 2019).

Giliniimiizde ekimine izin verilen ve iiretilen tohumlar THC seviyesi %0,3 iin
altinda ve Tirkiye’de de ekime elverisli kabul edilen yasal sinirlar dahilinde olan
bitkilerdir. Kenevir bitkisinden ¢ok fazla sayida sanayi kolu icin maliyeti diisiik

hammadde tiretimi giivenli bir sekilde yapilabilmektedir (Ajansi, OR. A. N. 2019).

Kenevir bitkisinin yaklagik 25 000 endiistriyel iirlinlin iiretiminde hammadde

olarak kullanilabildigi saptanmistir (Robbins ve ark., 2013).

Bu alanlarin baslicalarini;
e Kozmetik lriinleri,
e Beton katk tiriinleri
e Panel liretimi
e (ida takviyeleri
e Kimyasal ilag¢ alternatifleri,
e Bio-dizel tiretimi
e (Coziinebilir plastik alternatifleri

e Kagit hammaddesi, seliiloz ve tekstil tirlinleri ile kumas tiretimi olusturmaktadir.

Kenevir hasat edilmesinin ardindan tohum ve lifleri ayr1 ayr1 ya da birlikte isleme
tabi tutulmaktadir. Bu islemler ve sonrasinda elde edilen iiriinler iki ana baslik altinda

incelenmektedir.
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Sekil 1.1 Kenevir bitkisinden elde edilen endiistriyel tirtinler. (National Agricultural
Marketing Council (South Africa 2020 degistirerek)

Govde yapisi ele alindiginda, kuru madde miktarinin %70’inin seliillozdan
olustugu goriilmektedir. Bu kisimin %45°1 karbondan olusur. Geri kalan kismin %22’si
hemi-seliiloz maddesinden meydana gelmektedir. Kenevir lifi dogal liflerin igerisinde
yapt olarak en dayaniklilarindan ve iiretim olarak da en disik maliyetli

iiretilebilenlerden birisidir (Kaya ve Oner, 2013).

Kenevir bitkisinin lifleri; sarimsi ve kahve gri renkte, 1-3 metre arasinda
uzunlukta, yiiksek ¢ekme direnci olan ve %12 nem geri kazanimina sahiptir (MR%).
Zararl gilines 1s1nlarimi gegirmeyen ve yogun parlakliga sahiptir. Bu nitelikleri ile birgok
sentetik ve dogal lifle kiyaslandiginda avantaj saglayabilmektedir (Montford ve Small,
2013).

Tohumlar incelendiginde ise 1 ¢ay kasigi kenevir tohumu 2500 mg Omega 6,
1000 mg Omega-3, 4,6 g yag, 2,1 g protein ve 0,3 g lif igerigi goriilmektedir (Abrams,
2013).

Endiistriyel kullanim alaninin yani sira kenevir bitkisi saglik sektoriinde de tiim

diinyada ¢ok ciddi sekilde kullanilmaktadir.



Kenevir bitkisinin biyokiitlesi ve fitokimyasallari, farmasétikler igin degerli
kaynaklardir. Tetrahidrokanabinol ve kannabidiol dahil olmak iizere C. sativa'dan
biyoaktif bilesikler iceren c¢esitli preparatlarin cok ¢esitli saglik yararlar1 ile baglantili

oldugu bilinmektedir.

Tip alaninda kullanilan kenevir bitkisinin kanser hastalari i¢in potansiyel
yararlar1 arasinda ¢ogunlukla agri kesici ve uyku diizenleyici, istah uyarimi, antiemetik
etkiler bilinmektedir (Doblin ve ark., 2013). Yapilan arastirmalarin ¢ogunlugunun
belirti (semptom) miicadelesine yonelik yapildigi tespit edilmistir. A.B.D ‘de bulunan
eyaletlerin birgogunda kenevir bitkisi hastaliklarin tedavisinde receteli olarak hastalarda

legal olarak kullanilmaktadir (Doblin ve Kleiman, 1991).

Denek hayvanlan iizerinde yapilan bir ¢alisma, kannabinoidlerin belirli timor
tiplerinin  biiyiimesine  karst  koruyucu bir  etkiye sahip  olabilecegini
saptanmistir (Sanchez ve ark., 2001). Gogiis kanseri hiicrelerinde CBD'nin
(cannabidiol) zararli hiicre Oliimleri tizerindeki etkisi hakinda yapilan In vitro
calismalarda, CBD'nin vanilloid, CB1, CB2 reseptorlerinden bagimsiz olarak zararl
hiicre oliimiine sebep oldugu sonucu tespit edilmistir. (National Toxicology Program,
1996; Blazquez ve ark., 2004; Sledzinski ve ark., 2018).

Tim bunlarin yani sira siirdiiriilebilir bir mamiil olmas: sebebi diinya kenevir
sektoriiniin 2016’dan 2030 yilina kadar 4 katina ¢ikmasi tahmin edilmektedir (Prof. Dr.
K. M. Khawar ile goriisme 2020).

Diinyada toplam 36 iilkede kenevir bitkisinin endiistriyel olarak iiretimi
yapilmaktadir (Aydogan ve ark., 2020). Kenevir bitkisinin kiiresel pazarinin hacmi 2017
yilinda 4 milyar dolar, 2018 yilinda ise 4,7 milyar dolar1 buldugu, 2025 yilinda da 11
milyar dolara ¢ikacagi beklenmektedir. Kuzey Amerika’da yasal kenevir pazar hacmi,
2018'de yillik %30 artisla 12 milyar A.B.D. dolarina ulasmistir. En biiyiik pazar, 10,4
milyar A.B.D. dolar1 hacme sahip ABD'in elinde bulunmaktadir (FAO, 2019). Bunu
1,6 milyar A.B.D. dolar1 ile Kanada takip etmektedir.

Kenevir endiistrisi analistlerinden Arcview Market Research’lin raporuna gore,
Kuzey Amerika’daki tiim yasal kenevir pazarmin satiglarda 24,5 milyar dolara

ulasacagini tahmin ediyor. Kisa vadede ise 2021 yilina kadar %28’lik bir ek biiyiime



ongoriisiinde bulunulmustur (FAO, 2019). 23 Mart 2020'de sadece Denver'da yapilan
satiglar, 7 giin igerisinde %392 artmistir (Kenevirhaber, 2020).

Tiirkiye'de endiistriyel kenevir lifi iiretimi son 6 yil boyunca yillik ortalama
yalmzca 1 ton olmustur (TUIK, 2020). Bu rakam Cin'de yillik 44 000 tondur. Psikoaktif
igerigi yiiziinden kenevir uzun yillar boyunca Tiirkiye de dahil olmak tizere diinyanin

bircok iilkesinde ekimi yasaklanan bitkisel iirlinlerin basinda gelmektedir.

‘Kenevir Yetistiriciligi ve Kontrolii Hakkinda Yonetmelik’ (Resmi Gazete Sayi:
29842 2016) ve Sivas Valilig 06.01.2021 tarih ve E-27 145502-160.99-3718439 sayili
yazi’ya gore kenevir yetistiriciligi smirli olarak 20 ilde (Kiitahya, Corum, Amasya,
Zonguldak, Burdur, Kastamonu, Bartin, Izmir, Antalya, Karabiik, Kayseri, Malatya,

Ordu, Samsun, Sinop, Usak, Rize, Yozgat, Tokat ve Sivas) iiretime izin verilmistir.
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Harita 1.1 Resmi Gazete Say1: 29842 2016 ve Sivas Valilig 06.01.2021 tarih ve E-27
145502-160.99-3718439 say1l1 yazi’ya gore kenevir yetistiriciliginin serbest oldugu iller

Sap, lif, tohum ve buna benzer amacglara yonelik izinli kenevir bitkisi
yetistiriciligi yapmak isteyenler, 1 Ocak-1 Nisan tarihleri arasinda yetistiricilik
yapacaklarin bulunduklar1 yerin en biiyiik miilki idare amirligine basvuru yaparak

gerekli izinleri ortalama 1 ay ve en ¢ok 3 ay i¢inde alabilmektedirler.

Kenevir iireticisi, kenevir iiretimi siiresince diizenli olarak yapilacak kontrolleri

kolaylastirmakla ve hasat sonrasinda yeni izin alinmadigi takdirde geriye kalan



kisimlart imha etmekle sorumludurlar. THC igerigine haiz olmayan diger bitki kisimlari

endiistriyel olarak kullanilabilmektedir.

Tiirkiye’de 1988°de yasal olarak 1200 ton olan kenevir tohumu {iiretimi, 2015 yilinda 1
tona kadar gerilemistir. 2017 yilinda ise ekim alani1 sadece 10 hektar lif, 2 hektar tohum
amagli tiretim gergeklesmis olup, 2018 ve 2019 yillarinda bitme noktasina gelmistir. 12
hektara kadar gerileyen ekim alani sadece Samsun ili Vezirkoprii ilgesi Narlisaray
Beldesi’'nde bulunmaktadir. Son 20 yillik TUIK (1998-18) verileri incelendiginde;
ozellikle 2001 yilinda 160 ton olan tiretimin 2013-17 arasinda 1 tona kadar gerilemesi

%160’lik bir gerileme tespit edilmesine sebep olmustur (TUIK, 2020).

Bu kisitlanmanin en 6nemli sebebi; kenevirin ¢ok sayida alt tiirliniin bulunmasi
ve taksonomik olarak ayriminin yapilmasinin miimkiin olsa da giiniimiizde birbiriyle
melezlenmis ara tiirlerin ¢ok fazla bulunmasi ve genotiplerin hangi alt tiire ait

olduklarinin tespitinin olanaksiz olmasidir.

Tiirkiye kosullarinda dogal ve kimyasal profilindeki tutarliligi saglamak amaci

yeni ¢esitlerin gelistirilmesi gerekmektedir.

Klasik yontemler kullanilarak ¢ok uzun zaman alan 1slahin basarisini, fenotipik

anaglardan gelen genetik faktorler ile i¢inde bulunduklar1 ortamin kosullari

belirlemektedir (Hussein, 2014).

Bitki 1slahinda kantitatif karakterleri etkileyen genlerin klasik 1slah metotlariyla
yeni bireylere aktarilmasinda Ozellikle baglanti (linkage) gibi bir¢ok farlilik ortaya
cikmaktadir. Bu baglanti bazi olumsuz karakterleri determine eden genlerin de
gecmesini  saglamaktadir (Giileg, 2010 ). Klasik 1slah yonteminde melezleme ile
aktarilan genin/genlerin Ozelliklerinin bitkiler {izerinde fenotipik karakterler olarak
gozlenebilmesi icin, ¢ok sayida bitki popiilasyonuna ve bu bitkilerin yetistirilebilecegi
¢ok biiyiik alanlara ihtiyag duyulmaktadir. Bitkilerde istenmeyen O6zelliklerin ortadan
kaldirilmasi, uzun yillar geri melezlemeleri zorunlu kilmaktadir. Bunun gibi bazi
sorunlar klasik bitki 1slahinin énemli olumsuzluklaridir (Ozgen, 2005). Biyoteknolojik
yontemlerin kullanima girdigi zamana kadar yapilan 1slah ¢alismalarinda daha ¢ok iiriin

kalitesi ve miktariin artirilmasina calisilmis, kiiltlir bitkilerinde hastalik ve zararlilara



kars1 dayaniklilik kazandirilmasi her zaman ikinci plana birakilmistir (Yildiz ve ark.,
2010; Pelit ve ark., 2011).

Bitki biyoteknolojisine yonelik ilk c¢aligmalar 1900°lLi yillarin  baslarinda
gergeklestirilmesine ragmen, modern biyoteknolojik yoOntemlerin gelistirilmesi ve

kullanilmas1 1980’11 yillara dayanir.

Bitki biyoteknolojisinde kullanilan bir yéntem olan bitki doku kiiltiirii; steril,
kontrollii ve steril edilmis besin ortaminda bitki kisimlarinin veya bitki hiicrelerinin

gelismesine yonelik temel ve uygulamali alanlar bakimindan gerekli ve dnemli bir

yaklagim sistemidir [(Bknz. Sekil 1.2) (Thorpe, 2007)].

Anag bitki segimi

Besi yerinin hazirlanmasi

Eksplant segimi
Sterilizasyon
J\/L Eksplant sterilizasyonu
Besi yerinin dokilmesi o

s = Eksplantlarin besi yerine alinmasi

Kulttrlerin iklim odasina nakli

—

In vitro stirglin gogaltimi
Alt Kulture alma }::> Surgtinlerin ayrilmasi
Surglnlerin koklendirilmesi

Topraga aktarim

Sekil 1.2 Bitki doku kiiltii ¢aligmalarinda kullanilacak temel yontemler

Uretimi kisitl ve zor olan bitkiler igin kullanilabilir hizli bir yéntem olarak
benimsenen doku kiiltiiri yonteminin uygulanmasiyla bitkinin vejatatif iiretiminin
yayginlastigi, kisa siirede iiretimine olanak saglandigi, genetik stabilitenin saglandigi,

homojen bitki elde edilebildigi bilinmektedir.



Mikrogogaltim farkli bitki tiirlerinde de uygulanabildigi i¢in bitkilerin vejatatif
olarak hizli ve ¢cok miktarda iiretimine olanak saglamaktadir. Mikrogogaltim, bitkiden
alman ve tam bir bitki olusturma potansiyeline sahip bitki boliimlerinden (tohum,
stirgiin, polen, embriyo, govde, yaprak, kok, tek bir hiicre ya da kallus vb.) In vitro

sartlarda yeni bitkilerin olusturulmasi olarak tanimlanmaktadir.

Bitkilerin uygun ve gerekli kiiltiir istekleri, besin maddeleri istekleri, biiylime
diizenleyici hormonlar1 biliniyorsa mikrogogaltim yontemi kullanilarak biitiin bitki
tirlerinin ~ tretilmesi mimkiindiir (Mansuroglu ve Giirel 2001). Bitkilerin
mikrogogaltimi, sekonder metabolitlerin In vitro yontemlerle c¢ogaltilmasi gibi
faydalarinin yani sira, bitkiye yilin her doneminde ulasilabilmesi ve daha kisa kiiltiir
stiresine ihtiyag duyulmasi, nesli tehlikede olan bitki tiirlerinin korunmasi, tiretilen
bitkilerde fenotipik ve genotipik benzerligin (homojenite) saglanmasi, zor firetilen

tiirlerin daha kolay tiretilebilmesi gibi ciddi avantajlar saglamaktadir.

Kenevirin ekimi bir¢ok {ilkede yasal gercevede ciddi sekilde diizenlenmistir; bu
nedenle alternatif In vitro biiyiime teknikleri ¢ok dikkat cekmektedir.
C. sativa bitkilerini nodal segmentlerde aksiler tomurcuklarin stimiilasyonu veya
uclarda filizlenen tomurcuklardan kiiltiir baslatma yoluyla In vitro olarak ¢ogaltma
yontemleri 6nem kazanmistir (Lata ve ark., 2009; Wang ve ark., 2009).

Mikrogogaltilmis bitkilerin genetik olarak kararli oldugu gosterilmistir.

Bu nedenle, bu klonal cogaltim yonteminin uygun ve kullanish oldugu
bildirilmistir (Chandra ve ark., 2010). Ayrica, diger vejetatif ¢ogaltim yoOntemiyle
karsilagtirildiginda kenevir bitkisinde In vitro mikrogogaltim, en etkili ¢ogaltma

yontemidir (Lata ve ark., 2010a).

Aseptik bir teknik olarak mikrogogaltma, kenevir iiretiminde yiiksek bir potansiyele
sahiptir. Hastalik ve zararlilardan arindirilmis, hizli bir ¢ogaltma teknigidir. Bu yontem
ile degerli anag bitkilerin korunmasi, yliksek kalitede gen kaynaklarinin muhafazasi ve

kullanimi saglanir (Lata ve ark., 2010b).

Kenevirin disi ve erkek bitkisi bulunmaktadir. Ekilen tohumlarin %70-75
oraninda disi bitki olurken, %30-25’1 erkek bitki elde edilmektedir. Yani, iretici

tohumu tarlaya ekerken erkek veya disi bitki tohumu ayirt edip ekme se¢enegine sahip



degildir (Aytac ve ark., 2018). Endiistriyel kenevirin CBD oraninin yiiksek, THC

oranininsa ¢ok diisiik olmas1 istenmektedir.

Toplumda sadece uyusturucu olarak bilindigi ve endiistiriyel {iretim siireclerinde
petrol tirtinlerinin kullanim1 sebebiyle, kenevir bitkisi ekimi zamanla azalmistir (Ulas,
2018).

Biiytik 0lgekli tarlada kenevir ekiminin kontrolii zordur. Bitkilerdeki
kannabinoid igerigi degiskendir ve bir¢ok faktdre baglidir. Bu nedenle alternatif tiretim
yontemleri arastirilmalidir.  Mikrocogaltma tekniklerinin  gelistirilmesi, genetik
modifikasyon ig¢in gerekli bir adimdir. Bazi narkotik genotipler igin umut verici
sonuclar elde edilmistir. Bununla birlikte, lif tiirlerinin mikro ¢ogaltilmasi1 daha fazla

arastirma gerektirir.

Bu tez ¢alismasinda, kenevir (Cannabis sativa) bitkisinin, fizyolojik, morfolojik
ve kimyasal profilindeki stabiliteyi saglamak amaci ile In vitro sartlarda hizli ¢ogaltim
yontemi ile ¢ogaltimini saglamak ve ileride yapilabilecek In vitro islah ¢alismalarina
zemin hazirlamak ve kisa zamanda amaca uygun gen dizilimine sahip bitki

materyallerinin genetik agilima ugramadan eldesi amag¢lanmaktadir.

10



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK ARASTIRMASI

Kenevir bitkisi uyusturucu, sarhos edici veya ilag olarak kullanildiginda (esrar
veya marijuana), bitkinin yapraklar1 ve ¢icekli kisimlar ifade edilir. Cannabis sativa,
kenevir olarak en yaygin kullanilan bitkidir. Ancak C. indica ve C. ruderalisi dahil
olmak {izere bagka kenevir tiirleri de vardir. Esrar, psikoaktif etkileri i¢in
kullanildiginda oncelikle yakilarak solunur veya agizdan yutulur. Esrarin birincil
psikoaktif bileseni, gevseme, hafif ofori, sedasyon ve algisal bozulma iireten bir
kannabinoid, delta-9-tetrahidrokanabinoldiir (THC). Esrarda ve THC'de bulunan
kannabidiol, kannabinol ve THCV (tetrahidrokanabivarin) dahil olmak {izere 80'den
fazla baska kannabinoid bulunmaktadir. Esrar tibbi olarak ise istah tizerindeki etkileri,
g0z i¢i basincinin azalmasi, analjezik etkileri ve diger bircok bozukluk i¢in kullanilir.
Amerika Birlesik Devletleri'nde eyalet diizeyindeki son yasal gelismeler, tibbi amaglar
icin esrar kullaniminin ve bulunabilirliginin artmasina yol agmistir. Amerika Birlesik
Devletleri'nin 18 eyaletinde bir ¢esit tibbi marijuana satilmaktadir (Pereira ve Wiegand,
2014). Cannabis sativa L. (Cannabaceae) bilinen en eski sifali bitkilerdir ve yillardir lif
ve yag uretimi i¢in de kullanilmaktadir (Ulas, 2018). Diinyadaki bir¢ok iilke, son
yillarda esrar kullanimini su¢ olmaktan cikarmislardir. Tiirkiyede’ de son yilarda 20
(Amasya, Antalya, Bartin, Burdur, Corum, Izmir, Karabiik, Kastamonu, Kayseri,
Kiitahya, Malatya, Ordu, Rize, Samsun, Sinop, Tokat, Usak, Yozgat, Zonguldak ve
Sivas) ilde resmi izin ile kenevir {iretimi i¢in izin verilmistir.

Bu calismada kenevir ve benzer esrar ve lif bitkilerinde rapor edilmis doku

kiiltiiri ile elde edilen ¢calismalarin 6zetleri ve kuramsal temelleri verilmistir.

Oktiiren ve Soénmez (2005), Bitkilerin saghikli gelismeleri ve dengeli
biiyliyebilmeleri i¢in hormonlarin bitki besin elementleri ile olan iliskilerinin
belirlenmesi ve buna bagli olarak tarimsal {iiretimin yapilmasi gerektigini kabul
etmislerdir. Hormonlarin birbirleriyle iliskileri, bitki biinyesindeki etkilesimleri ve
fonksiyonlar1 bitki besin elementleri tarafindan yonlendirildigini belirtmislerdir. Bu
sebeple bitki biinyesindeki hormonlarin konsantrasyonu bitki besin elementlerinin
miktarina, tiirevine ve bitkinin genetik 6zelliklerine bagli olarak farklilik gosterdigini

tespit etmislerdir.
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Bretagne ve ark. (1994), farkli keten cesitlerinde thidiazuron, zeatin ve BAP
sitokininlerinin kotiledon, hipokotil ve siirgiin ucu eksplantlarinda siirglin gelisimi
lizerine etkisini arastirmislardir. Bu {i¢ sitokinin kaynaginin rejenerasyon iizerine olan
etkisi gerek yalniz, gerekse NAA, 2,4-D ve IAA ile birlikte incelenmistir. Arastirmada
kotiledon eksplantlar1 kok olustururken, siirgiin ucundan gen aktarimi icin gerekli
seviyede siirgiin rejenerasyonu elde edilememistir. En olumlu siirgiin rejenerayonu 0,01
uM NAA ve 0,1 uM thidiazuron birlikte kullanildig1 hipokotil eksplantlarindan elde

etmislerdir.

Kullanilan bitki biiylime diizenleyicilerin etki mekanizmalarin1 inceleyen bu
calismada ise ; Yildiz ve Ozgen (2006), naphtalene acetic acid (NAA), thidiazuron
(TDZ), benzylaminopurine (BAP)’ in farkli dozlarinin ve kombinasyonlarinin keten
cesitlerinin hipokotil eksplantlarindan siirgiin rejenerasyonu {izerine olan etkisi
arastirmiglardir. Diisiik siirglin rejenerasyonu transgenik bitkilerin elde edilmesinde
siirlayict 6nemli bir faktordiir. Keten (Linum usitatissimum L.), yiiksek Kkaliteli
kuruyan yagi ve lifi nedeniyle 6nemli bitkilerden biridir. Keten bitkileri, In vitro
teknikler kullanilarak hipokotil kisimlarindan kolaylikla rejenere olmaktadir.
Arastirmalardan elde edilen en 1yi sonuglar, 1 mg/l BAP ve 0,02 mg/l NAA iceren MS
ortamindan; Madaras, 1886 Sel. ve Clarck cesitlerinde sirasiyla eksplant agirliginda
1054, 944 ve 800 mg, siirgiin sayisinda 9,8, 9,8 ve 15,4, Petri basina toplam siirgiin
sayisinda 98.0, 96.0 ve 108.0 olarak elde edilmistir. 1 mg/I’nin iizerinde artan TDZ
dozlari, eksplant lizerinde toksik etki gostermis ve siirgiin rejenerasyon frekansi 6enmli
derecede diigmiistiir. Calisma sonucu TDZ’nin keten In vitro kiiltiiriinde yalniz basina

kullanilmas1 6nerilmemistir.

Fisse ve ark. (1981), yapilan bu calismada kenevir dokular1 organogenez ile
cogaltilmistir. Alinan yaprak ve meristem eksplantlarindan dogrudan siirglin olusumu
ve kallus tizerinden kok olusumu gozlenirken kallus iizerinden siirglin olusumunun ¢ok

zor oldugunu tespit etmiglerdir.

Mandolino ve Ranalli (1999), yaptiklari In vitro sartlardaki kenevir bitkisi
kiiltiirliyle basar1 elde etmislerdir. Calismada 2-4 D, IBA, BA, NAA bitki biiylime
diizenleyicilerini kullanmiglardir. Eksplant olarak ise kotilodon, hipokotil, yaprak ve

kok kullanmiglardir. Yapilan calisma ile bu basarinin hormonlarin bitki besin
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elementleri ile olan iliskilerinin belirlenmesi ve bitki biiyiime diizenleyicilerin tespiti ile

baglantili oldugunu gostermislerdir.

Slusarkiewicz-Jarzina ve ark. (2005), bitki biiyiime diizenleyicilerinin farkl
dozlarda kallus gelisimi ve bitki rejenarasyonu lizerindeki etkilerini farkli kenevir
cesitlerinde incelemislerdir. Kallus olusumlarmi farkli bitki eksplantlarinda (yaprak
saplari, tomurcuklar ve internodlar) degisik dozlarda bitki biiylime diizenleyiciler
(DICAMBA, KIN, 2-4-D, NAA) kullanarak tespit etmeye calismiglardir. En yiiksek
kallus olusumu yaprak eksplantlarindan elde edilmistir. Bitki rejenarasyonunu incelenen
tim kenevir cesitlerinde gormiislerdir. Dicamba iceren MS ortamlarinda yaprak
sapindan kallus olusumu gozlemlenmistir. Kallus olusumunu %1,35 olarak

gozlemlemisler ve toplam 46 bitkide rejenerasyon izlenmistir.

Flores-Sanchez ve Verpoorte, (2008) kiiltiire alinan C. sativa bitkilerinde
kannabinoid {iretimi iizerine ¢alismislardir. Yapraktan baglatilan hiicre kiiltiirlerinde
eksplantlari, 1,55 g/l Gamborg B5 vitaminleri ile desteklenmis ortamlara almiglardir.
Bagka bir kiiltiir ortaminda ise 1mg/l 2-4 D ve 1 mg/l Kinetin kullanmislardir. Bu
calismada kannabinoid artiginda kullanilan kiiltiir ortamlarinin belirgin bir etkisinin

olmadigini gézlemlenmislerdir (Flores-Sanchez ve ark., 2009).

Jiang ve ark. (2015), kenevir bitkisinin In vitro sartlarda internodlarini
kullanarak kallus olusumunu tesvik etmislerdir. Calisma sonunda kallus olusumu i¢in en
1yl kombinasyonun 1mg/l BAP ve 0,5 mg/l NAA iceren MS besi ortam1 oldugunu rapor

etmislerdir.

Loh ve ark. (1983), C.sativa bitkisinde farkli siispansiyon kiiltiirlerini
kullanraka kallus olusturmuslardir. Embriyo, yaprak ve govdeden aldiklar1 eksplantlar
farkli dozlarda oksin ve sitokinin 2,4-D ve 2,4,5-triklorofenoksiasetik asit (2,4,5-T)]
iceren MS besi ortamlarina ekmislerdir. Yapilan ¢alismada 3 mg /12, 4, 5-T igeren MS
besi ortamimin kallus gelisimi i¢in en iyi ortam oldugu kanisina varmislardir. Bu
calismada sekonder metabolit iiretiminin ve Oncii bilesiklerin bitki doku kiiltiirleri
tarafindan biyotransformasyonu, hem degerli maddelerin ticari sentezine hem de
biyosentetik yollarinin aydinlatilmasina yol acabilecegi degerlendirilmistir. Cannabis

sativa L.nin kallus ve siispansiyon Kkiiltiirleri, ¢esitli oksinler ve sitokinin
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kombinasyonlarinin embriyo, yaprak ve govde eksplantlarinda kullanilmasiyla
indiiklenmistir. Kallus indiiksiyonu ve sonraki hiicre proliferasyonu i¢in bitki biiylime
diizenleyicilerinin optimal orani, eksplantin kaynagina ve kiiltiir moduna gore farklilik
gostermektedir. Kannabidiol ile asilanan kenevir siispansiyonlari, ince tabakali
kromatografi ile deneye tabi tutulan iki ana kannabinoid tiretmistir. Gaz kromatografisi /
kiitle spektral analizi, her iki fenoligi de kannabielsoinin diastereoizomerleri olarak
tanimlamistir. Olivetol ile asilanan siispansiyon kiiltiirleri, (m / z) 210'Tuk bir molekiiler

iyona sahip tanimlanamayan bir kannabinoid iiretmistir.

Hussein (2014) calismasinda, kallus kiiltiirlerinden In vitro organogenez (kati
ortamda farklilasmamis hiicre biiyiimesi) ve hiicre siispansiyonunda THC ve diger
onemli kannabinoidlerin tiretimi, kenevirin tiiylii kok ve trikom kiiltiirlerinden elde
edilmistir. Tim bitkinin organogenez yoluyla rejenarasyonunu saglamak amaciyla
kallus kiiltiirlerini kurmuslardir. Kallus kiiltiirlerinden meristemoid gelisimini tesvik
etmek i¢in optimum kombinasyon, 0,5/5 konsantrasyonunda 1-naftaleneasetik asit
(NAA) / 6-benzilaminopurin (BA) / adenin hemisiilfat tuzu (AS) ile takviye edilmis
modifiye B5 ortami kullanarak elde etmislerdir. Siirglinlerin (yaprakli ancak koksiiz
kiigiik bitkiler) indiiksiyonu ve rejenerasyon icin en uygun ortam, BS + 0,5 mg / 1
gibberelik asit (GA3) (8,5 £ 1,73 siirgiin / kallus) ve B5 + 0,25 mg / 1 thidiazouron
(TDZ) + (3 mg / | GA3 (7,25 £ 1,03 siirgiin / kallus) olmustur. Siirgiinlerin en iyi kok
olusumu, 1,5 mg / 1 indol-3-asetik asit (IAA) iceren ortamdan elde edilmistir.
Erlenmeyer siselerinde biiyiiyen In vitro kosullarda adapte edilmis bitkiler, yaklagik
0,33, 0,45 ve 157,1 mg / g taze agirlikta THCA, CBGA ve CBDA olusturmustur. Ex
vitro kosularda adaptasyonu saglanmis bitkiler (8 hafta boyunca hidroponik olarak
blyiitilmiis), 1,54, 28,30, 6,0, 0,125 ve 1121,4 mg / g taze agirlik konsantrasyonlariyla
THCA, THC, CBGA, CBG ve CBDA sentezlemislerdir. Sonuglar, C. sativa'nin
farmakolojik olarak Onemli kannabinoidlerinin iiretimini ortaya g¢ikarmistir; bununla
birlikte hiicre ve tiiylii kok kiiltiirlerinin biyosentetik yetenekleri, dl¢eklenecek makul

seviyelerde kanabinoid saglamamuistir.

Wang ve ark. (2009), bu galisma, Kenevir'in (Cannabis sativa L.) siirgiin
uclarindan bitki elde edilmesi igin verimli bir In vitro ¢ogaltma ve adaptasyon

prosediiriiniin standardizasyonunu agiklamaktadir. Kenevir fideleri, giinde 16 saat 151k
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alinda 10 g/ L, sukroz, 5,5 g/ L agar iceren yar1 giicli 1/2 x MS ortaminda
¢imlendirilmistir. 0,2 mg/l TDZ, 0,1 mg/l NAA igeren MS ortami, siirgiin ucu basina
maksimum 3,22 adet siirgiin elde edilmistir. Cogalan siirgiinler 0,1 mg /I IBA ve 0.05
mg/ 1 NAA igeren MS ortaminda basarili bir sekilde koklendirilmistir. Elde edilen
fidelerin % 85'inde adaptasyon saglanmistir. Protokol olarak, In vitro klonal ¢ogaltma
icin (slirglin ¢ogalmasi ic¢in 14 giin ve kok indiikksiyonu icin 40 giin) ve dis kosulara
adaptasyon icin 35-42 giinii kapsayan bir 54 giinliik dongii protokolii gelistirilmistir.

Hartsel ve ark. (1983), MS besi ortaminda biiyiitiikkleri C. sativa bitkisinin
CBD’nin CBE’ye biyotransformasyonu ile ilgili arastirmalar yapmustir. B5 besiyeri
vitaminleri iceren agar ile katilastirilan besi yerlerine farkli dozlarda oksin ve
sitokininler ekleyerek kullanmiglardir. Calisma sonucunda 2,4,5-T iceren B5 besi yeri
en uygun besi yeri olarak nitelendirmislerdir. In vitro siirgiin rejenerasyonu, rekalsitrant
Cannabis sativa L'min 1slahi igin etkili bir sekilde katkida bulunabilecegini
bildirmislerdir. C. sativa kisa giin gesitleri Ferimon, Felina32, Fedoral7 ve USO31,
Dioecious notr giin ¢esidi Finola ile birlikte, 6nceden yayinlanmig protokoller ve kendi
kendine tasarlanmig bitki biiyiime diizenleyicileri kombinasyonlar1 dahil on
rejenerasyon ortami test edilmistir. Tohumlarin ¢imlenmesinden kokli bitkiciklerin
gelisimine kadar olan gelisim morfolojisi takip edilmistir. Ek olarak, eksplantlarin ve In
vitro rejenerantlarin ploidi seviyesi analiz edilmistir. Hipokotilin, yanit veren
eksplantlar1 sayesinde % 49,45' ile C. sativa bitkilerinin In vitro kosullarda dogrudan
rejenerasyonu i¢in en iyi eksplant oldugu sonucuna varilmistir. Kotiledon ve gergek
yaprak eksplantlari ise, sirastyla % 4,70 ve eksplant bagina 0,42 siirgiin olusum ile zay1f
bir yanit vermistir. Siirglin rejenerasyonu acisindan degerlendirilen kiiltiir ortami ve
incelenen ¢esitler arasinda ©Onemli farkliliklar bulmustur. Genel olarak, en 1yi
rejenerasyon ortami1 ZEARIB 2,0 (mg /L) ve ZEARIB 1,0 (mg / L) + NAA 0,02 (mg /
L) olup, yanmt veren hipokotillerin% 66,67'si olmustur. Sasirtict bir sekilde, bitki
bliylime diizenleyicileri olmadan ortamda kiiltiirlenen hipokotiller, miikemmel bir
rejenerasyon sagladigini (rejenerasyon goOsteren hipokotillerin % 61,54'1) ve
rejenerantlarm kendiliginden koklendigini (% 17,94) gostermislerdir. In vitro kosullarda
elde edilen bitkiler, kiiltiir baslatildiktan sadece 6 hafta sonra ortama alistirilmustir.
Gelisim morfolojisi ¢alismasi, rejenere siirgiinlerin ksilem kutuplarina bitisik pericycle

hiicrelerinden kaynaklandigmni géstermektedir. Incelenen tiim gesitlerin hipokotil ve
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kotiledonlarinda polisomati saptanmis, diploid (>% 80) ve mixoploid (diploid ve
tetraploid hiicreli) bitkiler rejenere edilmistir. Bu protokol ile farkli C. sativa
cesitlerinde yiiksek siirglin organogenez etkinligi saglanmustir. Bitkilerin 6nemli bir
yiizdesinin mixoploid olmasi, C. sativa'da poliploid gelistirmek i¢in alternatif bir yol
saglayabilmektedir. Sonuglar, dogrudan In vitro rejenerasyonun, tibbi uygulamalar i¢in
gelistirilmig C. sativa materyallerinin gelistirilmesine 6nemli bir katki saglayabilecegini

gostermektedir.

Kodym ve Leeb, (2019). Endiistriyel kenevirin (C. sativa L.) biyoteknolojik
kullanimi (genetik transforasyon, gen diizenleme), giiglii rejenerasyon / In vitro
cogaltma protokollerinin olmamasi nedeniyle engellenmektedir. Bu bariyeri kirmak
icin, ekzojen biiyiime diizenleyicilerinin (oksinler, sitokininler) standart uygulamasini,
en son analitik tekniklere dayanan birincil eksplantlarda endojen sitokinin
konsantrasyonlar1 ve yeni sentetiklerin eksojen uygulamasi bilgisiyle birlestiren bir
yaklasim Onerilmektedir. Sitokininler veya aktivite / fonksiyon diizenleyicilerinin
etkileri siirglin rejenerasyonu / ¢coklu siirgiin olusumunu indiiklemek icin aseptik olarak
cimlendirilmis fidelerden izole edilmis sekiz eksplant tiiriinde test edilmistir. Ortaya
ctkan ana problemler kallus olusumu ve giiclii apikal dormansi olmustur. ikinci
fenomen, oksin antagonisti o- (2-okso-2-feniletil) indol-3-asetik asit (PEO-IAA)
kullanilarak bastirilmistir ve 6-benzilamino-9- (tetrahidroksipiranil) purin (BAP9THP)
iceren ortam kullanilarak izole edilmis apikal meristemlerden ¢ok sayida siirgiin kiiltiirti
elde edilmistir. Endojen sitokinin konsantrasyonlari, endojen ve eksojen olarak
uygulanan sitokininler ve bunlarin sentetik tiirevleri arasindaki etkilesimleri
Ol¢iilmiistiir. Bu olgtimler daha sonra, istenen In vitro tepkileri ve kallus olusumunun
inhibisyonu, tek filiz olusumu ve c¢oklu siirgiinlerin indiiksiyonu dahil olmak iizere
rejenerasyonu elde etmek icin uygulanan konsantrasyonlari ve spesifik sitokinin
tiirevlerinin uygulama zamanlamasini optimize etmek igin kullanilmustir. Iyi gelismis
siirglinler, oksin (a-naftaleneasetik asit) iceren ortamda koklendirilmistir. Protokol,
USO-31 ¢esidi kullanilarak gelistirilmistir. Gelistirilen protokol Tygra, Monoica,

Bialobrzeskie, Fibrol endiistriyel kenevir ¢esitlerinde basariyla uygulanmistir.

Deepa ve ark. (2018), Cannabis sativa L. bitkisinin vejetatif g¢ogaltim igin

alternatif bir In vitro ¢ogaltim sistemi gelistirmistir. Mikrogogaltim i¢in TDZ ve substrat
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olarak tagylinii bloklar1 kullanilmis ve fotoototrofik mikrogogaltma (PAM) yOntemini
ortaya koymuslardir. Stok bitkiler, cam kavanozlarda sterilizasyondan sonra ekilmistir.
Bu yontemle sonra siirekli bir silirglin ucu ve bogimlar igeren kesimlerin siirekliligi
saglanmistir. Pasif havalandirmali cam kaplarda 3 hafta iginde In vitro siirgiin ucu
kesimlerinde % 97,5 koklenme elde edilmis ve basarili sekilde dis kosullarina adapte
edilmistir. Thidiazuron (TDZ; N-fenil-1, 2, 3-thidiazole-5ylurea), c¢esitli bitkilerde
stirgiin proliferasyonu ve rejenerasyonu dahil In vitro kiiltiir ¢alismalari igin rutin olarak
kullanilan sitokinin benzeri bir bilesiktir. Son zamanlarda, tibbi ve bahge bitkileri dahil
olmak {tizere bitkilerin In vitro ¢ogaltilmasinda TDZ'nin kullanimi artmistir. TDZ'nin

mikro ¢ogaltmada, ¢oklu siirgiin indiiksiyonunda 6nemi tespit edilmistir.

Wrébel ve ark . (2018), bu derlemede, bazi tibbi bitkilerin mikrogogaltilmasi
icin TDZ'min kullanimindaki son egilimleri anlatmistir. Bu bdliimde anlatilan sifali
bitkiler arasinda Picrorhiza kurroa, Aronia melanocarpa, Scutellaria ocmulgee, Salvia
miltiorrhiza, Aphyllorchis montana, Gentiana decumbens, Aconitum balfourii,
Pelargonium sidoides, Withania somnifera, Curtha entculigo latifoliaa, Hedychium
coronata, Curthensculigo latifolia, Hedychium arronat bulunmaktadir. Jatropha curcas,
Medicago sativa, Crocus sativus, Zingiber officinale, C. sativa, Arnebia euchroma ve

Azadirachta indica hakkinda bilgiler verilmistir.

Chandra ve ark. (2010), geng yaprak dokusundan kenevir (Cannabis sativa L.)
bitkiciklerini hizla tiretmek igin verimli bir In vitro ¢ogaltma protokolii gelistirilmistir.
Gaz kromatografisi-alev iyonizasyon tespiti (GC-FID) kullanilarak, ilag tipi bir kenevir
¢esidinin (MX) yiiksek THC veren segkin disi klonu taranmistir. Bitkisel olarak
cogaltilmis klonlar1 mikrogogaltma icin kullanilmustir. ilag tipi kenevir bitkisi, farkl
konsantrasyonlarda (0,5, 1,0, 1,5 ve 2,0 uM) indol-3-asetik asit (IAA), indol-3-butirik
asit (IBA), naftalen asetik asit (NAA) 2,4-diklorofenoksi-asetik asit (2,4-D) ile 1,0 uM
thidiazuron (TDZ) iceren Murashige ve Skoog ortaminda yaprak eksplantindan kallus
tiretimi i¢in kullanilmigtir. Optimum kallus biiylimesi ve bakimi, 0,5 puM NAA ve 1,0
uM TDZ igeren ortamda saglanmistir. 1ki aylik kalluslar, farkli sitokinin
konsantrasyonlar1 (BAP, KIN, TDZ) iceren MS ortamina alt kiiltiire alinmistir. Siirgiin
indiiksiyonu ve proliferasyon orani en yiiksek 0,5 uM TDZ'de olmustur. Test edilen
cesitli oksinlerden (IAA, IBA ve NAA), rejenere siirgilinler en iyi sekilde 2,5 uM IBA
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ile takviye edilmis Y2 xMS ortami kullanilarak elde edilmistir. Koklii bitkiler basarili bir
sekilde toprakta adapte edilmistir ve i¢ mekan yetistirme odasinda % 95'lik bir hayatta
kalma oraninda morfoloji ve kannabinoid igeriginde biiyiik bir degisiklik olmaksizin

olgunluga kadar biiytitilmiistiir.

Chaohua ve ark. (2016), Kenevir bitkisi; lif, gida ve ilag¢ veren, ekonomik agidan
onemli en eski bitkilerden biridir. 9-tetrahidrokanabinol (THC) ve Cannabidiol
(CBD)’in dogal kaynagidir. Bu iki molekiil, farmasétik alanda muazzam bir terapotik
potansiyele ve ticari degere sahiptir. Kenevir, olduk¢a heterozigot bir tiirdiir. Diosous
(erkek ve disi cicekler iki farkl bitkide goriiliir) ve riizgarla tozlanan tiirler oldugundan,
tohumdan yetistirilirse biyokiitle {irliniiniin kimyasal profilini korumak zordur. Bitkiler
tek bir disi bitkiden elde edilen tohumlardan yetistirilse bile bitkilerden bitkiye ¢esitlilik
gozlemlenmektedir. Bu nedenle, son lirtinde tutarliligi korumak igin secgkin disi bitkiler,
vejetatif cogaltma ve / veya doku kiiltiiri kullanilarak taranir ve cogaltilir.
Mikrogogaltma, seckin kenevir klonlarinin korunmasinda ve yeni germplazmin hizl
cogalmasinda hayati bir rol oynayabilir. Ote yandan, gelismis kannabinoid iiretimi i¢in
genetik modifikasyonda da kullanilabilir. Esrarin In vitro gogaltilmasi iizerine yapilan
arastirmalar; kallus tiretimi, hiicre siispansiyon kiiltiirleri, agrobacterium aracili tiiyli
kok kiiltiirleri ve bitkilerin rejenerasyonu ig¢in protokollerin  gelistirilmesiyle

sonug¢lanmistir.

Kenevir (Cannabis sativa L.), diinya ¢apinda yayginlasan tek yillik ¢cok amagh
bir tirlindiir. Kenevir genetik transformasyonu, mikro ¢cogaltma ve germplazm korumasi
icin verimli bir rejenerasyon protokoliine ihtiyag vardir. Bu calismada kenevir
kotiledonlarint eksplant olarak kullanan, In vitro siirgiin rejenerasyonu igin hizli bir
protokol gelistirilmistir. MS ortamindaki TDZ'nin kotiledonlardan In vitro siirgiinlerin
indiiklenmesinde BA ve TDZ'den daha etkili oldugu sonucuna varilmistir. En iyi sonug,
% 51,7 indiiksiyon frekansi ve siirgiin eksplantisi basina 3,0 siirgiin, 0,4 mgl-1 TDZ ve
0,2 mgl-1 NAA (T4N2 ortami) igeren MS ortaminda kaydedilmistir. In vitro siirgiinler,
kiltirtin  baglamasindan 3-4 hafta sonra 1,5-2 cm yiikseklige ulasti. O sirada,
stirglinlerin yaklasik % 80", alismadan once 4-5 hafta siireyle 0,5-2 mgl-1 IBA ile
kombine edilmis yari-mukavemetli MS ortaminda koklenmislerdir. Daha geng

kotiledonlarin dikimden 2-3 giin sonra (DAP), daha biiyiik olanlara (5-6 DAP) gore
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eksplant olarak daha faydali oldugu gozlenmistir, ¢linkii 6nemli dl¢iide daha yiiksek bir
rejenerasyon sikligina sahip olmuslardir. T4AN2 besiyerinde sekiz c¢esitten 3 DAP
kotiledon kiiltiirlenmistir. Verimliligi test etmek i¢in yapilan gézlemlerde rejenerasyon
sikligi % 35,7 ile % 54,8 arasinda degismistir, Ayrica, rejenerasyon protokoliiniin
kismen genotipe bagli olmasina ragmen etkili oldugunu gostermistir (Lata ve ark.,

2016a)

Lata ve ark. (2016b), C. sativa'nin diocious ve allogamous dogasi geregi,
tohumdan biiyiitiilmek kimyasal profilde tutarliligi ve genel etkinligi korumak icin en
onemli kisitlamadir. Bu nedenle, secilen elit germplazmin dogrudan organogenez
yoluyla mevcut optimize edilmis In vitro ¢ogaltim protokolii ve genetik ve kimyasal
profilinde kullanilan kalite gilivence protokolleri, mikrogogaltilmis C. sativa
germplazmasimin etkinligini saglamak i¢in ideal bir yol saglamaktadir. C. sativa'nin
yiiksek frekansli bir siirgiin organogenezi, 0,5 uM tidiazuron ortaminda nod
segmentlerinden elde edilmistir. 500 mg / 1 aktif komiir ve 2,5 uM indol-3-butirik asit
ile desteklenen 2 x MS ortaminda % 95 In vitro rejenerasyon elde edilmistir. Inter
Simple Sequence Repeats (ISSR) ve Gas Chromatography-Flame lonization Detection
(GC-FID), kiiltirde 30 gecise kadar mikrogogaltilmis bitkilerde genetik stabiliteyi

izlemek i¢in basariyla kullanilmistir.

Lata ve ark. (2011), Bu ¢alisma, hos kokulu (aromatik) bir dogal sitokinin olan
meta-topolin (mT) kullanilarak Cannabis sativa L. nodal eksplantlarinin In vitro
koklenmesi ve hizli siirglin proliferasyonu i¢in basit, verimli ve tek adimli bir
rejenerasyon sistemini agiklamaktadir. Maksimum siirglin uzunluguna sahip maksimum
sayida siirgiin iireten eksplantlar agisindan en iyi yamt olarak kaydedilmistir. Iki alt
kiiltlir i¢in aym1 ortam {izerinde cogaltilan siirgiinler, 4-6 hafta i¢inde saglikli kokler
olusturabilmistir. Kok indiiksiyonu i¢in oksin igeren ayri bir ortam gerekli degildir. Elde
edilen bitkicikler, iklim kontrollii yetistirme odasinda % 100 hayatta kalma oraniyla
basarili bir sekilde iklime alistirilmistir ve adaptasyon saglanmustir. In vitro ¢ogaltilmus
bitkilerin genetik uygunlugu, ISSR kullanilarak test edilmistir. Sonug olarak, In vitro
cogaltilmis bitkilerden elde edilen tiim ISSR bulgular1 In vitro ¢ogaltilmis bitkilerin
monomorfik oldugunu gostermektedir. Niteliksel ve kantitatif olarak, ana bitki ve In

vitro ¢ogaltilmis bitkilerde gaz kromatografisi-alev iyonizasyon dedektorii (GC-FID)
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kullanilarak kanabinoid profilleri ve igerigi birbirine benzer bulunmustur. Dahasi,
rejenere Dbitkiler eko-fizyolojik ve fonksiyonel olarak ana bitkilerine benzerlik

gostermislerdir.

Lata ve ark. (2010a), yaptiklar1 calismada geng¢ yaprak dokularini kullanmiglardir. 0,5,
1,0, 1,5 ve 2,0 mg/l TDZ, ) igeren ortamlara aldiklar1 gen¢ yaprak dokularinda 1 mg/I
TDZ igeren ortamin kallus iiretimi i¢in optimum oldugunu tespit etmislerdir. Cannabis
sativa'nin mikrogogaltilmig bitkilerinin genetik stabilitesini ve 8 ay boyunca toprakta
adaptasyonunu degerlendirmek icin Inter-simple sekans tekrari (ISSR) markdrleri,
kullanmiglardir. Toplam 15 ISSR primeri, 115 farkli iiretilebilir bantla sonuglanmistir.
Mikro ¢ogaltilmis bitkilerden alinan tiim ISSR profilleri, monomorfik ve ana bitkilerle
karsilastirilabilir bulunmustur. Bu bulgu da klonlar ve ana bitkiler arasindaki genetik
stabiliteyi dogrulamistir. Kanabinoidlerin gaz kromatografisi / alev iyonizasyon tespiti
(GC / FID) kullanilarak kimyasal analizi, ana bitki ve mikro ¢ogaltilmis bitkiler
arasinda ana ikincil metabolitlerdeki kalitatif ve kantitatif farkliliklarin olup olmadigin
daha da dogrulamak i¢in yapilmistir. Alt1 ana kannabinoid Tetrahidrokannabino (9-
THC), Tetrahidrokannabivarin (THCV), Kannabidiol (CBD), Cannabichrome (CBC),
Kannabigerol (CBG) ve Kannabinol (CBN) tanimlanmistir ve ana bitki ile
karsilastirilmistir. Elde edilen sonuglar1 agikca benzer bir kannabinoid profili ve iki bitki
tiirli arasinda THC igeriginde onemsiz farkliliklar gostermistir. Bu sonuglar, hizli In
Vitro ¢ogaltma igin gelistirilen mikro ¢ogaltma protokoliiniin uygun ve C. sativa'nin

klonal ¢ogaltim i¢in gegerli oldugunu gostermektedir.

Lata ve ark. (2010b), Germplazmanin korunmasi ve ¢ogaltilmasi igin sentetik
(kapsiillenmis) tohumlarin artan kullanimi, bitkicik doniisiimlerini takiben korunan
propagiillerin genetik stabilitesinin degerlendirilmisglerdir. C. sativa L.nin sentetik
tohumlarinin In vitro ¢ogaltma ve 6 ay boyunca farkli biiyiime kosullarinda saklama
sirasinda genetik stabilitesini, basit dizi tekrar1 (ISSR) DNA parmak izi kullanarak
degerlendirilmistir. Her partiden rastgele secilen bitkilerin molekiiler analizi, 14 ISSR
markdri kullanilarak gergeklestirilmistir. Test edilen 14 primerden dokuzu 40 farkli ve
tekrarlanabilir bant tiretmistir. In vitro depolanan bitkilerden alinan tiim ISSR profilleri
monomorfik olarak ve klonlar arasindaki genetik stabiliteyi dogrulayan ana bitki ile

karsilastirilmistir.  Altt adet ana  kannabinoidin  [A9-tetrahidrokanabinol,

20



tetrahidrokanabivarin, kannabidiol, kannabikromen, kannabigerol ve kannabinol] varlig
GC analizi ile teyid edilmistir ve 6 aylik depolamadan sonra yeniden yetistirilen
klonlarda ve ana bitkide homojenlik izlenmistir ve kannabinoid igeriginden tiiretilen

sentetik klonlar, bitkilerin stabilitesini dogrulamistir.
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3.MATERYAL VE METOT

3.1 Materyal
3.1.1 Bitki materyali
Calismada kullanilan Usak ve Samsun Vezirkdprii popiilasyonlarina ait tohumlar

‘Usak Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Tarla Bitkileri Boliimii’‘nden temin edilmistir.
3.1.2 Eksplant materyali

Steril edilen kenevir tohumlarmin Petri kaplarinda ¢imlendirilmesi ile elde
edilen 10 — 12 giinlik kenevir bitkiciklerinin yaprak, hipokotil, petiol, koltuk alti

meristemleri (Bknz. Resim 3.1) rejenerasyon ¢alismalarinda kullanilmistir.

yapraklar

#Petiol

Resim 3.1 Kenevir bitkicigi eksplant bolgeleri/eksplantlar
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3.2 Metot
3.2.1 Besin ortamlarmin hazirlanmasi

Denemelerde MS mineral, tuz ve vitaminleri (Murashige ve Skoog, Bknz.
Cizelge 3.1) ile 0 -30 g/l sukroz igeren ve 4,5 - 7 g/I’lik agar (Micropropagation Type 1,
Caisson, ABD) ile katilastirilan 0, %2x veya 1 x MS besin ortami (Murashige ve Skoog
1962) ile 0 ve 2 x Gamborg B5 ortami1 kullanilmistir. Ortam hazirliginda cift distile saf
su kullanilmis olup, besin ortamina farkli konstrasyonlarda bitki biiyliime diizenleyiciler
ilave edilmistir. Besin ortaminin pH’s1 1 N NaOH ya da 1 N HCI kullanilarak 5,7+0,1’¢
ayarlanmustir. Ardindan, ortamlar 4,5 kPa basing altinda ve 121° C’de 20 dk (dakika)
tutularak sterilizasyon saglanmistir. Tiim kiiltiirler beyaz floresans 15181 altinda 8 saat

karanhk, 16 saat aydinlik fotoperiyodunda 24'C sicaklikta tutulmustur.
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Cizelge 3.1 MS ortaminda bulunan besin maddeleri ve konsantrasyonlar1 (Murashige

ve Skoog, 1962)

Besin Maddeleri/tuzlar:

Konsantrasyon (mg/l)

NH4sNO;
Nitrat Gubu KNO3

CaCI2.2H20

Halojen Gubu
Kl

COC|2.6H20
MgS0,.7H,0

Siilfat Gubu
MnS0O,.4H,0

CuS04.5H,0
KH2PO4

Fosfat Gubu
H;BO;

NazMOO4.2H20
Demir Gubu FeS0O,.7H,0

Na,EDTA.
Myo-Inositol

Nikotinik Asid

Pyrotinik Asid

Thiamin-HCI
Glysin

Vitaminler

1650
1900
440

0.83
0.025
370

370
370
170

6,20
0,025
27,85

37,25
100,0

0,50
0,50
0,10
2,00
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3.2.2 Biiyiime diizenleyicilerinin hazirlanmasi
6-Benzilaminopiirin (BAP) stok cozeltisinin hazirlanmasi:

BAP stok ¢ozeltisi hazirlanirken her 10 ml stok ¢ozeltisinde 10 mg BAP kuru

madde ¢oziiciisii olan 1 N NaOH ile ¢6ziilerek hazirlanmigtir. Hazirlanan stok ¢ozeltisi,

kullanilmak tizere + 4°C’de muhafaza edilmistir (Bknz. Sekil 3.1, Cizelge 3.2).

Sekil 3.1 6-Benzilaminopiirin (BAP) molekiilii (Teixeira da Silva, Jaime
A. ResearchGate. Ulasim 2019-02-14

Giberellik Asit (GA3) stok ¢ozeltisinin hazirlanmasi:

GA; stok ¢ozeltisi hazirlanirken her 10 ml stok ¢6zeltisinde 10 mg GA3 kuru
madde ¢oziiclisii olan 1 N NaOH ile ¢oziilerek hazirlanmistir. Hazirlanan stok c¢ozelti

kullanilmak tizere + 4°C’de muhafaza edilmistir (Bknz. Sekil 3.2-Cizelge 3.2).

HO

HC COOH

Sekil 3.2 Giberallik Asit (GAs) molekiilii (Wikipedia, 2020a)
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Thidiazuron (TDZ) stok ¢izeltisinin hazirlanmasi:

TDZ stok ¢ozeltisi hazirlanirken her 10 ml stok ¢ozeltisinde 10 mg TDZ kuru
madde ¢oziiciisii olan dimethyl sulfoxide (DMSO) ile c¢oziilerek hazirlanmistir.
Hazirlanan stok ¢ozelti kullanilmak tizere +4°C’de muhafaza edilmistir (Sekil

3.3)(Cizelge 3.2).

Sekil 3.3 Thidiazuron (TDZ) molekiilii (Wikipedia, 2020b)

Cizelge 3.2 Bitki biiylime diizenleyicilerin saklama kosullari

Biiyiime Diizenleyiciler Coziicii Saklanma Kosullar (°C)
Benzilaminopiirin (BAP) 1 N NaOH
+4
Giberellik Asit (GA3) 1 N NaOH
Thidiazuron (TDZ) DMSO
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3.3 In Vitro Calismalar
3.3.1 Ekipmanlarin sterilizasyonu

Yapilan ¢alismada kullamilan Petri kaplar1 200 °C ‘de 2 saat etiivde bekletilerek
steril hale getirilmigtir. Magenta kaplar1 ise otoklavda 4,5 k Pa basing altinda ve 121
°C’de 20 dk tutularak sterilizasyon saglanmistir. Kullanilan pens ve bisturiler %70’lik

(h/h) alkol ile temizlendikten sonra laminer hava akim kabini igerisinde steri250

sterilizator cihazi ile 250 °C de steril edilmistir (Resim 3.2).

(@) (b) (©)
Resim 3.2 Sterilizasyonda kullanilan ekipmanlar; etiiv (a), otoklav (b), sterilizator (c)
3.3.2 Besi yerinin sterilizasyonu

Hazirlanan besi ortamlar1 otoklavda basingli su buhari ile 4,5 k Pa basing altinda

ve 121° C’de 20 dk boyunca steril edilmistir
3.3.3 Tohumlarin yiizey sterilizasyonu

Tohumlar yiizey sterilizasyonu igin steril kabin igerisinde, steril sartlar altinda
manyetik karistiric1 lizerinde oda sicakligina sahip %50, %70, %90’lik ticari camasir
suyu (%5 sodyum hipoklorid -NaClO-, igeren ACE — Fater, ABD) igerisinde 15 dk
calkalandiktan sonra, ayni sicakliga sahip steril saf su ile 3 x durulanmistir (Bknz.
Resim 3.3).
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Resim 3.3 Bu ¢alismada kullanilan Kenevir bitkisinin tohumlarmnin yiizey

sterilizasyonu

Steril edilen tohumlar besi ortamlarma ekilmek suretiyle ortamlardaki
kontaminasyon olusumlart izlenmistir. Ayrica kontrol gubu olarak herhangi bir

sterilizasyon uygulamasi yapilmamis olgun tohumlar kullanilmistir.
3.3.4 Kenevir tohumlarinin ¢cimlenme ve fide olusumu

Steril edilmis kenevir tohumlar1 her bir Petri kutusuna 5’er adet tohum olacak
sekilde 3 tekerriirlii bicimde kiiltiire alinarak biiylitme kabininde 10 giin bekletilerek
fide olusturmalar1 saglanmistir (Bknz. Resim 3.4).
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Resim 3.4 Yiizey sterilizasyonu sonrasi ekim ¢aligsmasi

Yapilan sterilizasyon ¢aligsmasindan sonra belirlenen en uygun derisimdeki ¢camasir

suyu dozu caligmanin geri kalaninda kullanilmistir. Calismalarda fiziksel ve kimyasal

dormansiyi kirmak ve en iyi ¢imlenme ortamini belirlemek icin farkli kiiltlir ortamlar

hazirlanmustir.

Yapilan c¢alismada tohumdaki fiziyolojik dormansiyi kirmaya yonelik ve
¢imlenme oranini arttirmak igin ¢esitli konsatrasyonlarda giberellik asit (GAg)
igeren kiiltiir ortamlar1 hazirlanmistir (0,2, 0,4, 0,5, 0,6, 0,8, 1,0, 1,2 mg/l) .
Yiizey sterilizasyonu yapilan tohumlar ortamlara laminer akish kabin icersinde
kiiltire alinmistir. Karanlik ortamda 25+1°C’de 12 giin bekletilmistir. Elde
edilen bitkicikler 24°C sicaklikta 16 saat aydinlik 8 saat karanlik fotoperiyoda
birakilarak gelisimleri gozlemlenmistir.

GA; dozunun en etkili dozu belirlendikten sonra farkli konsantrasyonlarda (0,5,
0,8, 1,0 mg/l) 6-Benzilaminopiirin (BAP) uygulamasi yapilmistir. Yiizey
sterilizasyonu yapilan tohumlar kiiltiire alinmistir. Karanlik sartlarda 25+1°C’de
12 giin bekletilmistir. Cimlenen tohumlar ayn1 sicaklikta 16 saat aydinlik 8 saat
karanlik fotoperiyoda birakilarak gelisimleri gézlemlenmistir.

Steril Saf su ; %50 Camasir Suyu 15 dk (dakika) ile steril edilen tohumlar steril

saf suya aktarilmistir. Karanlik ortamda %63,33 ¢imlenme saglanmistir. Yapilan
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bu calismada kenevir tohumlarinin ¢eper basinci fiziksel dormansisine sahip
oldugu tespit edilmistir.

e Ortamin kendi ozmotik basincini diisiirmek i¢in ortamdaki derisimi yiikseltici
kimyasallar ortadan kaldirilmigtir. Kiiltiir ortamlarindaki katilagtirici litreye
%0,7’1lik agar (a/h - Micropropagation Type 1, Caisson, ABD), litreye 5 g/l agar
olarak kullanilmistir.

e Optimum sartlar1 saglamak i¢in yapilan diger ¢alismada kiiltiir ortaminda 10 g/l
sukroz, 2,2 g/l MS ve 5 g/l agar kullanilmustir.

3.3.5 Mikropropagasyon ¢alismalari

Cimlenen kenevir tohumlarindan elde edilen bitkiciklerin yaprak eksplantlari
alimmis, 2,2 g/l MS, 10 g/l sukroz, 0,5 mg/l TDZ eklenen 5 g/l agar ile katilagtirilan
steril kiiltiir ortamlarina tekerriirlii olarak aktarilmistir. Daha sonra 1,55 g/l Gamborg
B5, 10 g/l sukroz 0,5 mg/l TDZ igeren farkli bir besi ortami1 hazirlanmig ve steril yaprak

eksplantlar1 bu kiiltiir ortamina aktarilmastir.

Diger bir ¢alismada bitkiciklerden elde edilen yaprak dip kismi, yaprak orta,
yaprak u¢ kismi, hipokotil, petiol, koltuk alt1 meristemlerinden eksplantlar alinmistir.
Eksplantlar 1,55g/ Gamborg B5, 10 g/l sukroz 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5 mg/l TDZ igeren
ve 5 g/l agar ile katilagtirilan steril edilmis besi ortamlarina laminer akishi kabin

icerisine 5’er eksplant 3’er tekerriirlii olarak aktarilmistir.
3.4 Verilerin Degerlendirilmesi

Deneme desenleri 3 tekrarlamali 100x10 mm’lik Petri kaplarindan olugmustur.
Varyans analizi i¢in IBM SPSS 26 bilgisayar progami kullanilmistir. Elde edilen 15°er
adet ve 5’er tohumdan 3’er tekeriirlii deneme verilerinin ortalamasi One Way ANOVA
ile karsilastirilmistir. Istatiksel olarak onemli derecede farklign gdsteren muamele

ortalamalar1 karsilagtirmak amaciyla Duncan testi yappilmistir. Yilizde degerlere

istatistik analizinden Once arcsin (\/Y ) transformasyonu uygulanmistir (Snedecor ve
Cochran 1967).
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4. DENEYSEL BULGULAR

4.1 Kenevir Tohumlarinda Sterilizasyon Isleminin Etkisi

Kenevir bitkisinin tohumlar1 {lizerinde farkli dozlarda degisen (Kontrol, %50,
%70, %90) ticari camasir suyunun(NaOCI) etkilerinin belirlenmek amaciyla varyans
analizi yapilmistir (Bknz. Cizelge 4.1). Cizelgede gosterildigi gibi uygulanan ticari
camagir suyu dozlarin kenevir popiilasyonlarinda etki yaparak onemli derecede (p<0.01)
farklilik izlenmistir. Elde edilen sonuclar1 Cizelge 4.1 verilmistir. Cizelgede gosterildigi
gibi uygulanan dozlar tohumlarda da ¢imlenme bakimindan da 6nemli derecede
(p<0.01) farklilik tespit edilmistir. Camasir suyu dozlari arasinda p<0.05 diizeyinde

etkilesim bulunmustur.

Cizelge 4.1 Kenevir tohumlarinda farkli dozlarda yiizey sterilizayonunda uygulanan
NaOCI etkisinin belirlenmesi amaciyla yapilan varyans analizi sonuglari

V.K. S.D. K.O. F

Popiilasyonl
optiasyonar 1 1066,667 5,760*

Camasir suyu dozlari

2 866,667 4,680*
Popiilasyonlar x Camasir suyu
dozlar:

2 155,556 0,840
Hata

48 185,185
Genele Toplam

53

**5<0.01 *p<0.05
V.K: Varyans Kaynaklari, S.D.: Sapma Segeri, K.O: Kareler Ortalmasi

Kenevir bitkisinin farkli popiilasyonlar1 iizerinde degisen camasir suyu
dozlarinin etkilerini belirlenmek amaciyla yapilan Duncan testi sonuglar1 Cizelge 4.2 de
verilmistir. Cizelgede tespit edildigi gibi % 50 camasir suyu dozunda ¢imlenme
%42,222-53,333 arasinda degismistir. % 70 ¢amasir suyu dozunda ¢imlenme %31,111-
44 444 arasinda degismistir. % 90 camasir suyu dozunda ise ¢imlenme %33,333-35,556
arasinda degismistir. En fazla ¢imlenme oran1 % 50 ¢amasir suyu dozunda % 53,333

olarak tespit edilmistir.
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Cizelge 4.2 Kenevir tohumlarinda farkli dozlarda yiizey sterilizayonunda uygulanan
NaOClI etkisinin belirlenmesi amaciyla yapilan Duncan analizi sonuglari

amasir Suyu Kenevir Popiilasyonlari
$ y |y Yy
Dozlan
Usak S. Vezirkoprii Ortalama

50,00

42,222 53,333 47,778a
70,00

31,111 44,444 37,778b
90,00

33,333 35,556 34,444b
Ortalama

35,556 44,444 40.000

*Duncan anlizi sonug¢larina gore her satirda farkli harfler ile gosterilmis ortalamalar arasinda 0.05 diizeyinde farklilig1 tespit

edilmistir.

Tohum Sterilizasyonu

60

53,333

50

40

30

20

10

% 50 Camasir Suyu % 70 Camasir Suyu % 90 Camasir Suyu

=@=Usak ==@=S. Vezirkdpri

Sekil 4.1 Kenevir tohumlarinda farkli dozlarda yiizey sterilizayonunda uygulanan

NaOCI etkisinin ¢imlenme tizerine etkisi sonuglari
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Resim 4.1 Yiizey sterilizasyonu sonrasi ¢imlenmekte olan kenevir bitkisi tohumlari
4.2 Tohum Cimlendirme Optimizasyonu
4.2.1 GA; dozlarinin ¢cimlenme iizerine etkisi;

Kenevir bitkisinin tohumlar1 iizerinde farkli GA3 dozlariin (Kontrol, 0,20, 0,40,
0,50, 0,60, 0,80, 1, 1,20 mg/L ) %50 ticari ¢camasir suyu ile 15 dk yiizey sterilizasyonu
yapilmis tohumlarda ¢imlenme {izerine etkisinin belirlenmesi igin kurulan deneme
sonuglar1 etkilerinin belirlenmek amaciyla varyans analizi yapilmistir. Elde edilen

sonuglar Cizelge 4.3’te verilmistir.

Cizelgede gosterildigi gibi uygulanan GAj3 dozlar1 kenevir popiilasyonlarinda
etki yaparak onemli derecede (p<0.01) farklilik gozlemlenmistir. Uygulanan GA3’iin
farkli dozlarmin, iki popiilasyon tohumlar1 arasinda ¢imlenme bakimindan Onemli
derecede farklilik yarattigi(p<<0.01) tespit edilmistir. GA3 dozlar1 ve popiilasyonlar
arasinda p<0.05 diizeyinde etkilesim bulunmustur (Bknz. Cizelge 4.3).
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Cizelge 4.3 Kenevir bitkisinde farkli dozlarda GA3 uygulanan etkisinin belirlenmesi
amactyla yapilan varyans analizi sonuglari

V.K S.D K.O F
GA3

7 457,143 5,878*
Popiilasyon

2 10400,000 133,714**
GA3*G.S.

14 133,333 1,714*
Hata

48 77,778
Genel Toplam

71

**nZ0.01 *p<0.05

V.K: Varyans Kaynaklari, S.D.: Sapma Segeri, K.O: Kareler Ortalmasi

Kenevir bitkisinin farkli popiilasyonlar1 tiizerinde degisen GAsz dozlarimin

etkilerini belirlenmek amaciyla yapilan Duncan testi sonuglari Cizelge 4.4°de

verilmistir. Cizelgede tespit edildigi gibi Usak popiilasyonunda farkli GA3 dozlarinda

¢imlenme %13,333-40,000 arasinda degismistir. Samsun Vezirkdprii popiilasyonundae

farkli GAj; dozlarinda c¢imlenme %20,000-53,333 arasinda degismistir. En fazla

¢imlenme orant Samsun Vezirkoprii ¢esidinde 0,40 mg/l dozunda % 53,333 olarak

tespit edilmistir.

Cizelge 4.4 Kenevir bitkisinde farkli dozlarda uygulanan GAgs etkisinin belirlenmesi
amaciyla yapilan t test analizi sonuglari

Popiilasyonlar

GA3 dozlari (mg/l)

Kontrol 0,20 0,40 0,50 0,60 0,80 1 1,20
Usak
13,333 40,000 40,000 33,333 40,000 33333 26,667 13,333
Samsun
Vezirkopru 33,333 46,667 53,333 46,667 46,667 40,000 33,333 20,000
Ortalama 23,333 43333 46,666 40,000 43,333 36,665 30,000 16,666

*Duncan analizi sonuglarina gore her satirda ortalamalar arasinda 0.05 diizeyinde farklilig1 tespit edilmistir.
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Sekil 4.2 Kenevir bitkisinde farkli dozlarda uygulanan GAgs etkisinin belirlenmesi
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Resim 4.2 Kenevir bitkisinde farkli dozlarda uygulanan GAs sonrasinda ¢imlenmekte
olan kenevir bitkisi tohumlari
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4.2.2 GAzve farkli BAP dozlarinin ¢cimlenme iizerine etKisi;

Bir 6nceki ¢alismada 0,40 mg/l GA; dozunda en yiiksek sonug¢ alinmistir.
Yapilan bu g¢alismada GAjs dozu sabit tutularak farkli BAP dozlar1 uygulanmistir.
Kenevir bitkisinin tohumlar1 tizerinde farklit BAP dozlarimin (Kontrol, 0,50, 0,80, 1,0
mg/L ) %50 ticari gamasir suyu ile 15 dakika yiizey sterilizasyonu yapilmis tohumlarda
¢imlenme iizerine etkisinin belirlenmesi i¢in kurulan deneme sonuglari etkilerinin
belirlenmek amaciyla varyans analizi yapilmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.5°te
verilmistir. Cizelgede gosterildigi gibi kenevir popiilasyonlarindan elde edilen ortalama
degerler arasinda (p<0.01) farklilik ortaya konmustur. Uygulanan BAP dozlarindan elde
edilen ¢imlenme ortalama degerleri bakimindan da 6nemli derecede (p<0.05) farklilik
ortaya koymustur. Popiilasyon ve BAP dozlar1 arasinda p<0.05 diizeyinde etkilesim
tespit edilmistir.

Cizelge 4.5 Kenevir bitkisinde GA3 ve farkli dozlarda BAP uygulamasinin etkisinin
belirlenmesi amaciyla yapilan varyans analizi sonuglari

V.K. S.D. K.O. F
Popiilasyon

1 1066,667 9,143**
BAP dozlan

3 377,778 3,238*

Popiilasyon * BAP dozlari

3 44,444 0,381
Hata

16 116,667
Genel toplam

23

**[Z0.01 *p<0.05

V.K: Varyans Kaynaklari, S.D.: Sapma Segeri, K.O: Kareler Ortalmasi

Kenevir bitkisinin farkli popiilasyonlar1 tizerinde degisen BAP dozlarinin
etkilerini belirlenmek amaciyla yapilan Duncan testi sonuglari Cizelge 4.6’da
verilmistir. Cizelgede tespit edildigi gibi Usak popiilasyonunda farkli BAP dozunda
¢imlenme %20,000-33333 arasinda degismistir. Samsun Vezirkoprii popiilasyonunda
farkli BAP dozunda ¢imlenme %26,667-46,667 arasinda degismistir. En fazla ¢imlenme

orant %46,667 ile Samsun Vezirkoprii popiilasyonunda tespit edilmistir.
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Cizelge 4.6 Kenevir bitkisinde farkli dozlarda uygulanan BAP etkisinin belirlenmesi

amactyla yapilan Duncan analizi sonuglari

Bap dozlar1 USAK SAMSUN Ortalma
VEZIiRKOPRU

Kontrol

20,00 26,67 23,33c*
0.50

33,33 46,67 40,00a
0.80

26,67 46,67 36,67b
1.00

33,33 46,67 40,00a
Ortalama 28,33A! 41,67B 35.00

*Duncan anlizi sonuglarna gore her satirda farkIi harfler ile gosterilmis ortalamalar arasinda 0.05 diizeyinde farklilig1 tespit

edilmistir.
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GA,+BAP
46,667 46,667 46,667
< O
33,333 33,333
26,66, 26,667
20
Kontrol 0,50 mg/I 0,80 mg/I 1,00 mg/|

=@ Usak ==@=S. Vezirkodpri

Sekil 4.3 Kenevir bitkisinde farkli dozlarda uygulanan BAP etkisinin belirlenmesi
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Resim 4.3 Kenevir bitkisinde farkli dozlarda uygulanan BAP uygulamasi sonrasinda
cimlenmekte olan kenevir bitkisi tohumlarina 6rnek

4.2.3 Steril saf suyun ¢cimlenme iizerine etKkisi;

Kenevir bitkisinin su ve “agar ile katilagtirilmis su” kullanilarak iki popiilasyon

izerine ¢imlenme etkisini belirlenmek amaciyla kurulan deneme sonuglar1 Sekil 4.4°de
verilmistir.

|

60 -

40 -

H Kontrol
30 M Steril Saf Su

20

10 Steril Saf Su

S. Vezirkopri

Sekil 4.4 Kenevir bitkisinde su ve “agar ile katilastirilmus steril suyun’’ ¢imlenme
tizerine etkilerinin belirlenmesi
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Sekilde de goriildiigii gibi kenevir bitkisinde agar ile katilagtirilmig steril suyun
tizerinde Usak popiilasyonunda 924,67, S.Vezirkoprii popiilasyonunda % 26,67
¢imlenme bulunmustur. Besi yeri igermeyen ve agar ile katilastirilmayan steril suyun
icinde Usak popiilasyonunda %50,00 S.Vezirkoprii popiilasyonunda % 63,33 ¢cimlenme
tespit edilmistir.

Resim 4.4 Steril saf su igerisinde ¢imlenen tohumlar
4.2.4 Farkh besi yerlerinin ¢cimlenme iizerine etKisi;

MS ve Gamborg B5 besi yerlerinin ¢gimlenme {izerinde etkisinin belirlenmesi igin
kurulan deneme sonuglar1 Grafik 4.2’de verilmistir. Cimlenme MS besi ortaminda Usak

popiilasyonunda %26,67, ve S.Vezirkoprii popiilasyonunda % 33,33 bulunmustur.
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Ayrica, Gamborg B5 besi ortaminda ise ¢imlenme Usak popiilasyonunda %66,66 ve

S.Vezirkoprii popiilasyonunda % 73,33 olarak izlenmistir.

80

70 -

50 -

40 -

B MS Besi Ortami
30

B Gamborg B5 Besi Ortami
20

10 Gamborg B5 Besi Ortami

MS Besi Ortami

S. Vezirkopri

Sekil 4.5 Kenevir bitkisinde farkli besi yerlerinin ¢imlenme iizerine etkisinin

belirlenmesi

Resim 4.5 (a)MS besi ortaminda ve (b)Gamborg B5 besi yerinde ¢imlenen tohumlar
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4.3 Mikropropagasyon Calismalari
4.3.1 Farkh besi ortamlarinda TDZ’nin mikropropagasyon ¢calismalarina etkisi;

MS ve Gamborg B5 besi yerlerinde TDZ’nin yaprak eksplantlarinda

mikropropagasyon iizerine etkisinin belirlenmesi i¢in kurulan deneme sonuglari ¢izelge
4.6’te verilmistir.

1

50 -

40 -

30 - mMS+TDZ

B Gamborg B5 + TDZ

20 -

10 )

Gamborg B5 + TDZ
0

MS + TDZ

S. Vezirkopri

Sekil 4.6 Kenevir bitkisinin farkli popiilasyonlari tizerinde farkli besi ortamlarinda
TDZ’nin mikropropagasyon calismalarina etkisinin belirlenmesi

Mikropropagasyon bagaris1 Usak popiilasyonunda MS besi yerinde %33,33,
S.Vezirkoprii popiilasyonunda % 46,67 bulunmustur. Gamborg B5 besi yerinde ise

Usak popiilasyonunda %40,00, S.Vezirkoprii popiilasyonunda % 60,00 olarak tespit
edilmistir.
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Resim 4.6 Kenevir bitkisinin farkli popiilasyonlari iizerinde TDZ nin
mikropropagasyona etkisinin gézlemlenmesi

4.3.2 Cesitli TDZ dozlariin farkh bitki eksplantlarinda mikropropagasyon

calismalarina etkisi;

Kenevir bitkisinin farkli eksplantlar1 iizerinde degisen TDZ dozlarin etkilerinin
belirlenmek amaciyla varyans analizi yapilmistir. Elde edilen sonuglart Cizelge 4.7°de
verilmistir.  Cizelgede gosterildigi gibi uygulanan TDZ dozlarmin kenevir
poplilasyonlarinda 6nemli derecede (p<0.01) farklilik gosterdikleri izlenmistir.
Eksplantlar ile rejenerasyon bakimindan da 6nemli derecede (p<0.01) farklilik tespit
edilmistir. TDZ dozlar1 ve eksplant tipleri arasinda p<0.05 diizeyinde etkilesim
bulunmustur(Bknz. Cizelge 4.8). Cizelge 4.7 Kenevir bitkisinin farkli eksplantlari
tizerinde degisen TDZ dozlarin etkilerinin belirlenmek amaciyla yapilan varyans analizi

sonuglartverilmistir.
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Cizelge 4.7 TDZ’nin farkli bitki eksplantlarinda mikropropagasyon calismalarina

etkisinin varyans analizi sonuglari

V.K S.D. K.O. F

TDZ dozlan
4 1949,739 9,693**

Eksplant tipleri

5 4822,711 23,975
TDZ x eksplant tipleri

20 245,906 1,222*
Hata

60 201,156
Genel toplam

89

**n<0.01 *p<0.05

V.K: Varyans Kaynaklari, S.D. Sapma Segeri, K.O: Kareler Ortalmasi

Kenevir bitkisinin farkli eksplantlar1 iizerinde degisen TDZ dozlarin etkilerinin
belirlenmek amaciyla yapilan Duncan testi sonuglari Cizelge 4.8° de verilmistir.
Cizelgede de goruldiigii gibi yaprak ug bolgesi eksplanttinda kallus olusumu %33,333-
66,667 arasinda degismistir. En fazla kallus olusum oram1 0,3 mg/l TDZ igeren
Gamborg B5 ortaminda bulunmustur. Yaprak orta bolgesi eksplanttinda kallus olusumu
%33,333-50,000 arasinda degismistir. En fazla kallus olusum oran1 0,4 mg/l TDZ ig¢eren

Gamborg B5 ortaminda bulunmustur.

Yaprak dip bolgesi eksplanttinda kallus olusumu  %25,000-66,667 arasinda
farklilagsmistir. En fazla kallus olusum orani 0,3 mg/l TDZ igeren Gamborg BS5
ortaminda goriilmiistiir. Petiol eksplanttinda kallus olusumu %0,667-21,667 arasinda
degismistir. En fazla kallus olusum orani 0,4 mg/l TDZ iceren Gamborg B5 ortaminda
bulunmustur. Koltuk alti eksplanttinda kallus olusumu  %58,333-83,333 arasinda
izlenmistir. En fazla kallus olusum oran1 0,4 mg/l TDZ igeren Gamborg B5 ortaminda
bulunmustur. Bogum arasi eksplanttinda kallus olusumu %25,000-66,667 arasinda
goriilmiistiir. En fazla kallus olusum orani 0,3 mg/l TDZ igeren Gamborg B5 ortaminda
bulunmustur. Calismada en fazla kallus olusum orani koltuk alt1 eksplantinda 0,4 mg/l

TDZ i¢eren Gamborg BS ortamindan elde edilmistir.
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Cizelge 4.8 Kenevir bitkisinin farkli eksplantlari tizerinde degisen TDZ dozlarin
etkilerinin belirlenmek amaciyla yapilan Duncan testi sonuglari

Eksplant Kallus olusum yiizdesi
tipi

0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
Yaprak
Uc Bolgesi 33,333b* 41,667ab 66,667a 58,333ab 33,333b
Yaprak
Orta 33,333b 41,667ab 50,000ab 50,000ab 33,333b
Bolgesi
Yaprak
Dip 25,000b 50,000ab 66,667a 41,667ab 33,333b
Bolgesi
Petiol

0,667b 8,333b 16,667a 21,667a 8,333b
Koltuk
Alti 66,667b 58,333b 66,667b 83,333a 58,333b
Bogum
Arasi 25,000b 41,667b 66,667a 25,000b 25,000b

*Duncan anlizi sonuclarina gore her satirda farkli harfler ile gosterilmis ortalamalr arasinda 0.05 diizeyinde farklilig1 tespit

edilmistir.
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Sekil 4.7 Kenevir bitkisinin farkli eksplantlari lizerinde degisen TDZ dozlarin

etkilerinin belirlenmesi
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Resim 4.7 TDZ dozlarmin farkli eksplantlar iizerine etkisinin
(a),(0),(c),(d).(e),(H).(2),(h) gbzlemlenmesi




. 4 f HAY : 2 b .-‘_
Resim 4.8 In vitro sartlarda elde edilen (a, b) S. Vezirkoprii, (c) Usak popiilasyonuna ait
bitkilerin iklim dolabinda dis kosullara alistirilmasi

4.4 Toprak Analizi ve Meterolojik Veriler

Arastirma yerinin toprak 6zellikleri incelendiginde killi- tinli bir yapiya sahip
oldugu tespit edilmistir. Topraktaki organik madde miktar1 % 1.17’dir. Toprak tuzluluk
oran1 % 0,037; toprak pH’s1 7,27; yiizde kireg¢ oran1 % 5,43 dir. Degisebilir K (K;0)
orant 179 (kg/da), toplam azot (N) % 0,115; yarayish P (P,Os) 5,72(kg/da) ve su ile
doymusluk ise %72 olarak tespit edilmistir.

Cizelge 4.9 Deneme yerine toprak analizi sonuglar™®

Tekstiir Organik | Tuz pH | Kire¢ | Degisebilir | Toplam | Yarayish | Suile
madde | (%) (%) K (kg/da) N (%) P (kg/da) | doymusluk
(%) (K:0) (P2 05)

Killi-Tmlt | 1,17 0,037 | 7,27 | 5,43 179 0,115 5,72 72

* Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Toprak Bilimi ve Bitki Besleme Boliimiinde
yapilmuistir.

Deneme yerine ait 2020 yilinin sicaklik, bagil nem, yagis ve riizgar verilerine
bakildiginda Eyliil ve Aralik ay1 arasinda en yiiksek sicaklik 39,1 0C, en diisiik sicaklik
(-)8,6 °C gdzlemlenmistir. Deneme yerine ait 2020 yilinin sicaklik, bagil nem, yagis ve
riizgar verilerine bakildiginda Eyliil ve Aralik ay1 arasinda en yiiksek bagil nem %77 en
diisiik bagil nem % 11 olarak tespit edilmistir. Deneme yerine ait 2020 yilinin sicaklik,

bagil nem, yagis ve riizgar verilerine bakildiginda Eyliil ve Aralik ay1 arasinda en
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yiiksek yagis 17 mm en diisiik yagis 0,5 mm izlenmistir. Deneme yerine ait 2020 yilinin
sicaklik, bagil nem, yagis ve riizgar verilerine bakildiginda Eyliil ve Aralik ay1 arasinda

en yiiksek riizgar hiz1 36 km/s en diisiik riizgar hiz1 2 km/s goriilmiistiir.

Ankara 2020-01-01 - 2020-12-31
39.92°N /32.85°E 1108m rakim 366 giin meteoblue
(12 x 12 km)
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Resim 4.9 Deneme yerine ait 2020 yilinin sicaklik, yagis ve riizgar verileri
(https://www.meteoblue.com/tr/hava/historyclimate/weatherarchive/ankara_t%c3%bcrk
iye_323786?fcstlength=1y&year=2020&month=2)

4.5 Toprakta Gelisim Asamasi

Kenevir bitkisi, yiiksek bir adaptasyon yetenegine sahip olup subtropik bolge
iklim kusagindan iliman bélge iklim hattina kadar yayilmistir. Tiirkiye’de kenevir
bitkisinin yazlik ekimi yapilmaktadir. Ekimden 6nce topraktaki nem miktar1 6nemlidir.
Bu yiizden yagis gereksinimi fazladir. 0°C’nin altindaki sicakliklara oldukca hassas olan
kenevir bitkisi -5 °C’den daha diistik sicakliklarda da tamamen zarar gordiigiinden
tohum iiretimi i¢in 0°C dereceden daha diisiik olmayan en az 150 giinliik ve lif i¢in ise

120 giinliik bir olgunlagsma zamanina ihtiyaci vardir (Gizlenici ve ark., 2019).
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Kenevir bitkisi i¢in en uygun topraklar; orta-agir, drenaji iyi, havadar, derin,
besin maddelerince verimli, toprak pH s1 6-7,5 arasinda olan, gevsek, tinli ve organik
maddece zengin, kiregli, aliiviyal topraklardir. Kumlu topraklar, hafif asitli, , hafif
kurak, tinl1 ve agir topraklar ile gegirgenligi diisiik drenaji zayif olan topraklar kenevir

bitkisi ekimi i¢in uygun degildir (Gizlenici ve ark., 2019).

Kenevir bitkisi toprakta fazla besin maddesi olmasini ister. Kenevir bitkisi
toprak nemini sevmesine karsin asir1 nemli toprak pH’1 diislireceginden kenevirin besin
maddesi alimmi giiglesmektedir. Topragin siirekli olarak gollenmeye maruz kalmasi
kenevir bitkisinin yapraklarinda deformasyon ve sararmaya yol agmaktadir. Kenevir
bitkisi eger siirekli olarak su igerisinde kalirsa bitki kdkleri hava alamaz bitki duraklama

donemine girer (Gizlenici ve ark., 2019).

Bilindigi lizere yapilan laboratuar calismalarindan elde edilen bitkilerin dig

kosullara adapte olmasi siirdiiriilebilirligin saglanmasi i¢in 6nemlidir.

In vitro rejenerasyon asamasinda siirgiin gelisimine paralel olarak kdk olusumu
saglandig igin bitkiler dogrudan topraga aktarilmistir. Bu sekilde In vitro koklendirme
asamast atlanarak kontaminasyon, siirgiinlerin koklenmemesi gibi olast olumsuzluklar
engellenmis ve zamandan tasarruf saglanmistir. Rejenere olan siirgiinler, igerisinde
nemli torf — toprak karisimi bulunan Magentalara aktarilmistir.  Magentalarin
izerilerine nemli poset gecirilerek belirli zaman araliklarinda {izerinde delikler agilmak
suretiyle heniiz dis ortam sartlarina aligmamais bitkiciklerin aniden su kaybederek 6lmesi
engellenmistir. D1s kosullara adaptasyonda In vitro kosullardan ¢ikarilan bitkiler kapali
toprak ortamlarina alinmistir. Nem oranlar1 her giin konrol edilmistir. 3. Giiniin sonunda

kapal1 sistem kademeli olarak agilmaya baglanmis bu islem 7 giin stirmiistiir.
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Resim 4.10 10. Giiniin sonunda toprak kosullarina alinan kenevir bitkilerinden bir 6rnek

Alistirma agsamsinda 10. giiniin sonuna kadar kenevir bitkileri gelisimlerine

devam etmistir. Ardindan 15. giinde bitkiler tarla sartlarina alinmustir.

sy | £ e )
Resim 4.11 Calisma sonucu elde edilen bitkilerinden rasgele se¢ilmis bir 6rnek, kenevir
bitkisinin tarla sartlarina sasirildiktan 17 giin sonra gozlemlenmesi
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5. TARTISMA

5.1 Kenevir Bitkisinde Sterilizasyon Isleminin Etkisi

Genellikle ¢amagir suyu olarak satin alman sodyum hipoklorit, bitki
materyalinin yiizey sterilizasyonu i¢in en sik kullanilan kimyasal maddedir. Ticari
camasir suyu, %5,25 sodyum hipoklorittir. Genellikle orijinal konsantrasyonun %0-
%90'i oraninda seyreltilir. Bitki materyali ¢ogunlukla bu soliisyona tek basimna veya
manyetik karistirict ile 10 - 20 dakika, bazen de daha fazla siire daldirilir/karistirilir. Her
eksplant tiirii icin fitotoksisite nedeniyle konsantrasyon ve zaman arasinda deneysel
olarak bir denge belirlenmek amaciyla optimizasyon c¢aligmalar1 yapilmaktadir. Bu
calismada kenevir bitkisinin 2 popiilasyon tohumlar: tizerinde farkli dozlarda (Kontrol,
%50, %70, %90) ticari ¢amasir suyunun (NaOCI) kullanimi ile %100 sterilizasyon
saglanmis olup, ¢imlenme oranlarinda onemli derecede farkli etkileri izlenmistir.
Benzer sekilde, daha 6nce diger bitkilerin tohumlar1 {izerinde yapilan sterilzasyon
calismalarinda da ¢amasir suyunun kullanim1 uygun bulunmustur (Bhojwani ve Razdan,
1986; Kai ve ark., 2007; Mihaljevi¢ ve ark., 2013; Bello ve ark., 2018; Hesami ve ark.,
2019).

5.2 Tohum Cimlendirme Optimizasyonu
5.2.1 GA3 dozlarmin ¢imlenme iizerine etkisi

Cimlenme silirecinde karbonhidrat, protein ve diger rezervlerin tohum
metabolizmasint dogrudan veya dolayli olarak etkileyebilmektedir. Bu olast bir
dormansi nedenidir. Bunun yani sira, dormansi ayni zamanda tohum g¢imlenme
siirecinde temel bir rol oynayan biiylime diizenleyici hormonlarin arasindaki bir
dengeye de baglanabilir. Kenevir bitkisinin tohumlar {izerinde farklit GA3 dozlarinin
(Kontrol, 0,20, 0,40, 0,50, 0,60, 0,80, 1,0, 1,20 mg/L ) ¢imlenme {izerine etkisi
belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore Usak popiilasyonunda 0,20 ve 0,40 mg/l de
%40 ve Samsun Vezirkoprii popiilasyonunda 0,40 mg/l dozunda % 53,333 ¢imlenme
oraniyla en yiiksek degerler tespit edilmistir. Goriildiigii lizere farkli popiilasyon ve
hatlarda farkli oranda dormansi olusabilir. Olugsan bu dormansiyi kirmak amaciyla GA3
dozlariyla oynanmasi ile uygun dozlarin belirlenmesi gerekmektedir. Bu yiizde

farklipopiilasyon ve cesitlerde dormansiyi kirmak icin farkli dozlarda GA3z
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kullanilabilir. Gibberellik asit, dormansi halinin iistesinden gelmede hem de rezervlerin
hidrolizinin kontroliinde rol oynar. Tohumlarda bu asidin yeterli seviyelerinin varligi,
hidrolitik enzimlerin, 6zellikle a-amilazin sentezini, aktivasyonunu ve salgilanmasini
uyararak embriyo biiyiimesi i¢in gerekli olan indirgeyici sekerleri ve aminoasitleri

serbest birakir (Mayer ve Poljakoff-Mayber, 1963; Khan, 1971).
5.2.2 GA3zve farkli BAP dozlarinin ¢imlenme iizerine etkisi

Bitki hormonlarinin ¢imlenme siirecinde onemli bir rol oynadigi bulunmustur
(Nadjafia ve ark., 2006). Gibberellic asit (GA3), ¢imlenmeyi indiikleyerek birincil uyku
durumunu kontrol etmek igin 6nerilen hormonlardan biridir (Ritchie ve Gilroy, 1998).
Gibberellinlerin tohumlara disaridan uygulanmasi tohum uyku halini kirabilir ve fide
olusumuna yardimci olabilir (Greipsson, 2001). Diger bitki biiyiime maddelerinin,
ozellikle sitokinin aktivitesine sahip olanlarin, bazi bitkilerde tohum ¢imlenmesi veya
uyku hali kirilmasinda etkili olabilecegi gosterilmistir (Prasad ve ark., 1983; Thomas ve
Van Staden, 1995; Kabar, 1998). Bir 6nceki ¢alismada, kenevir bitkisinin tohumlari
tizerinde en optimum sonuglart 0,40 mg/l GA3 i¢eren MS ortamdan ile izlenmistir.
Dolayisiyla, bu c¢aligmada 0,40 mg/l GAs dozu sabit tutularak farkli BAP dozlar
(Kontrol, 0,50, 0,80, 1,0 mg/L ) uygulanmistir. Usak popiilasyonunda farkli GAj
dozunda ¢imlenme %20,000-33,333 arasinda degismistir. En fazla ¢imlenme orani %
46,667 ile Samsun Vezirkoprii popiilasyonunda tespit edilmistir. Elde edilen sonuglarina
gore GA3tBAP beraber kullanildiginda tohum g¢imlendirilmesinde inhibasyon veya
dormansi olusumuna sebep oldugu izlenmistir. Bu c¢alismanin bu sonucu, GA; ile
beraber BAP'in kenevir tohumunda dormansinin iistesinden gelmede etkili olmadigini

gostermistir.
5.2.3 Steril saf suyun ¢imlenme iizerine etkisi

Kenevir popiilasyon/gesitlerinin ¢imlendirilmesini giiclendirmek igin hidro-
priming ve ozmopriming tohum 6n islem teknikleri uygulanmistir (Ashraf ve Foolad,
2005; Paparella ve ark., 2015). On muamele ¢alismalarinin, ticari agidan &nemli
bitkilerin tohum ¢imlenme performansi lizerindeki etkisini arastirmada birkag calisma
bulunmasina ragmen, kenevir bitkisi yetistiriciligi i¢in, ©n muamele ile tohum

hazirlamanin uygulanmasi ihmal edilmis bir yontemdir. Bu c¢alisma, ozmoprimin ve
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hidropriming'in Petri kaplarinda erken fide ¢imlenmesi tizerindeki etkilerini
degerlendirmek ve ayrica ozmopriming ve hidropriming'in ¢imlenme parametreleri
tizerindeki etkilerini karsilagtirmak icin yapilmistir. Besi yeri i¢eren ozmotik priming
muamele ile kati kontrol ortaminda Usak popiilasyonunda en fazla %?24,67 ve
S.Vezirkoprii popiilasyonunda % 26,67 ¢imlenme not edilmistir. Buna kiyasla Besi yeri
icermeyen hydropriming uygulamada Usak popiilasyonunda en fazla ¢imlenme % 50 ve
S.Vezirkoprii popiilasyonunda % 63,33 olarak goézlemlenmistir. Bu ¢alismanin bu
sonucu, ozmopriming ile kiyasla hidropriming uygulamasinin kenevir tohumunda

dormansinin iistesinden gelmede etkili oldugunu anlagilmistir.

5.2.4 Ms ve Gamborg BS ortamlarini ¢cimlenme iizerine etkisi

Bitki doku kiiltiirleri i¢in en yaygin kullanilan ortamlardan biri, Murashige ve
Skoog (MS) tarafindan tiitiin doku kiiltiirii i¢in gelistirilen ortamdir (Owen ve ark.,
1991; Khan ve ark., 1999; Sarwar ve ark., 2009; Sattar ve ark., 2010). MS ortaminin
onemli Ozelligi, ¢ok yiiksek nitrat, potasyum ve amonyak konsantrasyonudur.
Vitaminlerden Glisin MS besi ortamda bulunurken Gamborg B5 ortamda
bulunmamaktadir. Gamborg ve digerleri tarafindan olusturulan B5 ortami bir¢ok
arastirmaci tarafindan da kullanilmaktadir (Freytag ve ark., 1988; Bregitzer, 1992; Tsoi
ve Doran, 2002; Jacob ve Malpathak, 2005). B5 ortamindaki inorganik besin seviyeleri
MS ortamindakinden daha diisiiktiir. Nikotinik Asit, Piridoksin HC1 ve Tiamin HCI1
MS ortam la kiyasala daha yiiksek oranda bulunmaktadir. Bu Gamborg B5 ortam ile
kiyasla MS ortamda yiiksek azot ve K ile az miktarda vitaminler igeren MS besi

ortaminda inhibasyon tespit edilmistir.

Bu c¢alismada kenevir tohum ¢imlenme MS Dbesi ortaminda Usak
popiilasyonunda %?26,666, S.Vezirkoprii popiilasyonunda % 33,333 bulunmustur.
Gamborg B5 besi ortaminda ise ¢imlenme Usak popiilasyonunda %66.666,
S.Vezirkoprii popiilasyonunda % 73,33 olarak bulunmustur. Bu ¢aligmanin sonucu, MS
besi ortami ile kiyasla Gamborg BS5 besi ortaminin kenevir tohumunda tohum

cimlendirilmesinde daha etkili oldugunu anlasilmistir.
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5.3 Mikropropagasyon Calismalar:

5.3.1 Farkh besi ortamlarinda TDZ’nin mikropropagasyon calismalarina etkisi

TDZ, sitokinin benzeri en aktif bitki bliylime diizenleyici maddeler arasindadir
ve bir¢ok inat¢1 (fazla miktarda fenolik bilesiler iceren) bitki tiiriinde bitki
rejenerasyonu igin yaygin olarak kullanilmaktadir. TDZ bitki rejenerasyonu i¢in olumlu
etki yaparken eksplantlar ve gelisen siirgiinler {izerinde olumsuz yan etkiler
birakabilmektedir. En yaygin yan etkisi yapraklarin ve gelisen siirgiinlerin kii¢iik
kalmasi ve bir¢ok sitokininden daha fazla siirgiin olusturumasina sebep olmasidir (Mok
ve ark., 1982; Mok ve Mok, 1985; Preece ve ark., 1987; Singha ve Bhatia, 1988;
Huetteman and Preece, 1993). Ayrica, TDZ’yi olabildigi kadar diisik dozlarda
kullanmak olumsuz yan etkilerinden kaginmak i¢in faydalidir. TDZ kullanilarak her
eksplanttan siirgiin rejenerasyonu elde edilmesi zordur. Bu c¢alismada Usak
popiilasyonunun MS besi yerinde % 33.33 ve S.Vezirkoprii popiilasyonun da % 46,66
rejenerasyonu izlenmistir. Gamborg B5 besi yerinde ise Usak popiilasyonunda % 40,
S.Vezirkoprii popiilasyonunda % 60 olarak tespit edilmistir. Elde edilen sonuclarina
gore kenevir bitkisinde TDZ’ile ¢alisirken Gamborg B5 ortamin rejenerasyon i¢in daha

uygun oldugu izlenmistir.

5.3.2 Farkh eksplantlarin TDZ’nin farkhh dozlar1 ile mikropropagasyon

calismalarina etkisi

Optimize edilmis TDZ dozu yaprak ug, yaprak orta, yaprak dip bolge, petiol,
bogum arasi, koltuk alt1 eksplantlarinin rejenerasyonu i¢in kullanilmigtir. Elde edilen

sonuglara gore;

Kenevir bitkisinin farkli eksplantlar1 iizerinde degisen TDZ dozlarin etkisi

onemli derecede farklilik gostermistir.

Calismada En fazla kallus ve siirgiin olusum orani koltuk alt1 eksplantinda 0,4
mg/l TDZ igeren ortamda % 58,333-83,333 arasinda tespit edilmistir. TDZ
konsantrasyonlarinin koltuk alti meristemlerinden ve diger eksplantlardan siirgiin
proliferasyonunda faydali oldugu tespit edilmistir. TDZ, siirgiin uzamasini ve

rejenerasyonunu engelleyebilir (Pijut ve ark., 1991; Gribaudo ve Fronda, 1991; Khawar
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ve ark., 2004). Bu galisma sonuglari da benzerlik gdstermis olup, yalniz koltuk alti
meristemden siirgiin rejenerasyon gosterip, diger eksplantlarda (yaprak ug, orta ve dip
kisimlarda kismen, petiol veya yaprak sapinda tamamen, koltuk alti arasinda nekroz
olusumu) 6nemli derecede siirgiin rejenerasyonu izlenmemistir.

Bilindigi iizere yapilan laboratuar ¢alismalarindan elde edilen bitkilerin dis kosullara

adapte olmasi siirdiiriilebilirligin saglanmasi i¢in 6nemlidir.
5.3.3 Toprakta gelisim asamasi

Kenevir bitkisi yetistiriciligi i¢in uygun toprak yapisi; orta-agir, drenaji iyi,
havadar, , derin, besin maddelerince verimli, toprak pH s1 6-7,5 arasinda olan, gevsek,
tinl1 ve organik maddece zengin, topraklar olmalidir. Kumlu topraklar, agir topraklar ile
drenaji zayif olan topraklar kenevir bitkisi ekimi i¢in uygun degildir (Gizlenci ve ark.,
2019b). Arastirma sonunda tarla sartlarina alinan kenevir bitkisinin dikildigi topragin

analizlerine gore toprak yapisinin uygun oldugu goriilmiistiir (Bknz. Resim 4.9).

Kenevir bitkisi kislil ekime uygun bir bitki degildir. Iklim kosullar:
degerlendirildiginde ekilen O °C’nin altindaki sicakliklara dayanimi ¢ok diisiik olan
kenevir bitkisi -5 °C’den daha disiik sicakliklarda da tamamen zarar gormektedir. Bu

sebeple Tiirkiye’de kenevir bitkisinin yazlik ekimi yapilmaktadir (Bknz. Cizelge 4.8).
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6. SONUC VE ONERILER

6.1 Sonuc¢

Vi.

Calismada kenevirin Usak ve Samsun Vezirkoprii popiilasyonlar1 kullanilmistir.
Tohum sterilizasyonu i¢in % 50, 70 ve 90 konsantrasyonda g¢amasir suyu
kullanilmistir. Her iki popiilasyonun yiizey sterilizsyon i¢in % 50 ¢camasir suyu
uygun bulunarak tercih edilmistir.

Tohum ¢imlendirmek amaciyla GAz, GAz ve BAP ile ozmopriming ve
hidropriming uygulamalar1 yapilmistir. En 1iyi c¢imlendirme hidropriming
uygulama ile elde edilmistir.

Ayrica, tohum ¢imlendirmek igin %2 X MS ortami1 ve 2 X Gamborg B5 ortami
kullanilmigtir. MS ortamina kiyasla Gamborg B5 ortaminda tim uygulamalara
gore en yliksek tohum ¢imlendirilmesi elde edilmistir.

Siirgiin rejenerasyon igin koltuk alti meristem, koltuk alt1 arasi, yaprak dip, orta
ve ucu ile petiol eksplantlart kullanilmigtir. Yalmz koltuk alti meristem
eksplantlarda siirgilin rejenerasyonu izlenmistir.

Koklendirmek i¢in her hangi bir oksin kullanilmamustir.

Koklendirilmis  bitkiler tarla kosullarina sasirtilmadan Once saksilara
aktarilmistir. Daha sonra elde edilen bitkiler Ankara Universitesi, Ziraat
Fakiiltesi, Tarla Bitkileri Boliimiin ¢evirilmis Deneme alanina aktarilmistir ve

basarili sekilde biiylimeye devam etmislerdir.

6.2 Oneriler

Kenevir bitkisi tohum sterilizasyonunda toksik etkiden kaginmak i¢in %50
Camasir suyu konsantrasyonu kullanilmalidir.

Kenevir bitkisinde tohumluk igin hasat zamanindan kaynakli GA; kullanimi
yapilmalidir fakat yeterli degildir.

Kenevir bitkisindeki hiicre basinci fiziksel dormansisinden kaynakli olarak
hidropriming 6n muamelesi yapilmalidir.

In Vitro sartlarda kenevir yetistiriciliginde mutlak suretle besi ortaminin derisimi

azaltilmalidir.
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f)

9)
h)

)

In vitro sartlarda kenevir bitkisinde her popiilasyon i¢in farkli dozlarda bitki
biiyiime diizenleyiciler kullanilmalidir.

Kenevir bitkisinde THC ve CBD iiretimi i¢in mutlak suretle In vitro sartlar
kullanilmaldar.

Kenevir bitkisinin mikropropagasyon ¢alismalarinda TDZ kullanimi uygundur.
Kenevir bitkisinde gerek tohum ¢imlenmesi gerekse mikropropagasyon
caligmalarinda Gamborg B5 kullanimi uygundur.

Kenevir bitkisinin toprak istekleri goz oniinde bulundurularak uygun bolgelere
ekimi yapilmalidir.

Kenevir bitkisinin iklimlenme istegi g6z oOniinde bulundurularak ekimi

yapilmalidir.
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